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 งานวจิยัน้ีไดผ้ลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดเีพื่อใชใ้นการ ตรวจการ ตดิเชือ้  infectious 
myonecrosis virus (IMNV) ในกุง้ โดยใช้รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ทัง้สามส่วนทีไ่ดจ้ากการ
กระตุน้แบคทเีรยี E. coli ใหผ้ลติรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีทางส่วนปลาย  N (IMNV-N-intein) 
บรเิวณส่วนกลาง  (glutathione-S-transferase (GST)-IMNV-I) และส่วนปลาย C (GST-IMNV-C) 
โดยมนี ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 84, 60 และ 62 กโิลดาลตนั ตามล าดบั 
 จากการน ารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ทัง้สามส่วน ไปใช้ฉีดกระตุน้ภมูคิุม้กนัในหนูขาว 
และผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีม่คีวามจ าเพาะต่อ IMNV 
ได ้13 โคลน ซึง่แบ่งไดอ้อกเป็นสองกลุ่มคอื  1) จ าเพาะต่อ IMNV-N จ านวน 8 โคลนดงันี้คอื IMN1, 
IMN3, IMN4, IMN6, IMN7, IMN10, IMN12, IMN13  2) จ าเพาะต่อ IMNV-C จ านวน 5 โคลน 
ดงันี้คอื IMC1, IMC4, IMC6, IMC8, IMC10  ซึง่โมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทัง้ 13 โคลนทีผ่ลติได ้
สามารถจบักบั IMNV ในกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติ ดว้ยวธิ ีdot blotting และจบักบัแคปซดิโปรตนี
ของเชือ้ IMNV ขนาด 106 กโิลดาลตนัไดด้ว้ยวธิ ี Western blotting อกีทัง้สามารถตรวจ เชือ้ IMNV 
โดยวธิ ีimmunohistochemistry ได ้โดยพบการตดิเชือ้บรเิวณไซโตพลาสซมึของเซลลก์ลา้มเนื้อลาย  
เหงอืก หวัใจ ทางเดนิอาหารส่วนกลาง (midgut) และอวยัวะน ้าเหลอืง (lymphoid organ) โดยไมม่ี
ปฏกิริยิาขา้มกบัองคป์ระกอบต่างๆ  ของเนื้อเยือ่กุง้ปกตหิรอื กุง้ทีต่ดิ เชือ้ white spot syndrome 
virus (WSSV), Taura syndrome virus (TSV), Penaeus monodon nucleopolyhedrovirus 
(PemoNPV), Penaeus stylirostris densovirus (PstDNV), yellow head virus (YHV) และ 
Penaeus monodon densovirus (PmDNV)  โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 13 โคลนทีผ่ลติได้เป็น 
IgG โดยม ีsubclass เป็น IgG1, IgG2a, IgG2b และ light chain เป็น kappa (K)  เมือ่ทดสอบโดยใช้  
รคีอมบแินนทโ์ปรตนี  พบว่า IMN12 และ IMN7 จบักบัอพิโิทปต่างกนัและมคีวามไวสงูสุดเท่ากนั
ประมาณ 12 เฟมโตโมล/จดุ  ในขณะที ่ IMC1 มคีวามไวสงูสุดประมาณ 1.5 เฟมโตโมล/จดุ  ซึง่เมือ่
ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอ นตบิอดกีบักุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตดิว้ยวธิ ี dot blotting โดย
ใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN12 รว่มกบั IMC1 พบว่ามคีวามไวเพิม่ขึน้จากการใชโ้มโนโคลนอล
แอนตบิอด ีIMN12 หรอื IMC1 เพยีงโคลนเดยีว เท่ากบั 4 และ 2 เท่า ตามล าดบั และมคีวามไวน้อย
กว่าวธิ ีRT-PCR ประมาณ 10 เท่า 
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The objective of this study is to produce monoclonal antibodies (MAbs) that can be 

used to detect infectious myonecrosis virus (IMNV) in shrimp. The gene encoding the 
capsid protein of infectious myonecrosis virus (IMNV) was cloned into three parts; including 
the N-terminal fragment (IMNV-N), the internal fragment (IMNV-I) and the C-terminal 
fragment (IMNV-C). PCR products were cloned into pTYB1 (pTYB1-IMNV-N) and pGEX-6P-
1 (pGEX-IMNV-I and pGEX-IMNV-C) expression vectors and transformed into E.coli strain 
BL21. After induction, the intein tagged IMNV-N, the glutathione-S-transferase (GST) tagged 
IMNV-I and GST tagged IMNV-C proteins with molecular masses of 84, 60 and 62 kDa 
were obtained, respectively. The combination of three purified recombinant proteins were 
use for immunization into Swiss mice. 
 Eight MAbs specific to IMNV-N (IMN1, IMN3, IMN4, IMN6, IMN7, IMN10, IMN12, 
IMN13) and five MAbs specific to IMNV-C (IMC1, IMC4, IMC6, IMC8, IMC10) were 
obtained. They can be used to detect natural capsid protein of IMNV at molecular mass of 
106 kDa in infected Penaeus vannamei as determined by dot blotting and Western blot 
assay, respectively. All MAbs can be used to detect IMNV infection in muscle, gill,        
heart, midgut and lymphoid organ by immunohistochemistry without cross-reactivity to           
white spot syndrome virus (WSSV), Taura syndrome virus (TSV), Penaeus monodon 
nucleopolyhedrovirus (PemoNPV), Penaeus stylirostris densovirus (PstDNV), yellow head 
virus (YHV) and Penaeus monodon densovirus (PmDNV). The monoclonal antibodies 
belong to IgG with subclass IgG1, IgG2a and IgG2b with kappa (K) light chain. The detection 
sensitivity of the IMN MAbs (IMN7, IMN12) was approximately 12 fmole/spot of purified 
recombinant IMNV-N-intein protein and of IMC MAb (IMC1) was approximately 1.5 fmole/ 
spot of purified recombinant GST-IMNV-C as determined by dot blotting. Combination of 
MAbs specific for IMNV-N (IMN12) and IMNV-C (IMC1) resulted in fourfold and twofold 
higher sensitivity than that using of each MAb alone, respectively. However, the sensitivity 
of the combined MAbs was approximately ten times lower than that of RT-PCR.  
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ประกาศคณูุปการ 

 
 ปรญิญานิพนธน์ี้ส าเรจ็ไดด้ว้ยดเีป็นเพราะผูว้จิยัไดร้บัค าแนะน าอยา่งดยีิง่จากผูช้่วย
ศาสตราจารย์  ดร.ปรนิทร ์ชยัวสิุทธางกูร ประธานกรรมการควบคุมปรญิญานิพนธ ์ศาสตราจารย ์   
ดร.ไพศาล สทิธกิรกุล กรรมการควบคุมปรญิญานิพนธ ์ผูช้่วยศาสตราจารย์  ดร.ศวิาพร ลงยนัต ์และ    
รองศาสตราจารย ์ดร .วรีะวรรณ สทิธกิรกุล ผูค้อยตกัเตอืน สัง่สอน และแนะน าทัง้ในดา้นวทิยาการ 
และจรยิธรรมประกอบการท าปรญิญานิพนธท์ีส่มบรูณ์ ขา้พเจา้ขอขอบพระคุณไว ้ณ โอกาสน้ี 
 ขอขอบพระคุณ อาจารย์  ดร.ประวตั ิองัประภาพรชยั ทีก่รณุารบัเป็นประธานกรรมการ  
สอบเคา้โครงปรญิญานิพนธ ์ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร .อจัฉรยิา รงัษริจุ ิและคณาจารยท์ุกท่านทีใ่ห้
ความรูแ้ก่ผูว้จิยัตลอดการศกึษา คุณสมบตั ิรกัประทานพร ผูช้่วยนกัวจิยัจากศูนยพ์นัธุวศิ วกรรมและ
เทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิส าหรบัความช่วยเหลอืและค าแนะน าต่าง ๆ ท าใหง้านวจิยัน้ีส าเรจ็ลุล่วง
ไดด้ว้ยด ีขา้พเจา้ขอขอบพระคุณเป็นอยา่งสงู 
 ขอขอบพระคุณ อาจารย ์ ดร.นุจร ีสุวรรณรชต ทีก่รณุารบัเป็นประธานกรรมการสอบ
ปรญิญานิพนธ์  ช่วยแกไ้ขปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีใหม้คีวามสมบรูณ์และเป็นทีย่อม รบัในเชงิ วชิาการ
มากยิง่ขึน้ และ ดร.แสงจนัทร ์เสนาปิน จาก Center of Excellence for Shrimp Molecular Biology 
and Biotechnology (Centex Shrimp), มหาวทิยาลยัมหดิล  ทีก่รณุารบัเป็นคณะกรรมการสอบ
ปรญิญานิพนธ ์อกีทัง้กรณุา ช่วยประสานงานเรือ่ง ทุนสนบัสนุน และตวัอยา่งกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ IMNV 
ท าใหง้านวจิยัน้ีส าเรจ็ลุล่วงไดด้ว้ยด ี 

  ขอขอบพระคุณภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
ประสานมติร ทีไ่ดเ้อือ้เฟ้ือสถานที ่เครือ่งมอื และอุปกรณ์ต่างๆ ใหข้า้พเจา้ไดใ้ชต้ลอดระยะเวลาของ
การท าปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ี ขอขอบพระคุณศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิและ 
Center of Excellence for Shrimp Molecular Biology and Biotechnology (Centex Shrimp), 
มหาวทิยาลยัมหดิล ทีไ่ดใ้หเ้งนิทุนอุดหนุนการศกึษาและการวจิยัครัง้นี้ 
 ขอบคุณ คุณวารณุ ีหะยมีะสาและ ทีใ่ห้ ค าปรกึษา และแนะน าแต่สิง่ ทีด่เีสมอมา ขอบคุณ     
คุณชุตมิา ศรสีุข และคุณชลนินัท ์เพง็สุข รวมทัง้รุน่พีทุ่กท่าน ในหอ้งปฏบิตักิารโมโนโค ลนอล
แอนตบิอดแีละหอ้งปฏบิตักิารอณูชวีวทิยา   ขอบคุณ คุณรดัชนก ศริคิะรนิทร ์และ เพื่อนๆ ทุกคนที่
ใหค้วามช่วยเหลอืและใหก้ าลงัใจมาโดยตลอด  
 ทา้ยทีสุ่ดนี้ขา้พเจา้ขอขอบพระคุณคุณบดิา มารดา  ทีเ่ป็นแรงใจ ขอบคุณแรงผลกัดนั ทีท่ า
ใหต้ลอดระยะเวลาทีท่ าการศกึษา และวจิยัไดเ้รยีนรูจ้นส าเรจ็ลุล่วงดว้ยด ีและขอน าเอาผลประโยชน์
อนัเกดิจากปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีทัง้หมดมอบเป็นกุศลแก่ หนูทดลอง  ทุกชวีติทีม่สี่วนในความส าเรจ็
ของการท าปรญิญานิพนธข์องขา้พเจา้ 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

ภมิูหลงั 
 อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์ ้าทัว่โลกมกีารเจรญิเตบิโตขึน้อยา่งรวดเรว็ในช่วง 20 ปีที่
ผ่านมา โดยพบว่าในปี ค.ศ. 2004 ทัว่โลกมผีลผลติโดยรวมเท่ากบั 59.4 ลา้นตนั คดิเป็นมลูค่า 70.3 
พนัลา้นเหรยีญสหรฐั (FAO.  2006: Online) โดยอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้จดัเป็นอุตสาหกรรม
หลกัทีท่ ารายไดใ้หก้บัประเทศผูส้่งออก เนื่องจากเป็นธุรกจิทีใ่หผ้ลตอบแทนสงู โดยเฉพาะในปจัจบุนั
การเลีย้งกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) จดัเป็นสตัวเ์ศรษฐกจิทีม่คีวามส าคญั อยา่งยิง่ในหลาย
ประเทศเช่น จนี ไทย เวยีดนาม อนิโดนีเซยี อนิเดี ย เมก็ซโิก บราซลิ บงัคลาเทศ เอกวาดอร ์ และ
พมา่ เป็นตน้ (FAO.  2007: Online) เนื่องจากกุง้ขาวเป็นกุง้ทีเ่ลีย้งงา่ย  และในการเลีย้งจะมกีาร
ปล่อยลกูกุง้จ านวนมาก  มอีตัราการขยายพนัธุใ์นธรรมชาตสิงู  และทนทานต่อสภาวะต่างๆ  จงึใหผ้ล
ผลติสงูกว่าการเลีย้งกุง้กุลาด า  (Penaeus monodon) ในพืน้ทีก่ารเลีย้งทีเ่ท่ากนั แต่ในปจัจบุนัการ
เพาะเลีย้งกุง้กป็ระสบปญัหาเกีย่วกบัการเกดิโรคระบาดต่างๆ  ทัง้จากแบคทเีรยี ไวรสั รา โปรตวัซวั 
และพยาธ ิ(Lightner; & Redman.  1998: 201-220) การตดิเชือ้ไวรสัและแบคทเีรยีนัน้สรา้งความ
เสยีหายรนุแรงต่ออุตสาหกรรมการเลีย้งกุง้อยา่งมาก เชือ้ไวรสัส าคญัทีก่่อโรคในกุง้ ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
(1) ไวรสัหวัเหลอืง (yellow head virus; YHV) (2) ไวรสัตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome 
virus; WSSV) (3) ไวรสัเอชพวี ี (hepatopancreatic parvovirus; HPV หรอื Penaeus monodon 
densovirus; PmDNV) (4) ไวรสัเอม็บวี ี (monodon baculovirus; MBV หรอื Penaeus monodon 
nucleopolyhedrovirus; PemoNPV) (5) ไวรสัโรคทอรา่ (Taura syndrome virus; TSV) และ (6) 
ไวรสัไอเอชเอชเอน็ว ี (infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus; IHHNV หรอื 
Penaeus stylirostris densovirus; PstDNV) (Loh; et al.  1997: 263–312) 

นอกจากนี้ยงัพบไวรสัทีก่่อโรคกบักุง้ขาวอยา่งรนุแรงอกีชนิดคอื infectious myonecrosis 
virus (IMNV) ซึง่เป็นไวรสัทีก่่อใหเ้กดิอาการกลา้มเนื้อขุน่ขาวหรอืกลา้มเนื้อตาย  โดยพบการระบาด
ครัง้แรกที่ประเทศบราซลิ ในช่วงปี  ค.ศ. 2002-2005 ท าใหกุ้ง้ ขาวมอีตัราการตายสงู ประมาณ       
40-70% และส่งผลกระทบต่อเศรษฐกจิของ ประเทศบราซลิ ขาดทุนถงึ 440 ลา้นเหรยีญสหรฐั  
(Madrid.  2005: 22-29) ต่อมาในปี ค.ศ. 2006 พบการระบาดของ  IMNV อกีครัง้ในประเทศ
อนิโดนีเซยี (Senapin; et al.  2007: 32-38) ซึง่ส่งผลใหก้ารเพาะเลีย้งกุง้ขาว ในประเทศอนิโดนีเซยี
เสยีหายอยา่งหนกั แมว้่าในปจัจบุนัยงัไมม่รีายงานการตดิเชือ้  IMNV ในประเทศไทย แต่การควบคุม
โดยการเฝ้าระวงัโรคทีเ่กดิจากเชือ้ไวรั สชนิดน้ีจะเป็นการ ป้องกนัไมใ่หม้กีารตดิเชือ้  หรอืแพรร่ะบาด
ในประเทศไทย 

การรกัษาโรคทีเ่กดิจากไวรสันัน้ยงัไมส่ามารถท าได้  ดงันัน้การตรวจวเิคราะหก์ารตดิเชือ้ที่
มคีวามแมน่ย าและรวดเรว็ จงึมคีวามส าคญัมาก เพื่อช่วยลดความสญูเสยีทีอ่าจเกดิขึน้  หรอืช่วยใน
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การตดัสนิใจและวางแนวทางป้องกนั   ส าหรบัการตรวจเชือ้  IMNV ในปจัจบุั นไดม้กีารพั ฒนาขึน้
มากมายประกอบดว้ย การตรวจ โดยใชก้ลอ้งจลุทรรศน์ อเิลก็ตรอน แบบส่องผ่าน (transmission 
electron microscopy) และการตรวจวนิิจฉยัทางพยาธวิทิยาโดยจะพบกลา้มเนื้ อตาย หรอืกลา้มเนื้อ
บางส่วนขาดหายไป มกีารสรา้ง connective tissue ทีม่ากกว่าปกติ lymphoid organ จะมลีกัษณะ
เป็น spheroid (Poulos; et al.  2006: 987-996) ซึง่ทัง้สองวธิเีป็นวธิทีีต่อ้งใชบุ้คลากรทีม่ ี
ประสบการณ์ สงู ใชเ้วลาม ากในการเตรยีมตวัอยา่งเนื้อเยือ่  และไมส่ามารถตรวจการตดิเชือ้ใน
ระยะแรกได ้   เทคนิค in situ hybridization (Tang; et al.  2005: 261-265) โดยใช ้probe ทีม่ ี
ความจ าเพาะกบัเชือ้  IMNV ไดถู้กพฒันาขึน้ซึง่เป็นวธิทีีม่คีวามจ าเพาะสงู และสามารถใชต้รวจการ
ตดิเชือ้ IMNV ได ้แต่ยงัคงมคีวามไวต ่า และใชร้ะยะเวลานานในการทราบผลของการตดิเชือ้ 

ต่อมาไดม้คีวามพยายามในการใชเ้ทคนิคทางดา้นชวีโมเลกุลเพื่อตรวจห าสารพนัธุกรรม
ของไวรสัโดยวธิ ีreverse transcription polymerase chain reactions (RT-PCR) และ nested    
RT-PCR (Poulos; & Lightner.  2006: 69-72) ท าใหก้ารตรวจการตดิเชือ้ มคีวามไวสงูขึน้สามารถ
ตรวจพบไวรสัแมม้ปีรมิาณน้อย ในการตดิเชือ้ระยะแรก แต่การ ตรวจสอบตอ้งใช้เครือ่งมอืราคาแพง 
และมคีวามยุง่ยากในการวเิคราะหผ์ล  จงึไมเ่หมาะในการน าไปตรวจเชือ้ในฟารม์กุง้   วธิ ีreal-time 
RT-PCR โดยใช้ TaqMan probe (Andrade; et al.  2007: 9-15) เป็นเทคนิคทีถู่กตอ้งแมน่ย า
สามารถตรวจปรมิาณการตดิเชือ้เริม่ตน้  และแสดงผลไดท้นัทโีดย ไมจ่ าเป็นตอ้งตรวจสอบผลผลติ
ของ PCR จงึไม่ ตอ้งใช้  ethidium bromide ซึง่เป็นสารก่อมะเรง็ เทคนิค นี้มคีวามไว  และ ความ  
จ าเพาะสงู   เทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ไดถู้กพฒันาใหส้ามารถ
ตรวจสอบผลผลติโดยวธิ ี lateral flow dipstick (Puthawibool; et al.  2009: 27-31) เป็นเทคนิคที่
ถูกตอ้งแมน่ย ามคีวามไวเทยีบเท่ากบัวธิ ีRT-PCR และใชเ้วลาน้อยในการทราบผล  ถงึแมว้่าเทคนิค
ทางดา้นชวีโมเลกุลจะใชใ้นการตรวจการตดิเชือ้ IMNV หรอืไวรสัอื่นๆ ในกุง้ไดอ้ยา่งมปีระสทิ ธภิาพ
แต่เนื่องจากการตรวจจะ มตีน้ทุนสงูและตอ้งการบุคลากรทีม่คีวาม ช านาญจงึ ไมเ่หมาะสมต่อ การใช้
งานโดยเกษตรกรผูเ้ลีย้งกุง้ 

เทคนิคทางภมูคิุม้กนัวทิยาเกีย่วกบัปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดเีป็นปฏกิริยิา
ทีม่คีวามจ าเพาะสงูมาก ดงันัน้จงึไดม้กีารน าเอาโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  (monoclonal antibody; 
MAbs)  มาใชป้ระโยชน์ในหลายๆ ดา้นโดยอาศยัปฏกิริยิาทีจ่ าเพาะระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดี
นี้ (ไพศาล สทิธกิรกุล .  2548)  ในปจัจบุนัไดม้กีารพฒันาใช้  MAbs ในการตรวจการตดิเชือ้ไวรสั
ชนิดต่างๆ  ในกุง้ เช่น เชือ้ WSSV (Chaivisuthangkura; et al.  2004: 359-363), เชือ้  YHV 
(Sithigorngul; et al.  2002: 71-76), เชือ้ PmDNV (Rukpratanporn; et al.  2005: 85-89), เชือ้ 
TSV (Longyant; et al.  2008: 75-81), เชือ้ PstDNV (Sithigorngul; et al.  2009: 126-132) และ
เชือ้แบคทเีรยีเช่น Vibrio harveyi เป็นตน้ (Phianphak; et al.  2005: 161-168) แมว้่าเทคนิคทาง
วทิยาภมูคิุม้กนัจะมคีวามไวต ่ากว่าวธิ ีPCR แต่กเ็ป็นเทคนิคที่มคีวามจ าเพาะสงู สะดวก งา่ยต่อการ
ใชง้าน ใหผ้ลการตรวจสอบทีร่วดเรว็ และไมจ่ าเป็นตอ้งใชบุ้คลากรทีม่คีวามเชีย่วชาญ  อกีทัง้เมือ่
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พฒันาเป็นชุดตรวจแบบงา่ย (strip test) เกษตรกรจะสามารถน าไปใชไ้ดเ้องโดยไมจ่ าเป็นตอ้งอาศยั
ความรูค้วามช านาญมากและประหยดัเวลา (Sithigorngul; et al.  2007: 256-264) 
 ส าหรบัการผลติ โมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยใชไ้วรสัจากกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติ นัน้   
ไมส่ามารถท าไดเ้นื่องจากยงัไม่มรีายงานของกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV ในประเทศไทย และการน าเขา้กุง้ที่
ตดิเชือ้ไวรสัอาจก่อใหเ้กดิการระบาดของโรค และน าไปสู่ความเสยีหายต่ออุตสาหกรรมการเลีย้งกุง้
ในประเทศไทยได ้อกีประการหน่ึงการใชกุ้ง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติเป็นแอนตเิจนนัน้มขี ัน้ตอนในการ
ท าให้ ไวรสับรสิุทธิ ์หลายขัน้ตอน  และอาจมี องคป์ระกอบต่างๆ ของ กุง้ปะปนมาดว้ย ซึง่อาจท าให้     
โมโนโ คลนอลแอนตบิอดี ทีไ่ด้ส่วนใหญ่จ าเพาะกบัองคป์ระกอบต่างๆ  ของกุง้เช่น haemolymph 
เนื่องจากมคีวามเป็น อมิมโูนเจนสงูกว่าองคป์ระกอบของไวรสั    จากเหตุผลดงักล่าวรว่มกบั ความรู้
เกีย่วกบัจโีนมของ  IMNV (Poulos; et al.  2006: 987-996) ท าใหท้ราบล าดบันิวคลโีอไทด์ของสาร
พนัธุ กรรม ไวรสั  และสามารถจ าแนกยนีที่ ท าหน้าทีผ่ลติแคปซดิโปรตนี ของไวรสัได้  ซึง่แคปซดิ
โปรตนีเป็นโปรตนีโครงสรา้งส่วนนอกสุด ทีจ่ าเพาะต่อไวรสัแต่ละชนิด   ดงันัน้การใชร้คีอมบแินนท์  
แคปซดิโปรตนีของ IMNV เป็นแอนตเิจน เพื่อใชใ้นการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  จงึมปีระโยชน์
อยา่งมากเนื่องจากสามารถผลติโปรตนีไดต้ามตอ้งการ  โดยไมจ่ าเป็นตอ้งแยกเชือ้ไวรสัจากกุง้ทีต่ดิ
เชือ้ 
 
ความมุ่งหมายของการวิจยั 

1. เพื่อกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV 
2. เพื่อผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอแคปซดิโปรตนีของ IMNV 
3. เพื่อน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดม้าใชต้รวจกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV ดว้ยวธิ ีdot 

blotting, Western blotting และ immunohistochemistry 
 
ขอบเขตของการวิจยั 
 1. การแสดงออกของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีใน Escherichia coli (E. coli) 
 2. การท ารคีอมบแินนท์ แคปซดิโปรตนี ทีไ่ดจ้ากการกระตุน้การแสด งออกใน แบคทเีรยี      
E. coli ใหม้คีวามบรสิุทธิ ์
 3. การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอ  IMNV โดยใช้รคีอมบแินนท์ แคปซดิโปรตนีทีผ่ลติ
ได ้
 4. การคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ IMNV โดยวธิ ีdot blotting, Western 
blotting และ immunohistochemistry 
 5. การพสิจูน์คุณสมบตัโิดยการตรวจสอบอพิโิทป ชนิดของแอนตบิอดี  รวมทัง้การทดสอบ
ความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติได ้
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สมมติฐานในการวิจยั 
การสรา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อแคปซดิโปรตนีของเชือ้  IMNV อาจท าโดย 

ใช้ รคีอมบแินนท์ แคปซดิโปรตนี ทีส่รา้งจากยนีแคปซดิโปรตนีของไวรัสเป็นแอนตเิจนในการกระตุน้ 
ภมูคิุม้กนัในหนูขาว 

 
ผลท่ีคาดว่าจะได้รบัจากการวิจยั 
 1. สามารถกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีทัง้ 3 ส่วนของ IMNV ได ้
 2. สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อแคปซดิโปรตนีของ IMNV ได ้
 3. สามารถน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีผ่ลติไดม้าใชต้รวจ โรคทีเ่กดิจากเชือ้ IMNV ดว้ย
วธิ ีdot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

ความเป็นมาและสภาพปัญหา 

การเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์ามี การเจรญิเตบิโตขึน้อยา่งรวดเรว็ในระยะ เวลา 20 ปีทีผ่า่นมา โดย

ในปี  ค.ศ. 2004 พบวา่ทัว่โลก มผีลผลติสตัวน้ํ์าโดยรวม เท่ากบั  59.4 ลา้นตนั  คดิเป็นมลูค่า  70.3

พนัลา้นเหรยีญสหรฐั  โดยผลผลติเพิม่ขึ้ นสงูอยา่งต่อเน่ืองระหวา่งปี  ค.ศ. 1980-2004 เน่ืองจาก

ความรูแ้ละวชิาการทางการเกษตรมสีว่นช่วยในการพฒันา อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์า รวมไป

ถงึการใชค้วามรูท้างดา้นเทคโนโลยใีนการปรบัปรงุสายพนัธุ์  โดยอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้เป็น

อุตสาหกรรมหลกัที่ ทาํใหผ้ลผลติเพิม่สงูขึน้เป็นอยา่งมาก  พบวา่ในปี  ค.ศ. 1985-2005 มผีลผลติ

เพิม่ขึน้จาก 2.0 แสนตนั ไปถงึ 2.7 ลา้นตนั ตามลาํดบั (FAO.  2006: Online) 

ในช่วงปี ค.ศ. 1985-1995 กุง้กุลาดาํ (Penaeus monodon) เป็นกุง้ทะเลเพยีงชนิดเดยีวที่

มกีารเลีย้งแบบพฒันากนัอยา่งแพรห่ลายทาํใหผ้ลผลติเพิม่ขึน้  อยา่งไรกต็ามอุตสาหกรรมการเลี้ ยง

กุง้กุลาดาํนัน้ประสบปญัหาต่าง ๆ เช่น ปญัหามลพษิ  ความเสื่อมโทรมของสิง่แวดลอ้ม  การจดัการ

ฟารม์ ปญัหาทางการคา้และการตลาด และ ในปี ค.ศ. 1995 เกดิปญัหาจากการระบาดของโรคตดิ

เชือ้ในกุง้กุลาดาํอยา่งรนุแรง  (Flegel; Fegan; & Sriurairatana.  1995: 65–79) ทาํให้ในหลายๆ 

ประเทศมีการเพาะเลีย้งกุง้ขาว  (Litopenaeus vannamei) ทดแทนการเพาะเลีย้งกุง้กุลาดาํ มากขึน้

ส่งผลใหส้ดัส่วนในการเลีย้งกุง้กุลาดาํลดลง  จนกระทัง่ในปี ค.ศ. 2002 อตัราสว่นการเลีย้งกุง้กุลาดาํ

จงึใกลเ้คยีงกบักุง้ขาวปร ะมาณ 5.0 แสนตนั (ภาพประกอบ 1) และในปี ค.ศ. 2005 อตัราสว่นการ

เลีย้งกุง้ขาวเพิ่มสงูสดุเมือ่เทยีบกบักุง้กุลาดาํและกุง้ชนิดอื่นๆ คดิเป็น 60, 27 และ 13% ของผลผลติ

กุง้ทัง้หมด ตามลาํดบั (FAO.  2007: Online) (ภาพประกอบ 2) 
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ภาพประกอบ 1 ผลผลติจากการเพาะเลีย้งกุง้ทัว่โลกระหว่างปี ค.ศ. 1985-2005 

 

ทีม่า: FAO.  (2007).  Fishery Statistics Aquaculture Production.  (Online). 

 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 2 อตัราสว่นผลผลติการเพาะเลีย้งกุง้ในแต่ละสายพนัธุท์ ัว่โลกในปี ค.ศ. 2005 

  

ทีม่า: FAO.  (2007).  Fishery Statistics Aquaculture Production.  (Online). 
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กุ้งขาว (Pacific white shrimp) 

อนุกรมวธิาน 

Phylum  Arthropoda 

Class  Crustacea 

Supclass Malacostraca 

Order   Decapoda 

Suborder Dendrobrachiata 

Family  Penaeidae 

Genus  Penaeus 

Subgenus Litopenaeus 

Species Litopenaeus vannamei 

กุง้ขาวแปซฟิิก (L. vannamei) หรอืทีเ่รยีกกนัทัว่ไปวา่กุง้ขาว เป็นกุง้พืน้เมอืงในทวปี

อเมรกิาใต ้พบทัว่ไปบรเิวณชายฝ ัง่มหาสมทุรแปซฟิิกตะวนัออก ทางตอนเหนือของประเทศเมก็ซโิก

จนถงึตอนเหนือของประเทศเปรู  โดยกุง้ชนิดน้ีมกีารเลีย้งกนัมากในประเทศเอกวาดอร์  เมก็ซโิก   

เปรู ปานามา ฮอนดรูสั โคลมัเบยี และบราซลิ  กุง้ขาวเป็นกุง้ทีเ่ลีย้งงา่ย มกีารเจรญิเตบิโตอยา่ ง

รวดเรว็ เน่ืองจากพอ่แมพ่นัธุไ์ดร้บัการพฒันาสายพนัธุม์าเป็นเวลานาน  ทาํใหม้กีารนําเขา้ไปเลีย้งใน

หลายๆ ประเทศ   กุง้ชนิดน้ีไดม้กีารนําเขา้มาเลีย้งในทวปี เอเชยีครัง้แรกในประเทศไตห้วนั ปี พ.ศ. 

2539 และประเทศจนีในปี  พ.ศ. 2541 สาํหรบัประเทศไทยไดม้กีา รนํากุง้ขาวเขา้มาทดลองเลีย้งใน   

ปี พ.ศ. 2541 (ชลอ ลิม้สวุรรณ; และ พรเลศิ จนัทรร์ชัชกูล.  ม.ป.ป.: 118) 

 ลกัษณะทัว่ไป 

  กุง้ขาวมลีกัษณะทัว่ไปคอืมลีาํตวั 6 ปลอ้ง สขีาว หน้าอกใหญ่ การเคลื่อนไหวเรว็  มกีร ี

(rostrum) อยูใ่นระดบัยาวประมาณ  0.8 เท่าของความยาวเปลอืก  หวัสนักรสีงู ปลายกรแีคบ  ส่วน

ของกรมีลีกัษณะเป็นสามเหลีย่ม สแีดงอมน้ําตาล  กรดีา้นบนมี 8 ฟนั กรดีา้นลา่ง 2 ฟนั รอ่งบนกรี

มองเหน็ไดช้ดั  เปลอืกหวั (carapace) มสีขีาวอมชมพถูงึแดง  ขาเดนิ (pereopods) มสีขีาวเป็น

ลกัษณะทีโ่ดดเด่น  หนวด (antenna) แดงยาว 2 เสน้ ตาสแีดงเขม้ เปลอืกตวับางสขีาวอมชมพถูงึ

แดง ขาวา่ยน้ํา (pleopods) 5 คู่ โดยทีป่ลายมสีแีดงและขา้งในมสีขีาว  สว่นหางมี 1 ปลอ้ง ปลายหาง 

(telson) มสีแีดงเขม้ แพนหาง (uropods) ม ี4 ใบและ 1 กรหีาง ขนาดตวัทีโ่ตสมบรู ณ์เตม็ทีข่องกุง้

สายพนัธุน้ี์จะมีความยาวเท่ากบั 230 มลิลเิมตร (9 น้ิว) (ภาพประกอบ  3) กุง้ขาวหากนิทุกระดบั

ความลกึของน้ํา ลอกคราบเรว็ทุกๆ สปัดาหไ์มห่มกตวั (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธุ.์  2545: 121-124) 
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ภาพ ประกอบ  3 ลกัษณะทัว่ไปของกุง้ขาว  L. vannamei (A); ภาพถ่าย , (B); ภาพวาดแสดง 

      โครงสรา้งอวยัวะภายนอก  

 

ทีม่า: Rosenberry, B. (2005). World Shrimp Farming. In Shrimp News International. 

(Online). 

 

วงจรชีวิตและการสืบพนัธุ ์

ในธรรมชาตขิองกุง้ขาวจะมอีายขุยัประมาณเกอืบ  36 เดอืน โดยจะวางไขท่ีร่ะดบัน้ํา

ลกึประมาณ 30-60 มลิลเิมตร ใกลพ้ืน้ทราย ปกตแิลว้แมกุ่ง้ขนาด  60-120 กรมั จะวางไขป่ระมาณ  

150,000-250,000 ฟอง แม่กุง้จะวา่ยน้ํารวดเรว็อยูป่ระมาณ  45-60 วนิาที แลว้จงึเริม่ออกไขข่ณะที่

ลดความเรว็ลงอยา่งชา้ๆ  เน่ืองจากอวยัวะสบืพนัธุเ์พศเมยีของกุง้ขาวมลีกัษณะเป็นแบบเปิด  

(opened thelycum) แตกต่างจากอวยัวะสบืพนัธุเ์พศเมยีของกุง้กุลาดาํและกุง้แชบ๊วยซึง่มลีกัษณะ

เป็นแบบปิด (closed thelycum) ดงันัน้รปูแบบการสบืพนัธุแ์ละพฤตกิรรมในการผสมพนัธุจ์งึเป็นไป

คนละลกัษณะกบักุง้กุลาดาํและกุง้แชบ๊วย ระบบสบืพนัธุแ์ละการผสมพนัธุป์กตกุิง้ขาวจะผสม พนัธุ์ใน

เวลากลางคนืหลงัจากมกีารลอกคราบของตวัเมยีและผสมพนัธุก์นัทีค่วามลกึ  10-15 เมตร ถงึ 30-50 

เมตร ในธรรมชาตแิมกุ่ง้ทีม่ไีขแ่ก่พรอ้มทีจ่ะวางไขน่ัน้จะสงัเกตไดจ้ากรงัไขเ่ป็นลาํทบึมสีเีขยีวเกอืบ

ดาํอยูบ่นแถบหลงัของลาํตวัทัง้สองขา้ง (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธุ.์  2545: 121-124) 

ขัน้ตอนการพฒันาของตวัอ่อน 

 ตวัอ่อนของกุง้ขาวมกีารพฒันาและการเปลีย่นแปลงไปตามช่วง ของการลอกคราบ  

โดยไขท่ีไ่ดร้บัการปฏสินธจิะมลีกัษณะกลมมเีมอืกห่อหุม้  พบ เสน้ผา่นศนูยก์ลางประมาณ                

0.22 มลิลเิมตร  ไขจ่ะจมลงสูพ่ ืน้เพราะ มคีวามหนาแน่นกวา่ น้ําทะเล  ปกตไิขกุ่ง้จะฟกัเป็นตวัใน

บรเิวณทีว่างไขจ่ากนัน้ลกูกุง้วยัอ่อนจะเคลือ่นยา้ยเขา้สูบ่รเิวณชายฝ ัง่ในยา่นน้ํากรอ่ย  ซึง่เป็นบรเิวณ

ทีม่อีาหารธรรมชาตสิมบรูณ์ ลกูกุง้จะเลีย้งตวัเองอยูใ่นบรเิวณน้ีจนโตถงึขัน้พ่อแมพ่นัธุจ์งึค่อยอพยพ

สูท่ะเลลกึเพือ่ทาํการสบืพนัธุว์างไขต่่อไป การพฒันาตวัอ่อนระยะของกุง้ขาวเมือ่ไขไ่ดร้บัการปฏสินธิ

แลว้ภายใน 12-14 ชัว่โมง กจ็ะฟกัตวัอ่อน ในระยะนอเพลยีส  (nauplius) ลกูกุง้ทีฟ่กัออกมาเป็นตวัน้ี

(A)                                                                   (B) 
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จะมกีารพฒันาและเปลีย่นแปลงรปูรา่งไปจนกระทัง่เหมอืนตวัเตม็วยัซึง่สามารถแบ่งออกเป็นระยะ

ต่างๆ ไดด้งัต่อไปน้ี (ภาพประกอบ 4) 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 วงชวีติของกุง้ Penaeus 

 

ทีม่า: Rosenberry, B.  (2005). World Shrimp Farming. In Shrimp News International.  

(Online). 

 

ตวัอ่อนระยะท่ี 1 นอเพลียส (nauplius)  

รปูรา่งคลา้ยแมงมมุยงัไมต่อ้งการอาหารเน่ืองจากมถุีงอาหาร  (yolk sac) ตดิ

อยูก่บัลาํตวั ตวัอ่อนระยะน้ีจะผา่นการลอกคราบ  5-6 ครัง้ ภายในเวลา 36-48 ชัว่โมงก่อนจะเขา้

ระยะที ่2 

ตวัอ่อนระยะท่ี 2 โปรโตซูเอีย (protozoea)  

ตวัอ่อนระยะน้ีจะมลีาํตวัยาวขึน้  สว่นหวัและลาํตวัแยกจากกนัอยา่งเหน็ได้

ชดัเจน ระยะน้ีมกีารเปลีย่นแปลงรปูรา่ง 3 ขัน้ตอน ใชร้ะยะเวลาประมาณ 4-7 วนั 

ตวัอ่อนระยะท่ี 3 ไมซีส (mysis)  

ระยะน้ีลกูกุง้จะมลีกัษณะคลา้ยลกูกุง้วยัรุน่  แต่การวา่ยน้ํายงัวา่ยน้ําแบบหวั

ทิม่ลงและดดีขึน้ลง พฒันาการของลกูกุง้ระยะน้ีม ี3 ขัน้ตอน ใชเ้วลาทัง้หมดประมาณ 5-7 วนั 

ตวัอ่อนระยะท่ี 4 โพสลาวา (post larva)  

ลูกกุง้ระยะน้ีมลีกัษณะใกลเ้คยีงกบัลกูกุง้วยัรุน่มากขึน้มอีวยัวะต่างๆ  เกอืบ

ครบทุกสว่นและพฒันาการไปเรือ่ยๆ  จนเขา้สูร่ะยะกุง้วยัรุน่   ลกูกุง้ในระยะโพสลาวาน้ีจะมขีาเดนิ     

3 คู่ คู่แรกมองเหน็เป็นกา้มชดัเจน  หางแคบเขา้เป็นระยะทีม่รียางคค์รบ  มขีากรรไกร (mandible) ที่
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ชดัเจน ขาวา่ยน้ําเจรญิใหเ้หน็ชดัเจนขึน้  กรสีัน้กว่าดวงตา  ระยะระหวา่งตากางออกมองเหน็ได้

ชดัเจน ลกัษณะลาํตวัสัน้ป้อมจะมลีกัษณะใสมเีสน้สน้ํีาตาลพาดยาวจากบรเิวณหนวดถงึหาง  โดย

ปลอ้งทอ้งปลอ้งที่  6 จะยาวกวา่ปลอ้งหวัเลก็น้อย  กุง้วยัรุน่ (juvenille) จะมขีนาดตวัโตขึน้ โดยมกีาร

เจรญิของเหงอืกทีส่มบรูณ์  กุง้ในระยะน้ีจะมกีารพฒันาของกรอียา่งเตม็ที่  มองเหน็กรดีา้นบนมี       

8-9 ฟนั ความยาวกรจีะสัน้กวา่ exopodite ของหนวด ปลายกรเีรยีวตรง  การเคลือ่นไหวจะคลา้ยกบั

กุง้ทีโ่ตเตม็ทีแ่ลว้ คอืใชข้าเดนิและขาวา่ยน้ํา (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธุ.์  2545: 121-124) 

 สภาพแวดล้อมในการเล้ียง 

  กุง้ขาวเป็นกุง้ทีเ่ลีย้งไดท้ัง้ระบบธรรมชาตแิละระบบกึง่หนาแน่น  ลกัษณะพเิศษของกุง้

สายพนัธุน้ี์คอืสามารถสรา้งความคุน้เคยหรอืปรบัลกัษณะภายใตร้ะบบการเพาะเลีย้งได้  เช่นสามารถ

ทาํการเพาะเลีย้งไดท้ัง้ในทีม่รีะดบัความเคม็ ที ่ 5-35 ppt และระดบัความเคม็ตํ่า  0-5 ppt แต่ระดบั

ความเคม็ทีส่ามารถเจรญิเตบิโตไดด้คีอื  10-22 ppt ส่วนอุณหภมูทิีส่ามารถเจรญิเตบิโตไดด้คีอื     

26-29 องศาเซลเซยีส  แต่สามารถทาํการเพาะเลีย้งไดท้ีอุ่ณหภมูิ  25-35 องศาเซลเซยีส  ระดบั

ออกซเิจนทีล่ะลายน้ําไดค้วรมคีา่  4-9 มลิลกิรมัต่อลติร  และสาํหรบัค่า  pH ควรอยูร่ะหวา่ง  7.2-8.6 

ซึง่สามารถทาํการเพาะเลีย้งไดท้ัง้บรเิวณพืน้ทีช่ายฝ ัง่   หรอืบรเิวณพืน้ทีท่ีม่คีวามเคม็ตํ่า  กุง้ชนิดน้ี

ชอบอยูใ่นน้ําทีม่คีา่อลัคาไลน์ในช่วง 80-150 มลิลกิรมัต่อลติร  มนิีสยัทีไ่วต่อการเปลีย่นแปลงสภาวะ

ของน้ําในบ่อเพาะเลีย้งและตื่นตกใจงา่ย (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธุ.์  2545: 121-124) 

 โรคท่ีเกิดขึน้ในกุ้ง 

  โรคทีเ่กดิกบักุง้เป็นผลของความสมัพนัธเ์ชงิซอ้นระหวา่งกุง้  สภาพแวดลอ้ม  และเชือ้

ก่อโรคเมือ่ปจัจยัใดปจัจยัหน่ึงมอีทิธพิลเพิม่มากขึน้  เช่นความรนุแรงของเชือ้ก่อโรค  การปรากฏของ

เชือ้ก่อโรคหลายๆ  ชนิด สภาพแวดลอ้มในการเลีย้งหรอืภาวะทางโภชนาการทีไ่มเ่หมาะสมกจ็ะ

สง่ผลทาํใหก้ารก่อเกดิหรอืความรนุแรงของโรคขยายเพิม่มากขึน้ตามไปดว้ย  (Snieszko. 1973: 

201-220) โรคส่วนใหญ่ทีเ่กดิกบักุง้ทีท่าํการเพาะเลีย้งแบ่งเป็น  2 ประเภทคอื (1) โรคไมต่ดิเชือ้ และ

(2) โรคตดิเชือ้   โรคไมต่ดิเชือ้ทีเ่กดิขึน้กบักุง้มกัมสีาเหตุมาจากภาวะแวดลอ้มในบ่อเลีย้งทีไ่ม่

เหมาะสม  เช่น อุณหภมูขิองน้ํา  ความเคม็  ปรมิาณออกซเิจน  ภาวะทางโภชนาการ  สารพษิ  และ

ความเครยีด (ภาพประกอบ 5) (Phuoc.  2008: 1-234) สว่นโรคตดิเชือ้นัน้เป็นส าเหตุหลกัสาํคญัซึง่

สง่ผลกระทบเชงิลบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้เป็นอยา่งมาก 

  โรคตดิเชือ้ในกุง้ทีส่าํคญัเกดิจากการตดิเชือ้ไวรสั  แบคทเีรยี รา โปรโตซวั และพยาธิ 

(Lightner; & Redman.  1998: 201-220) ซึง่การตดิเชือ้ไวรสัและแบคทเีรยีนัน้สรา้งความเสยีหาย

แก่อุตสา หกรรมการเพาะเลีย้งกุง้ในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ  ในแถบเอเชยีอยา่งรนุแรง  

(Flegel; et al.  1992: 57–112)  เชือ้ไวรสัสาํคญัทีก่่อใหเ้กดิโรคในกุง้ไดแ้ก่  (1) ไวรสัหวัเหลอืง 

(yellow head virus; YHV) (2) ไวรสัตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome virus; WSSV)         

(3) ไวรสัเอชพวีี  (hepatopancreatic parvovirus; HPV หรอื Penaeus monodon densovirus; 

PmDNV) (4) ไวรสัเอม็บวีี (monodon baculovirus; MBV หรอื Penaeus monodon nucleopoly- 
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hedrovirus; PemoNPV) (5) ไวรสัโรคทอรา่ (Taura syndrome virus; TSV) และ (6) ไวรสัไอเอช

เอชเอ็นว ี(infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus; IHHNV หรอื Penaeus 

stylirostris densovirus; PstDNV) (Loh; et al.  1997: 263–312) 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 ปจัจยัทีส่ง่ผลต่อการเกดิโรคในกุง้ 

 

ทีม่า: Phuoc, L. H.  (2008).  Single and Dual Experimental Infection of Specific 

Pathogen-free Litopenaeus vannamei Shrimp with White Spot Syndrome Virus and Vibrio 

Species.  Dissertation, Ph.D. (Applied Biological Sciences).  Ghent University, Belgium. 

Photocopied.  p. 175. 

 

Infectious myonecrosis virus (IMNV) 

Infectious myonecrosis virus (IMNV) พบการระบาดครัง้แรกในปี  ค.ศ. 2002 ทาง

ตะวนัออกเฉยีงเหนือของประเทศบราซลิ  (Poulos; et al.  2006: 987-996) มกีารแพรก่ระจายตาม

แนวชายฝ ัง่ของรฐั  Piaui จากนัน้กร็ะบาดไปตามรฐั  Ceará, Maranhão, Rio Grande do Norte, 

Pernambuco และ Paraíba (ภาพประกอบ 6) (Andrade; et al.  2007: 9-15) ซึง่ในระหวา่ง         

ปี ค.ศ. 2003-2005 มกุีง้ตายอยา่งต่อเน่ือง คดิเป็นผลผลติโดยรวม 3.8 แสนตนั (Nunes; et al.  

2005: 26-33) สง่ผลกระทบต่อเศรษฐกจิในประเทศบราซลิใหข้าดทุนถงึ 440 ลา้นเหรยีญสหรฐัหรอื

สญูเสยีผลผลติไปถงึ  70% (Madrid.  2005: 22-29)  โดยในขณะนัน้ยงัไมท่ราบ สาเหตุทีท่าํให้ กุง้

ตายและก่อใหเ้กดิความเสยีหาย  จนกระทัง่ในช่วงกลางปี  ค.ศ. 2003 ตวัอยา่งของกุง้ทีต่ดิเชือ้ทัง้

แบบแช่แขง็และในรปู Davidson’s alcohol–formalin–acetic acid (AFA)-fixed tissues ถูกส่งมา

ตรวจที่ Aquaculture Pathology Laboratory มหาวทิยาลยัอรโิซน่า  สหรฐัอเมรกิา  ต่อมาในเดอืน
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กุมภาพนัธ์ปี ค.ศ. 2004 ดร.โดแนลด ์ว ีไลทเ์นอร ์(Donald V. Lightner) ไดป้ระกาศวา่ เป็นโรคที่

เกดิจากการตดิเชือ้ไวรสัชนิดใหม ่(Poulos; et al.  2006: 987-996)  

นอกจากประเทศบราซลิทีม่รีา ยงานการตดิเชือ้เป็นครัง้แรกแล้ ว ต่อมาในปี ค.ศ. 2007 มี

รายงานการตดิเชือ้ อกีครัง้ทีป่ระเทศอนิโดนีเซยี ซึง่เมือ่ทาํ genome sequencing ของเชือ้ IMNV ที่

พบในประเทศอนิโดนีเซยีเปรยีบเทยีบกบัทีพ่บในประเทศบราซลิพบวา่มคีวามเหมอืน 99.6% ซึง่

ก่อนหน้าน้ีไมเ่คยมรีายงานการระบาด ในประเทศทางแถบเ อเชียมาก่อนจงึสันนิษฐานวา่การตดิเชือ้

ในประ เทศ อนิโดนีเซยีนัน้เกดิจากการนําเขา้พอ่แมพ่นัธุ์ กุง้ทีต่ดิเชือ้ไวรสัจากประเทศบราซลิ

(Senapin; et al.  2007: 32-38) 

 

 
 

ภาพประกอบ  6 การระบาดของเชือ้  IMNV ในประเทศบราซลิ  ในช่วงปี ค.ศ. 2002-2005 แผนที่ 

      แสดงบริเวณทีม่กีารระ บาดของเชือ้  IMNV โดยตวัเลขในภาพแสดงบรเิวณเริม่มกีารระบา ด 

      ตัง้แต่ 1-10 

 

ทีม่า: Andrade, T. P. D.; et al.  (2007).  Real-time Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction Assay Using TaqMan Probe for Detection and Quantification of 

Infectious Myonecrosis Virus (IMNV).  Aquaculture.  (264): 10. 

 

 



13 
 

ลกัษณะอาการของกุ้งท่ีติดเช้ือ IMNV 

กุง้ทีต่ดิเชือ้  IMNV จะสงัเกตพบกลา้มเน้ืออกัเสบเป็นสขีุน่ขาว  (white necrosis 

areas) บรเิวณปลายหาง แพนหาง โดยเฉพาะจะเริม่เกดิจากหางปลอ้งสุดทา้ย  กุง้จะยงัคงมชีวีติและ

วา่ยน้ําได้  แต่จะอ่อนแอมกีารดดีตวัน้อยลง วา่ยลอ่งแคบ่รเิวณผวิน้ําหรอืขอบบ่อ มกีารกนิอาหาร

เพิม่จากปกต ิจนเมือ่อาการมากขึน้จะพบกุง้ลอยที่ ผวิน้ําหรอืเกาะทีข่อบบ่อมากขึน้ และพบอาการ

กลา้มเน้ือขุน่ขาวบรเิวณลาํตวัรว่มดว้ย  (ภาพประกอบ  7A) (Poulos; et al.  2006: 987-996) ตวั

ออกสีแดงเรือ่ๆ หรอืในบางกรณอีาจพบกลา้มเน้ือบรเิวณโคนหางตายและเปลีย่นเป็นสแีดงเหมอืน

กุง้ตม้สกุ (ภาพประกอบ 7B) (GeneReach Biotechnology Corp. 2006: Online)  

 

                             

    
 

ภาพประกอบ 7 ลกัษณะของกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV (A); แสดงกลา้มเน้ือตายเปลีย่นเป็นสขีุน่ขาว, (B); 

      บรเิวณโคนหางไปจนถงึลาํตวัและโคนหางเปลีย่นเป็นสแีดงเหมอืนกุง้ตม้สกุ 

 

ทีม่า: (A) Poulos, B. T.; et al. (2006). Purification and Characterization of Infectious 

Myonecrosis Virus of Penaeid Shrimp.  Journal of General Virology.  (87): 991. 

ทีม่า: (B) GeneReach Biotechnology Corp.  (2006).  (Online). 

 

พยาธิสภาพของกุ้งท่ีติดเช้ือ IMNV 

IMNV เพิม่จาํนวนในไซโตพลาสซมึของเซลลก์ลา้มเน้ือลายซึง่เป็นอวยัวะเป้าหมายที่

สาํคญัทีส่ดุในการตดิเชือ้ โดยสามารถพบการตดิเชือ้ บรเิวณเหงอืก  และ lymphoid organ ไดเ้ช่นกนั  

กุง้ทีต่ดิเชือ้อยา่งรนุแรง จะแสดงลกัษณะขาวขุน่บรเิวณกลา้มเน้ือลาย และเกดิการ ตายบรเิวณ

กลา้มเน้ือ (coagulative muscle necrosis) อาจมกีารบวมน้ํารว่มดว้ย (edema) มกีารตอบสนองต่อ

การตดิเชือ้ โดยเกดิการแทรกตวัของเมด็เลอืดขาว  (haemocytic infiltration) มกีารสรา้ง เน้ือเยือ่

เกีย่วพนั ทีม่ากกว่าปกติ  (fibrosis) สว่นที่  lymphoid organ จะมลีกัษณะเป็น  spheroid และมกัพบ

บรเิวณช่องว่างระหว่างเน้ือเยือ่  (hemocoel) รวมถงึเน้ือเยือ่เกีย่วพนัชนิดหลวม (loose connective 

 (A)                                                                 (B) 
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tissues) โดยเฉพาะที่ ท่อหวัใจ และบรเิวณทีต่ดิต่อกบั antennal gland tubules (ภาพประกอบ  8) 

(Poulos; et al.  2006: 987-996) 

 

               (A)                                                    (B) 

 
 

ภาพประกอบ 8 เน้ือเยือ่ของกุง้ L. vannamei ทีต่ดิเชือ้ IMNV (A); แสดงกลา้มเน้ือทีต่าย 

      (coagulative muscle necrosis) รวมถงึ haemocytic infiltration และ fibrosis (มมุบนดา้นขวา 

      คอืกลา้มเน้ือปกต)ิ; bar = 50 ไมโครเมตร, (B); พบ basophilic inclusion รอบๆ นิวเคลยีส 

      ของกลา้มเน้ือลาย; bar = 20 ไมโครเมตร  

 

ทีม่า: Poulos, B. T.; et al.  (2006).  op. cit.  p. 992. 

 

การแพร่กระจายและการติดเช้ือ IMNV 

IMNV สามารถก่อโรคไดก้บักุง้ทุกขนาด ตัง้แต่โรงเพาะฟกั และบ่อเลีย้ง  ทาํใหกุ้ง้ใน

ระยะ juveniles และ sub-adults ตาย  พบวา่การระบาดจะส่งผลรนุแรงได้นัน้มคีวามสมัพนัธก์บั

ความเครยีด และสิง่แวดลอ้ม เช่น อุณหภมูิ  ระดบัความเคม็ของน้ํา และการกนิอาหารทีไ่มไ่ด้

คณุภาพ สามารถกระตุน้ใหกุ้ง้ทีไ่ดร้บัเชือ้แต่ไมแ่สดงอาการ เกดิอาการไดถ้า้อยูใ่นสภาวะทีอ่่อนแอ

หรอืไมเ่หมาะสม การแพรร่ะบาดเชื่อว่าสามารถสง่ผา่นจากพ่อแมสู่่ไขแ่ละไปสู่ลกูกุง้ได ้ (vertical 

transmission) และสามารถจะสง่ผา่นไวรสัจากการกนิกนัเองหรอืกนิกุง้ทีม่กีารตดิเชือ้ (horizontal 

transmission) (Poulos; et al.  2006: 987-996)  ซึง่ต่อมาไดม้กีารศกึษาถงึพาหะของเชือ้ IMNV 

พบวา่สามารถตดิเชือ้ไดใ้นกุง้ 4 สปีชสีค์อื L. vannamei, L. stylirostris, P. monodon (Tang; et al.  

2005: 261–265) และ Farfantepenaeus subtilis (Coelho; et al.  2009: 1-4) โดยในกุง้            

L. vannamei เท่านัน้ทีแ่สดงอาการและทาํใหกุ้ง้ตายได้  
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การตรวจการติดเช้ือ IMNV ในปัจจบุนั 

การตรวจเช้ือทางพยาธิวิทยาและการย้อมสี 

การดอูาการของกุง้ทีต่ดิเชือ้โดยดจูากกลา้มเน้ือขุน่ขาวนัน้ไมส่ามารถบ่งบอกไดถ้งึการ

ตดิเชือ้ IMNV เน่ืองจากอาการขุน่ขาวสามารถเกดิขึน้ไดเ้ป็นปกตถิา้กุง้มคีวามเครยีดจากการขนสง่

จากสภาพแวดลอ้ม ทีไ่มเ่หมาะสม  หรอืเกดิจากการตดิเชือ้ไวรสัชนิดอื่นเช่น Penaeus vannamei 

nodavirus; PvNV (Tang; et al.  2007: 183-190)  การตรวจเชื้อ IMNV โดยวธิ ีhistology ดว้ยการ

ยอ้มส ีhaematoxylin และ eosin นัน้ เป็นเทคนิคทีต่อ้งมกีารเตรยีมเน้ือเยือ่ทีต่อ้งใชเ้วลานาน อกีทัง้

ไมส่ามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ในระยะเริม่แรกได ้และลกัษณะทีเ่หน็อาจมคีวามคลา้ยคลงึกบัการ

ตดิเชือ้ PvNV ทีม่เีป้าหมายบรเิวณกลา้มเน้ือเช่นเดยีวกนั  

 

การตรวจเช้ือโดยวิธีทางด้านชีวโมเลกลุ 

ในปี ค.ศ. 2006 ไดม้กีารพฒันาใชเ้ทคนิค  in situ hybridization โดยทาํการออกแบบ 

digoxigenin-labeled IMNV probe ทาํใหส้ามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV ในเน้ือเยือ่กุง้ได ้

(ภาพประกอบ  9) แต่อยา่งไรกต็าม เทคนิค in situ hybridization ยงัคงมคีวามไวตํ่า  (Tang; et al. 

2005:  261–265)  ต่อมาไดม้กีารพฒันาเทคนิคทางดา้นชวีโมเลกุลเพือ่ใชใ้นการตรวจสอบเชือ้ 

IMNV เช่น การทาํ RT-PCR และ nested RT-PCR  (Poulos; & Lightner.  2006: 69-72) โดย

ออกแบบไพรเ์มอร ์2 คู่ทีจ่าํเพาะกบัจโีนมของ IMNV สาํหรบัการทาํ  nested RT-PCR  โดยจะให้

ผลผลติ ขนาด  328 และ  139 คูเ่บส  ตามลาํดบั   การทดลองใช้  RNA ทีส่กดัจาก ไวรสัทีถู่กทาํให้

บรสิทุธิซ์ึง่พบวา่เป็นวธิทีีส่ามารถตรวจเชื้ อไดเ้มือ่มปีรมิาณเชือ้ในระดบั  100 copies ของ IMNV ใน

การทาํ PCR ขัน้ที ่1 และตรวจเชือ้ในระดบั 10 copies ของ IMNV ในการทาํ PCR ขัน้ที ่2  ซึง่วธิน้ีี

จดัเป็นวธิทีีม่คีวามไวสงู จาํเพาะ และรวดเรว็ในการตรวจวเิคราะหก์ารตดิเชือ้ IMNV    

ต่อมา ทมีงานของ  ดร.ไลทเ์นอรร์ว่มมอืกบั Farming IntelliGene Tech Corp. พฒันา

ชุดตรวจทีเ่รยีกว่า IQ2000
TM

 viral detection series ซึง่ภายในชุดตรวจประกอบดว้ย internal 

control และ semi-quantitative design โดย internal control จะช่วยลด false negative ซึง่อาจเกดิ

จากการผดิพลาดในขัน้ตอนการสกดั nucleic acid, inhibitory effect ส่วน semi-quantitative design 

จะช่วยในการวดัระดบัความรนุแรงในการตดิเชือ้ได ้(ภาพประกอบ 10) 
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ภาพประกอบ 9 in situ hybridization ในกลา้มเน้ือลายของกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV โดยใช ้digoxigenin- 

      labeled IMNV probe แสดงบรเิวณที ่probe จบัเหน็เป็นตะกอนสดีาํ; bar = 50 ไมโครเมตร 

 

ทีม่า: Poulos, B. T.; et al.  (2006).  op. cit.  p.  992.   

 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 IQ2000
TM

 IMNV Detection kit 

 คอลมัน์ที ่1: IMNV มาตรฐาน 2,000 copies/ปฏกิริยิา 

 คอลมัน์ที ่2: IMNV มาตรฐาน 200 copies/ปฏกิริยิา 

 คอลมัน์ที ่3: IMNV มาตรฐาน 20 copies/ปฏกิริยิา 

 คอลมัน์ที ่4: กลุ่มควบคุมทีเ่ป็นลบ (yeast tRNA หรอื ddH2O) 

 คอลมัน์ที ่5: ตวัอยา่งตดิเชือ้ IMNV รนุแรง 

 คอลมัน์ที ่6: ตวัอยา่งตดิเชือ้ IMNV ไมร่นุแรง 

 คอลมัน์ที ่7: ตวัอยา่งไมต่ดิเชือ้ IMNV  

 คอลมัน์  M: ดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 848, 630 และ 333 คูเ่บส ตามลาํดบั 

 

ทีม่า: Farming IntelliGene Tech Corp.  (2006).  IQ2000
TM 

IMNV Instruction Manual 

Infectious Myonecrosis Virus (IMNV). 
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การตรวจสอบการตดิเชือ้ IMNV โดยการทาํ RT-PCR และ nested RT-PCR  พบว่า

เป็นวธิทีีส่ามารถตรวจพบไวรสั ได้แมม้ปีรมิาณน้อย แต่ไมส่ามารถตรวจหาปรมิาณของการตดิ      

เชือ้ IMNV เริ่มตน้ได ้ ดงันัน้ในปี ค.ศ. 2007 จงึได้พฒันาวธิกีาร real-time reverse transcription 

polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) โดยใช ้TaqMan probe (Andrade; et al.  2007: 

9-15)  ในการตรวจและหาปรมิาณไวรสัในกุง้  จากการทดลองพบวา่วธิี real-time RT-PCR สามารถ

ตรวจเชือ้ IMNV ได้ 10 copies number/ไมโครลติร  ในขณะทีว่ธิ ีnested RT-PCR จะไมส่ามารถ

ตรวจเชือ้ในระดบัทีต่ํ่ากวา่ 1,000 copies number/ไมโครลติร  เมือ่ทดสอบกบัไวรสัชนิดอื่นๆ เช่น 

YHV, TSV, IHHNV, WSSV หรอื necrotizing hepatopancreatic bacterium (NHPB) พบว่าใหผ้ล

เป็นลบ  จากการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า วธิ ี real-time RT-PCR มคีวามไวสงู  รวดเรว็ และสามารถ

ตรวจหาปรมิาณของเชือ้ IMNV ไดใ้นระดบัทีต่ํ่ามาก   แต่ถงึอยา่งไรกต็ามการใชเ้ทคนิคทางดา้น    

ชวีโมเลกุลเป็นวธิทีีม่ตีน้ ทุนสงูในการตรวจวเิคราะหแ์ละจาํเป็ นทีต่อ้ง ใชบุ้คลากรทีม่คีวามรูค้วาม

เชีย่วชาญจงึไมเ่หมาะสมต่อการตรวจการตดิเชือ้ในภาคสนามโดยเกษตรกรผูเ้ลีย้งกุง้ 

ในปี ค.ศ. 2009 ได้มกีารพฒันาการตรวจการตดิเชือ้  IMNV โดยการทาํ  loop–

mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่ไพรเ์มอร์ทีใ่ชอ้อกแบบจากบรเิวณ ยนี RdRp และ

วเิคราะหผ์ลดว้ยวธิ ีchromatographic lateral flow dipstick (LFD) (Puthawibool; et al.  2009: 27-

31) (ภาพประกอบ  11) จากการทดลองพบวา่สามารถตรวจการตดิเชือ้ได้ เทยีบเท่ากบัวธิ ี nested 

RT-PCR และใชเ้วลาน้อยกวา่ในการทราบผล อกีทัง้อุปกรณ์ทีใ่ชม้รีาคาไมส่งูนกั แต่อยา่งไรกต็าม

การตรวจวเิคราะห์ ดว้ยวิ ธน้ีีกย็งัจาํเป็นตอ้งใชบุ้คลากรทีม่คีวามรูค้วามชาํนาญเช่นกนั จงึไม่

เหมาะสมต่อการตรวจโดยเกษตรกร 

 

 
 

ภาพประกอบ 11 ความไวในการตรวจเชือ้ IMNV โดยวธิ ีRT-LAMP-LFD (U); สารสกดั RNA จาก 

      กุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV เขม้ขน้ 100 นาโนกรมั  และทาํการเจอืจางทีค่วามเขม้ขน้ตั ้ งแต่ 10
-2
-10

-6
, 

      (N1); สารสกดั RNA จากกุง้ปกต ิเขม้ขน้ 100 นาโนกรมั, (N2); กลุ่มควบคุมทีเ่ป็นลบ 

 

ทีม่า: Puthawibool, T.; et al.  (2009).  Detection of Shrimp Infectious Myonecrosis  

Virus by Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification Combined with a 

Lateral Flow Dipstick.  Journal of Virological Methods.  (156): 30. 
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จีโนมของ IMNV 

ในปี ค.ศ. 2005 ได้มกีารศกึษาลกัษณะอนุภาคของเชือ้ไวรสั IMNV ดว้ยการดภูายใต้

กลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น  (Transmission electron microscope; TEM) พบวา่มี

ลกัษณะอนุภาคเป็น icosahedral ไมพ่บ envelope เสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ  40 นาโนเมตร

(ภาพประกอบ  12A) มคีวามหนาแน่น  (buoyant density) เท่ากบั 1.366 กรมัต่อมลิลลิติร  ในสาร 

ละลายซเีซยีมคลอไรด ์ (CsCl) เมือ่นําไวรสัทีท่าํใหบ้รสิทุธิม์าวเิคราะหโ์ปรตนีของอนุภาคไวรสัดว้ย

วธิ ีsodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบวา่มน้ํีาหนกั

โมเลกุล 106 กโิลดาลตนั (ภาพประกอบ 12B) (Poulos; et al.  2006: 987-996) 

 

 

   
 

ภาพประกอบ  12 ลกัษณะและองคป์ระกอบของ  IMNV (A); มอีนุภาคเป็น icosahedral ไมพ่บ  

      envelope เสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 40 นาโนเมตร , (B); เมือ่วเิคราะหด์ว้ยวธิี SDS-PAGE  

      พบวา่ capsid protein ของ IMNV มน้ํีาหนกัโมเลกุล 106 กโิลดาลตนั; bar = 100 นาโนเมตร 

 

ทีม่า: Poulos, B. T.; et al.  (2006).  op. cit.  pp. 990-992. 

 

IMNV มสีารพนัธกุรรมเป็น อารเ์อน็เอสายคู่  (double-stranded RNA; dsRNA) ขนาด 

7,560 คูเ่บส ประกอบดว้ย 2 open reading frames (ORFs) ทีไ่ม่ซอ้นทบักนัคอื ORF1 อยูท่างดา้น

ปลาย 5’ ทีเ่บสตําแหน่ง  136-4,953 ซึง่คาดวา่เป็นรหสัสาํหรบั การแสดงออกของ  RNA-binding 

protein และ capsid protein โดย RNA-binding protein จะอยูท่างครึง่แรกของ  ORF1 ประกอบดว้ย

กรดอะมโิน 60 หน่วย ส่วนครึง่หลงัของ ORF1 เริ่มทีเ่บสตําแหน่ง 2,227-4,953 เป็นรหสัสาํหรบัการ

แสดงออกของ  capsid protein จาํนวนกรดอะมโิน  901 หน่วย ส่วน ORF2 อยูท่างดา้นปลาย 3’ ที่

 (A)                                                (B) 
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เบสตําแหน่ง 5,241-7,451 ซึง่คาดว่าเป็นรหสัสาํหรบั  RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) 

ประกอบดว้ยบรเิวณอนุรกัษ์ทัง้ 8 บรเิวณ (motif) เมือ่นํายนี RdRp มาศกึษาโดยวธิ ีPhylogenetic 

analysis พบวา่ IMNV มคีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิกบั  Giardia lamblia virus (GLV) (ภาพประกอบ  13) 

ในแฟมลิี่ Totiviridae จากการศกึษาขา้งตน้ IMNV จงึอาจจดัอยูใ่น  family Totiviridae และอาจเป็น 

dsRNA ไวรสัชนิดใหมท่ีก่่อโรคใน invertebrate hosts (Poulos; et al.  2006: 987-996) 

แต่พบวา่ภายในแฟมลิี่  Totiviridae โดยส่วนใหญ่มกัจะเป็นไวรสัทีเ่กีย่วข้ องกบัการตดิเชือ้

ในราและโปรโตซวั  ในขณะที่ IMNV มรีายงานการตดิเชือ้ในกุง้ขาว   ทาํใหต่้อมาในปี  ค.ศ. 2007 มี

การศกึษาถงึความใกลช้ดิทางววิฒันาการระหวา่ง IMNV และ GLV ภายในแฟมลิี ่Totiviridae โดย

ศกึษาจโีนมของ IMNV พบความแตกต่างจากครัง้ก่อนกลา่วโดยสรปุคอื (1) พบบรเิวณตดัจาํเพาะ

ของ polyprotein  (2A-like) สองตําแหน่งอยูบ่น ORF1 (2) พบการซอ้นทบักนั  199 นิวคลโีอไทด์

บรเิวณดา้นปลาย ORF1 frame1 และสว่นตน้ของ ORF2 frame 3 (3) พบตาํแหน่งทีเ่กดิ “shifty 

heptamer” และ RNA pseudo knot บรเิวณทีเ่กดิการซอ้นทบักนัขอ ง ORF1 และ ORF2 (ภาพ 

ประกอบ 14) จากผลการศกึษาชีใ้หเ้หน็วา่  IMNV มแีนวโน้มความสมัพนัธท์างววิฒันาการทีใ่กลก้บั  

GLV นอกจากน้ียงัมคีวามคลา้ยคลงึกนักบั  Saccharomyces cerevisiae virus L-A ภายในแฟมิลี่ 

Totiviridae อกีดว้ย (Nibert.  2007: 1315-1318)  

 

 
 

ภาพประกอบ 13 Phylogenetic analysis โดยใชย้นี RdRp พบวา่ IMNV มคีวามสมัพนัธ์ใกลช้ดิกบั 

      Giardia lamblia virus ในแฟมลิี ่Totiviridae 

 

ทีม่า: Ibid.  p.  994. 
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ภาพประกอบ 14 จโีนมของ IMNV 

 

ทีม่า: Nibert, M. L.  (2007).  ‘2A-like’ and ‘Shifty Heptamer’ Motifs in Penaeid 

Shrimp Infectious Myonecrosis Virus, a Monosegmented Double-stranded RNA Virus. 

Journal of General Virology.  (88): 1317. 

 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2008 มรีายงานการศึกษาถงึโครงสรา้งแคปซดิโปรตนีของ  IMNV โดยวิธี 

electron cryomicroscopy รว่มกบัการศกึษาโครงสรา้ง 3 มิติของอนุภาคไวรสั  พบวา่ 1 แคปซดิของ

อนุภาค IMNV ประกอบไปด้วย 120 หน่วยยอ่ย (subunits) มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง  45 นาโน

เมตร พบ fiber complexes ยืน่ออกมาดา้นแกน 5f (5 fold axes) (ภาพประกอบ 15) ซึง่คาดว่าส่วน

ทีย่ ืน่ออกมาน้ีน่าจะมบีทบาทในการแพรก่ระจายเชือ้ไวรสัออกนอกเซลล์  (Tang; et al.  2008: 

17526-17531) 

 
 

ภาพประกอบ 15 โครงสรา้ง 3 มิติของอนุภาค IMNV พบ fiber complexes ยืน่ออกมาดา้นแกน 5f  

      (5 fold axes), (A); แสดงลกัษณะโครงสรา้งภายนอกในรปูแบบ 3 มติ,ิ (B); ภาพขยายสว่นที่ 

      ยืน่ออกมาและบรเิวณโดยรอบ 1 ส่วน 

 

ทีม่า: Tang, J.; et al.  (2008).  Infectious Myonecrosis Virus Has a Totivirus-like, 

120-subunit Capsid, but with Fiber Complexes at the Fivefold Axes.  Proceedings of the 

National Academy of Sciences.  (45): 17528. 
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แคปซิดโปรตีนของ IMNV 

 จากการศกึษาโครงสรา้งและองคป์ระกอบจโีนมของ IMNV พบวา่ยนีทีเ่ป็นรหสัสาํหรับการ

แสดงออกแคปซดิโปรตนีของ  IMNV อยูท่ีบ่รเิวณทางด้านปลาย 3’ ของ open reading frames  

(ORF1) ตาํแหน่งที ่2,227-4,953 มคีวามยาว 2,706 นิวคลโีอไทด ์เมือ่เกดิการถอดรหสัจะ ไดโ้ปรตนี

ทีป่ระกอบดว้ยกรดอะมโิน  901 หน่วย เมือ่นําไวรสับรสิทุธิ ์มาหาลาํดบักรดอะมโินพบวา่ มลีาํดับ

ทางดา้นปลาย  N เริ่มตน้ที่ IVSMENQSEID (Poulos; et al.  2006: 987-996)  จากความรูเ้กีย่วกบั

จโีนมของ  IMNV น้ีเป็นประโยชน์ในการนําลาํดบัดเีอน็เอของยนีแคปซดิโปรตนีมาโคลนและ

แสดงออกเพื่อใชร้คีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของเชือ้ IMNV เป็นแอนตเิจนในการผลติโพลโีคลนอล

แอนติบอดี และพัฒนาเป็นโมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอไป  เน่ืองจากแคปซดิโปรตนีเป็นโปรตนี

โครงสรา้งส่วนนอกสุดทีจ่าํเพาะต่อไวรสัแต่ละชนิด จงึเป็นแอนตเิจนทีเ่หมาะแก่การตรวจวนิิจฉยักุง้

ทีต่ดิเชือ้ IMNV โดยใชแ้อนตบิอด ี

 นอกจากน้ีการใชร้คีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีสามารถผลติโปรตนีได้ ตามตอ้งการโดยไม่

จาํเป็นตอ้งแยกเชือ้ไวรสัจากกุง้ทีต่ดิเชือ้  แต่เน่ืองจากยนีแคปซดิโปรตนีของ  IMNV มคีวามยาวถงึ 

2,706 นิวคลโีอไทด ์จงึไดท้าํการแสดงออกของยนีเป็นสามส่วนโดยมกีารออกแบบไพรเ์มอร์เพือ่เพิ่ม

จาํนวนยนีทีเ่ป็นรหสัสาํหรบัส่วนปลาย N (IMNV-N), ส่วนกลาง (IMNV-I) และส่วนปลาย C (IMNV-

C) ซึง่ตรงกบัเบสตําแหน่งที่  2,248-3,045, 3,046-3,954 และ 3,955-4,953 ตามลาํดบั โดยจะให้

ผลผลติขนาด 798, 909 และ 999 คูเ่บส ตามลาํดบั ซึง่จะแปลรหสัใหโ้ปรตนีทีป่ระกอบดว้ยกรด     

อะมโิน 266, 303 และ 332 หน่วย ตามลาํดบั  

 ซึง่การโคลนยนีแคปซดิโปรตนีของ IMNV-N จะเพิม่จาํนวนยนีบรเิวณ IMNV-N ดว้ยวธิ ี

PCR โดยไพรเ์มอร์ IMNVF22 (C CAT ATG ATT GTT TCA ATG GAA AAT C) และ IMNVR819 

(G GAA TTC

 ส่วนการโคลนยนีแคปซดิโปรตนีของ IMNV-I เพือ่เพิม่จาํนวนยนีบรเิวณ IMNV-I ดว้ยวธิ ี

RT-PCR โดยไพรเ์มอร ์ IMNVF820 (CG 

 TTG TAG TGC AGT TGC TGG) โดยเตมิบรเิวณตดัจาํเพาะของเอนไซมต์ดั

จาํเพาะ NdeI และ EcoRI (ขดีเสน้ใต้) ตามลาํดบั จากนัน้ใช้เอนไซม์ Pfx polymerase โดยใช ้

double stranded DNA (Genscript) เป็น template (ภาพประกอบ 16) ทาํการโคลนเขา้สูพ่ลาสมดิ 

pTYB1 expression vector แลว้นําพลาสมดิเขา้สู่แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) (ดว้ย

ความอนุเคราะหจ์าก ผศ.ดร. ปรนิทร ์ชยัวสิุทธางกูร) 

GGA TCC GCT GCA AAA GAG GGT GCT CG) และ 

IMNVR1728 (G GAA TTC TTG CAT TGA ACT CCA CGA AAA C) โดยเตมิบรเิวณตดัจาํเพาะ

ของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ  BamHI และ EcoRI (ขดีเสน้ใต้) ตามลาํดบั โดยใช้ cDNA ทีไ่ดจ้ากการ

สงัเคราะหด์ว้ย Superscript reverse transcriptase โดยใช้ไพรเ์มอร์ IMNVR (G GAA TTC TTA 

TAC TGT TGC TGT CGC TTG) และ Escherichia coli RNaseH โดยเอนไซม์ SuperScript III 

reverse transcriptase (Invitrogen) เป็น template (ภาพประกอบ 17) จากนัน้โคลนผลผลติของ 
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PCR เขา้สูพ่ลาสมดิ  pGEX-6P-1 expression vector แลว้นําพลาสมดิเขา้สู่แบคทเีรยี  E. coli     

สายพนัธุ ์BL21 (ดว้ยความอนุเคราะหจ์าก ผศ.ดร. ปรนิทร ์ชยัวสิทุธางกูร)  

 สาํหรบัการโคลนยนีแคปซดิโปรตนีของ  IMNV-C เพือ่ เพิม่จาํนวนยนีบรเิวณ IMNV-C 

ดว้ยวธิ ีPCR โดยไพรเ์มอร ์IMNVF1729 (CG GGA TCC GGT AGT ATT GCA CCA GCA ATG) 

และ IMNVR (G GAA TTC

 

 TTA TAC TGT TGC TGT CGC TTG) โดยเตมิบรเิวณตดัจาํเพาะของ

เอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI และ EcoRI (ขดีเสน้ใต้) ตามลาํดบั แลว้ใชเ้อนไซม์ Pfx polymerase 

โดยม ีdouble stranded DNA (Genscript) เป็น template (ภาพประกอบ 18) จากนัน้โคลนเขา้สู่  

พลาสมดิ pGEX-6P-1 expression vector แลว้นําพลาสมดิเขา้สู่แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 

(สงกรานต ์สดุบชูาศกัดิ.์  2551)  
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2227 atgcatgttgaaaatggaaacattgtttcaatggaaaatcagtct 2271 
M  H  V  E  N  G  N  I  V  S  M  E  N  Q  S   

2272 gaaattgatagtcaaactaaattcttttcactgttagaagatgat 2316 
E  I  D  S  Q  T  K  F  F  S  L  L  E  D  D   

2317 aacaaacttccaattgtagatgagctaagagtattagctgatatg 2361 
N  K  L  P  I  V  D  E  L  R  V  L  A  D  M   

2362 acggcacaaagaagcaacgtaaacactgctggtaatcatcttcgt 2406 
T  A  Q  R  S  N  V  N  T  A  G  N  H  L  R   

2407 gataatgactctattagggccgacgctgttctagctaacaataca 2451 
D  N  D  S  I  R  A  D  A  V  L  A  N  N  T   

2452 gtacgtaacaattgtcaaattccaattcctgtaacaacactaata 2496 
V  R  N  N  C  Q  I  P  I  P  V  T  T  L  I   

2497 ccaagacaaattcgtggattgaatggtgtacttgtaaatcagcaa 2541 
P  R  Q  I  R  G  L  N  G  V  L  V  N  Q  Q   

2542 ttacggttacagggaattgaaacacacattacagacagttatatt 2586 
L  R  L  Q  G  I  E  T  H  I  T  D  S  Y  I   

2587 tcaaaagctgagccatctgactattcgaaacaactgtctgaaatg 2631 
S  K  A  E  P  S  D  Y  S  K  Q  L  S  E  M   

2632 gttaatgctcaaaagacatcaacttggcgagcaaacaatatcgca 2676 
V  N  A  Q  K  T  S  T  W  R  A  N  N  I  A   

2677 tcacaggggtgggacatgtttgatactgtacagttaaatacaaac 2721 
S  Q  G  W  D  M  F  D  T  V  Q  L  N  T  N   

2722 atatcacaaaaagatctttcaatggacactgctttgacaaagctt 2766 
I  S  Q  K  D  L  S  M  D  T  A  L  T  K  L   

2767 atgttgttgtaccagctaacaacacaaaatctgccagcaacacaa 2811 
M  L  L  Y  Q  L  T  T  Q  N  L  P  A  T  Q   

2812 ttaccatcaagcatttattctgcatttgattcaagaacacagcct 2856 
L  P  S  S  I  Y  S  A  F  D  S  R  T  Q  P   

2857 actttacaggatggaatttggggtataaataatggtgttaatata 2901 
T  L  Q  D  G  I  W  G  I  N  N  G  V  N  I   

2902 tttggtgaacaatgcggtggattagccgcgccagtctttccattc 2946 
F  G  E  Q  C  G  G  L  A  A  P  V  F  P  F   

2947 agtgggggcaccggagaaattactttccatcttactttacaatct 2991 
S  G  G  T  G  E  I  T  F  H  L  T  L  Q  S   

 
 

2992 gttccacaggaatttcaagaatcagcaattttcgtaccagcaact 3036 
V  P  Q  E  F  Q  E  S  A  I  F  V  P  A  T   

 
  3037 gcactacaa 3045 
        A  L  Q   

 

ภาพประกอบ  16 ลาํดบัเบสและกรดอะมโินของโปรตนี  IMNV-N โดยเครือ่งหมายลกูศรแสดง  

      ตําแหน่งและทศิทางของลาํดั บเบสทีนํ่าไปใชอ้อกแบบสาํหรบัสรา้ง ไพรเ์มอร ์โดยเตมิเอนไซม์  

      ตดัจาํเพาะ  NdeI (CCATATG) และ EcoRI (GGAATTC

 

) ทีป่ลาย 5’ ของไพรเ์มอร์ IMNVF22 

      และ IMNVR819 ตามลาํดบั (Genbank accession no:  AY570982) 

 

 

 

IMNVR819 

IMNVF22 
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3046 gctgcaaaagagggtgctcgaacattggcaatgtatgttttaatg 3090 
A  A  K  E  G  A  R  T  L  A  M  Y  V  L  M   

3091 tttgcagaatggccatttggtatgtatacaaaaactaaacaaaca 3135 
F  A  E  W  P  F  G  M  Y  T  K  T  K  Q  T   

3136 acagacaatgctggtaataatcaatcagatcaaattttcattcac 3180 
T  D  N  A  G  N  N  Q  S  D  Q  I  F  I  H   

3181 tccgaatctactgtacatattccaggacaaaaacaaatgcatatt 3225 
S  E  S  T  V  H  I  P  G  Q  K  Q  M  H  I   

3226 gtgctgccaagaaaagtgaacatggtgaaccccactacaattgca 3270 
V  L  P  R  K  V  N  M  V  N  P  T  T  I  A   

3271 gaagcaaatgcacgtgtagtaattcaaccaacatacggtacagtg 3315 
E  A  N  A  R  V  V  I  Q  P  T  Y  G  T  V   

3316 gcagctggggcaggtgtcgcaaatggtaatattaacgtagctgct 3360 
A  A  G  A  G  V  A  N  G  N  I  N  V  A  A   

3361 gttggtgtggccctgccaactgtaaatttgactgactatcttgta 3405 
V  G  V  A  L  P  T  V  N  L  T  D  Y  L  V   

3406 tcctgggcaaccgatttcacacttggcgacataaaacaattggtt 3450 
S  W  A  T  D  F  T  L  G  D  I  K  Q  L  V   

3451 gaaagaatgaaaacaacactgccaattagtcgagacttgatggca 3495 
E  R  M  K  T  T  L  P  I  S  R  D  L  M  A   

3496 gcacgtcaaaatgctatgttattgagtactctatttcctccacta 3540 
A  R  Q  N  A  M  L  L  S  T  L  F  P  P  L   

3541 attcagagcaatgtggcttcagacacaaaggaagtcccaggaaca 3585 
I  Q  S  N  V  A  S  D  T  K  E  V  P  G  T   

3586 gctggagcatacactgcatgtcttgcaaacttaggtattcctgaa 3630 
A  G  A  Y  T  A  C  L  A  N  L  G  I  P  E   

3631 acactaacagttaactggggagtagatataaatgttcagccattg 3675 
T  L  T  V  N  W  G  V  D  I  N  V  Q  P  L   

3676 tatcagctacttgaaacggacatcacagcccacaatcggtacgta 3720 
Y  Q  L  L  E  T  D  I  T  A  H  N  R  Y  V   

3721 ttaaacctgttcaaaagagaagaagtggtagcaggtgcatatgaa 3765 
L  N  L  F  K  R  E  E  V  V  A  G  A  Y  E   

3766 tttgggtggttgggacacatggccagttatatgatgggactcctt 3810 
F  G  W  L  G  H  M  A  S  Y  M  M  G  L  L   

3811 ctaacaatgaatatatcatcagtgtttaacgtttggtattcaaca 3855 
L  T  M  N  I  S  S  V  F  N  V  W  Y  S  T   

3856 agacgtatttcaacaaaggcgtgggacacagcatatgatagtaac 3900 
R  R  I  S  T  K  A  W  D  T  A  Y  D  S  N   

        
 

3901 atccaagcatatcaggacatgcattatcaaatgttttcgtggagt 3945 
I  Q  A  Y  Q  D  M  H  Y  Q  M  F  S  W  S   

 
  3946 tcaatgcaa 3954 
        S  M  Q   

 

ภาพประกอบ  17 ลาํดบัเบสและกรดอะมโินของโปรตนี  IMNV-I โดยเครือ่งหมายลกูศรแสดง  

      ตําแหน่งและทศิทางของลาํดบัเบสทีนํ่าไปใชอ้อกแบบสาํหรบัสรา้ง ไพรเ์มอร ์โดยเตมิเอนไซม์  

      ตดัจาํเพาะ BamHI (CGGGATCC) และ EcoRI (GGAATTC

 

) ทีป่ลาย 5’ ของไพรเ์มอร์ 

      IMNVF820 และ IMNVR1728 ตามลาํดบั (Genbank accession no:  AY570982) 

 
 

 

IMNVF820 

IMNVR1728 
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3955 ggtagtattgcaccagcaatggtggacgaaattcttcataacctt 3999 
G  S  I  A  P  A  M  V  D  E  I  L  H  N  L   

4000 tgtggccaaatgtttgggttcagcttaccattgagacaagtctta 4044 
C  G  Q  M  F  G  F  S  L  P  L  R  Q  V  L   

4045 tttaacgcattgccaatcactttttcatcgtttggaagttggatg 4089 
F  N  A  L  P  I  T  F  S  S  F  G  S  W  M   

4090 ttgcctagagtttctgatggtttccaaactgtaaggtattatgat 4134 
L  P  R  V  S  D  G  F  Q  T  V  R  Y  Y  D   

4135 gtaggtccaccagtcattaatgcaaaacgtgatggggaagtacca 4179 
V  G  P  P  V  I  N  A  K  R  D  G  E  V  P   

4180 gtaagtatgattgacgcatggacctataaatttacagaaaaattg 4224 
V  S  M  I  D  A  W  T  Y  K  F  T  E  K  L   

4225 ccaaaaagttttttgccatggccaatgccagaaggaaaggacagt 4269 
P  K  S  F  L  P  W  P  M  P  E  G  K  D  S   

4270 acaatgggatatgatccggaaaaagaaccagcactaattgataat 4314 
T  M  G  Y  D  P  E  K  E  P  A  L  I  D  N   

4315 tcaaatgagacaggcaatgtattcagaccatttatggcaagaaat 4359 
S  N  E  T  G  N  V  F  R  P  F  M  A  R  N   

4360 ggcaacaattctaattatttgccaaccaactacacaattgacgta 4404 
G  N  N  S  N  Y  L  P  T  N  Y  T  I  D  V   

4405 tcacagaatggtcatgatgagagttgtattaatgttgaccttttt 4449 
S  Q  N  G  H  D  E  S  C  I  N  V  D  L  F   

4450 aacaatgttgcaggagtaacactaacaaattatgatggaaccgca 4494 
N  N  V  A  G  V  T  L  T  N  Y  D  G  T  A   

4495 acaaacgcagacgtcgtaccaacaggatcatatattaagcagaga 4539 
T  N  A  D  V  V  P  T  G  S  Y  I  K  Q  R   

4540 gcaatgcctatcaatgcaaatgcggtacgaccaactgaaacactc 4584 
A  M  P  I  N  A  N  A  V  R  P  T  E  T  L   

4585 gacgctgctaaccatacaaaaccttttgctattgaaggaggaaga 4629 
D  A  A  N  H  T  K  P  F  A  I  E  G  G  R   

4630 ctcgtatatttgggtggaacaattgcaaatacaaccaatgtggta 4674 
L  V  Y  L  G  G  T  I  A  N  T  T  N  V  V   

4675 aacgcaatgcagaggaaacaaaggctttcaaaaccggcattcaag 4719 
N  A  M  Q  R  K  Q  R  L  S  K  P  A  F  K   

4720 tgggcacatgctcagagacaacgtgtatatgacagcagtcgtcca 4764 
W  A  H  A  Q  R  Q  R  V  Y  D  S  S  R  P   

4765 gggatggacgcaatcacaaagttgtgtgcacgaaagtcgggtttt 4809 
G  M  D  A  I  T  K  L  C  A  R  K  S  G  F   

4810 atgaatgcccgttccacagcaatgatggcacccaagactggactc 4854 
M  N  A  R  S  T  A  M  M  A  P  K  T  G  L   

4855 agcgctgttatagatcaagcaccaaatacatctcaagacttgatc 4899 
S  A  V  I  D  Q  A  P  N  T  S  Q  D  L  I   

  
 

4900 gaacagccgagtcagcaagaggttatggatatgcaagcgacagca 4944 
E  Q  P  S  Q  Q  E  V  M  D  M  Q  A  T  A   

   
  4945 acagtataa 4953 
                        T  V  * 

 

ภาพประกอบ  18 ลาํดบัเบสแล ะกรดอะมโินของโปรตนี  IMNV-C โดยเครือ่งหมายลกูศรแสดง  

      ตําแหน่งและทศิทางของลาํดบัเบสทีนํ่าไปใชอ้อกแบบสาํหรบัสรา้ง ไพรเ์มอร ์โดยเตมิเอนไซม์  

      ตดั จาํเพาะ  BamHI (CGGGATCC) และ  EcoRI (GGAATTC) ทีป่ลาย  5’ ของไพรเ์มอร์  

      IMNVF1729 และ IMNVR ตามลาํดบั (Genbank accession no:  AY570982) 

IMNVF1729 

IMNVR 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

เมือ่มสีิง่แปลกปลอมหรอืแอนตเิ จนเขา้สูร่า่งกาย ลมิโฟซยัทช์นิด  B (B cells) จาํนวนมาก

จะแบ่งตวัเพิม่จาํนวนและมกีารพฒันาต่อไปจนกระทัง่ทาํห น้าทีไ่ดอ้ยา่งสมบรูณ์  B cell แต่ละเซลล์

จะผลติแอนตบิอดทีีแ่ตกต่างกนัไป  แอนตบิอดผีสมเหล่าน้ีเรยีกว่าโพลโีคลนอลแอนตบิอดี  เพราะ

แอนตบิอดทีีผ่ ลติขึน้มามคีวามจาํเพาะต่ออพิโิทป  (epitope) ต่างๆ ทีอ่ยูบ่นผวิของแอนตเิจนไดใ้น

เวลาเดยีวกนั ในทางตรงกนัขา้มโมโนโคลนของเซลลเ์พาะเลีย้ง (cultured cell) ทีผ่ลติไดท้ัง้หมดน้ี

จะมคีวามจาํเพาะต่ออพิโิทปของแอนตเิจนเพยีงอพิโิทปเดยีวเหมอืน ๆ กนั (สทุธพินัธ์; และคนอื่นๆ.  

2537) 

การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี คดิคน้ในช่วงกลางปี  ค.ศ. 1970 (kohler; & Milstein. 

1976: 511-519) สาํหรบัการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดนีัน้ทาํไดโ้ดยการฉดีแอนตเิจ นทีส่นใจเขา้

ไปในหนู  ทาํให้ หนูมกีารตอบสน องทางระบบภมูคิุม้กนั  โดยกระตุน้  B cells ใหจ้ดจาํแอนตเิจน 

จากนัน้นํา B cells จากมา้มของหนูมาผสมกบั myeloma cells ซึง่เป็นเซลลท์ีส่ามารถแบ่งตวัไดไ้ม่

จาํกดั เมือ่เซลล ์2 ชนิดเกดิการหลอมหลวมกนัจะไดเ้ซลลใ์หมท่ีเ่รยีกว่า ไฮบรโิดมา 

ไฮบรโิดมามสี่วนหน่ึงของเซลลท์ีม่คีุณสมบตัขิอง myeloma cell ขณะเดยีวกนัอกีส่วนหน่ึง

มคีณุสมบตัขิองเซลลม์า้ม ทาํใหไ้ฮบรโิดมาสามารถหลัง่แอนตบิอดทีีม่คีวามจาํเพาะต่อ epitope ของ

แอนตเิจน เพยีงชนิ ดเดยีวไดซ้ึง่เรยีกว่า  โมโนโคลนอลแอนตบิอ ด ี การหลอมรวม  myeloma cells 

กบั B cells จากสตัวท์ีป่ลกูภมูคิุม้กั นดว้ยแอนตเิจนทีต่อ้งการใหส้รา้งแอนตบิอดสีามารถทาํไดโ้ดย

การใชพ้อลเิอทลินีไกลคอล ซึง่ในทางปฏบิตันิัน้ไมส่ามารถหลอมรวมเซลลเ์พือ่ผลติไฮบรโิดมาได้

ทัง้หมด จงึมทีัง้เซลลท์ีไ่มห่ลอมรวมกนั หลอมรวมกนัเอง และมไีฮบรโิดมาทีไ่มต่อ้งการปะปนอยู่

เป็นจาํนวนมาก ดงันัน้จงึตอ้ง หาภาวะทีเ่ลอืกใหเ้ฉพาะไฮบรโิดมาเท่านัน้สามารถมชีวีติรอดและ

เจรญิเตบิโตได้   วธิทีัว่ไปทีใ่ชไ้ดแ้ก่ การใช้  myeloma cell ทีม่คีวามบกพรอ่งในการสงัเคราะห์

เอนไซมท์ีเ่กีย่วกบัการสงัเคราะหนิ์ว คลโีอไทดใ์นวถิี  salvage ซึง่ทาํใหไ้มส่ามารถเจรญิในอาหาร

เลีย้งเซลลท์ีเ่สรมิดว้ย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT medium) เมือ่นําเซลล์

ผสมมาเลีย้งใน  HAT medium น้ี myeloma cell ทีไ่มห่ลอมรวมกนัหรอืหลอมรวมกนัเองจะไม่

สามารถมชีวีติรอดได ้แต่ไฮบรโิดมาทีห่ลอมรวมระหวา่ง myeloma cell กบั B cell เท่านัน้ทีส่ามารถ

มชีวีติรอด เพราะไดเ้อนไซมใ์นวถิี  salvage จาก B cell ส่วน B cell ทีไ่มห่ลอมรวมกนัหรอืหลอม

รวมกนัเองจะมชีวีติรอดเพยีงระยะเวลาสัน้ๆ และตายไปเองในทีส่ดุ  

การผลติไฮบรโิดมานัน้มกัจะใช้  myeloma cell ทีม่คีวามบกพรอ่ง  2 ประการดว้ยกนัคอื      

มคีวามบกพรอ่งในการสงัเคราะหเ์อนไซม ์HGPRT (HGPRT
-
) และไมส่ามารถสรา้งอมิมโูนโกลบลูนิ

ได ้(Ig
-
) เพือ่ใหแ้น่ใจวา่การสรา้งแอนตบิอดจีากไฮบรโิดมานัน้เป็นการถอดรหสัการสรา้งมาจากยนี

ของเซลลม์า้ม  ส่วน myeloma cell เพยีงแต่ทาํใหเ้ซลลส์ามารถเจริ ญไดไ้มม่ทีีส่ ิน้สดุเท่านัน้  เมือ่ได้

ไฮบรโิดมาทีส่รา้งแอนตบิอดแีล้ ว ตอ้งมกีารคดัเลอืกไฮบรโิดมาทีส่รา้งแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะต่อ

แอนตเิจนทีต่อ้งการ เน่ืองจากมไีฮบรโิดมาบางเซลลเ์ท่านัน้ทีผ่ลติแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะกบัแอนตเิจน
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ทีใ่หก้บัสตัวท์ดลอง  วธิคีดัเลอืกทีใ่ชท้ัว่ไปไดแ้ก่ ELISA และการทดสอบทางวทิยาภมูคิุม้กนัรปูแบบ

ต่างๆ เช่น dot blotting, Western blot, immunohistochemistry และอื่นๆ ตามความเหมาะสม เมือ่

คดัเลอืกไฮบรโิดมาทีส่รา้งแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะต่อแอนตเิจนทีต่อ้งการไดแ้ลว้  ตอ้งทาํการโคลนซํา้ 

(reclone) เพื่อใหแ้น่ใจว่าไฮบรโิดมานัน้มตีน้กําเนิดมาจากไฮบรโิดมาเซลลเ์ดยีวจรงิๆ และขยายเพิ่ ม

จาํนวนเพือ่ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีหไ้ดป้รมิาณตามทีต่อ้งการต่อไป  

ถงึแมว้า่โมโนโคลนอลแอนตบิอดจีะผลติขึน้เป็นครัง้แรกในปี  ค.ศ. 1975 และใชเ้ป็น

เครือ่งมอืในการวจิยั นกัวทิยาศาสตรไ์ดนํ้าโมโนโคลนอลแอนตบิอดมีาใชใ้นหลายๆ  ดา้นโดยเฉพาะ

ในการตรวจวนิิจฉยัโรคและการบาํบดั โรค  การตรวจวนิิจฉยัโรคในหลายๆ  กรณไีดใ้ชโ้มโนโคลนอล

แอนตบิอดมีาเป็นเครือ่งมอื ในการตรวจวนิิจฉยัโรคอยา่งไดผ้ล โดยทัว่ๆ ไปวธิกีารเหลา่น้ีมคีวามไว

และมคีวามแมน่ยาํมากกวา่วธิกีารทีเ่คยใชม้าก่อนหน้าน้ี  ซึง่ในปจัจบุนัจะพบการใชโ้มโนโคลนอล

แอนตบิอดใีนการวนิิจฉยัการตัง้ครรภ ์โรคจากจลุนิทรยีต่์างๆ วดัปรมิาณยาในเลอืด ตรวจความเขา้

กนัไดข้องเน้ือเยือ่ และตรวจแอนตเิจนของเซลลม์ะเรง็บางชนิด (ไพศาล สทิธกิรกุล.  2548.) 

ในปจัจบุนัไดม้รีายงานเกีย่วกบั การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดเีพือ่ใชต้รวจการตดิเชือ้

ไวรสัในกุง้มากมายอาท ิเช่น  เชือ้ WSSV (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363), เชือ้ YHV 

(Sithigorngul; et al. 2002: 71-76), เชือ้ PmDNV (Rukpratanporn; et al.  2005: 85-89), เชือ้ 

TSV (Longyant; et al.  2008: 75-81), เชือ้ PstDNV (Sithigorngul; et al.  2009: 126-132), และ

เชือ้แบคทเีรยี เช่น Vibrio harveyi (Phianphak; et al.  2005: 161-168) ดงันัน้การผลติโมโน

โคลนอลแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะต่อ แคปซดิโปรตนีของ  IMNV จงึคาดวา่สามารถนํามาใช้ เป็นทางเลอืก

ในการตรวจวนิิจฉยัการตดิเชือ้  IMNV ในกุง้โดยวธิทีางภมูคิุม้กนัวทิยาเช่น dot blotting, Western 

blot และ immunohistochemistry ได ้
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บทท่ี 3  

วิธีด าเนินการวิจยั 

 

อปุกรณ์และสารเคมี 
1. พลาสมิด  

1.1 พลาสมดิ pTYB1-IMNV-N ทีม่ยีนีแคปซดิโปรตนีทีเ่ป็นรหสัทางส่วนปลาย N ของ
IMNV (ดว้ยความอนุเคราะหจ์ากผูช้่วยศาสตราจารย์ ดร.ปรนิทร ์ชยัวสิุทธางกูร ภาควชิาชวีวทิยา
คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ) 

1.2 พลาสมดิ pGEX-IMNV-I ทีม่ยีนีแคปซดิโปรตนีทีเ่ป็นรหสั ส่วนกลางของ IMNV 
(ดว้ยความอนุเคราะหจ์าก ผูช้่วยศาสตราจารย์  ดร.ปรนิทร ์ชยัวสิุ ทธางกูร ภาควชิาชวีวทิยา คณะ
วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ) 

1.3 พลาสมดิ pGEX-IMNV-C ทีม่ยีนีแคปซดิโปรตนีทีเ่ป็น รหสัทางส่วนปลาย C ของ
IMNV (สงกรานต ์สุดบชูาศกัดิ.์  2551) 

 
2. สตัวท่ี์ใช้ในการทดลอง 

2.1 หนูขาว  (Swiss mouse) ทีม่ ีอาย ุ 6 สปัดาห์ จากส านกัสตัวท์ดลองแห่งชาติ  
มหาวทิยาลยัมหดิล ศาลายา  

2.2 กุง้ขาว (Litopenaeus. vannamei) ทีต่ดิเชือ้ IMNV ดองในแอลกอฮอล์  จาก
ประเทศอนิโดนีเซยี  (ดว้ยความ อนุเคราะหจ์าก  ดร.แสงจนัทร์  เสนาปิน , Centex Shrimp, 
มหาวทิยาลยัมหดิล)  

 
3. เครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 1 
 

ตาราง 1 เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 
1. เครือ่ง electrophoresis apparatus และ อุปกรณ์ 
2. ชุด mini-protein III electrophoresis 
3. ชุด transblot apparatus 
4. เครือ่ง microcentrifuge รุน่ 7M  
5. ตูป้ลอดเชือ้ส าหรบัท า culture (horizontal laminar flow cabinets) 

Bio-Rad 
Bio-Rad 
Bio-Rad 

Spectrafuge 
NUAIRE 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 
6. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(5% CO2 incubator) 
7. เครือ่ง spectrophotometer รุน่ 6400 
8. เครือ่ง rotary microtome รุน่ RM2135 
9. เครือ่ง thermal cycler  
10.เครือ่ง Speed vacuum concentrator รุน่ SC210A 

NUAIRE 
JENWAY 
LEICA 

Eppendorf 
Savant 

 
4. เคมีภณัฑ ์

เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 2 
  

ตาราง 2 เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 

1. ชุด High pure viral nucleic acid kit  

2. ชุด SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System with          

  Platinum® Taq DNA Polymerase  

3. ไพรเ์มอร ์IMNV-13F และ IMNV-13R  

 
4. ยาปฎชิวีนะ (ampicillin และ kanamycin) 
5. fetal bovine serum 
6. polyethylene glycol (PEG) 
7. Dimethylsulfoxide (DMSO) 
8. hypoxanthine 
9. aminopterin 
10. nitrocellulose membrane 
11. ชุด Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) 
12. diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 
13. goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate  
      (GAM-HRP) 

Roche  

 

Invitrogen 
ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก 

ดร.แสงจนัทร ์เสนาปิน 
 

Sigma 
Starrate 
Sigma 
Sigma 
Gibco 
Sigma 
Sigma 
Zymed 
Sigma 

 
Bio-Rad 
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วิธีด าเนินการทดลอง 
ขัน้ตอนการด าเนินการสรปุได้ดงัน้ี 

 

การกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV ทัง้สามส่วน 

         (รหสัทางส่วนปลาย N (IMNV-N), ส่วนกลาง (IMNV-I) และส่วนปลาย C (IMNV-C)) 

 

การท ารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี IMNV-N, IMNV-I และ IMNV-C ใหบ้รสิุทธิ ์

 

 

ปลกูภมูคิุม้กนัใหห้นูขาวดว้ยรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี IMNV บรสิุทธิ ์

 

 

ทดสอบความจ าเพาะของแอนตซิรีมัจากหนูขาว 

 

 

ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

 

 

คดัเลอืกและทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

 

 

ตรวจสอบคณุสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีความจ าเพาะ  

ความซ ้าซอ้นของ binding site, ความไว และ ชนิดของแอนตบิอด ี 
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1. การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตีนของ IMNV  
ท าการกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนท์ แคปซดิ โปรตนี ของ IMNV ทัง้สามส่วน    

โดยเริม่จากน าแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ์  BL21(DE3) (ส าหรบั รหสัทาง ส่วนปลาย  N; pTYB1-
IMNV-N), และ สายพนัธุ ์BL21 (ส าหรบัรหสัส่วนกลาง; pGEX-IMNV-I และส่วนปลาย C; pGEX-
IMNV-C) มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว  LB ปรมิาตร  10 มลิลลิติร  ทีม่ยีาปฏชิวีนะ  ampicilin 
ความเขม้ขน้  100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรผสมอยู่  บ่มขา้มคื นใน shaker ทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศา -
เซลเซยีส เขยา่ดว้ยความเรว็ 225 รอบต่อนาท ีจากนัน้แบ่งแบคทเีรยีทีเ่ตรยีมไว ้5 มลิลลิติร ใส่ลงใน 
flask ทีม่อีาหารเลีย้งเชือ้  100 มลิลลิติร และม ี ampicilin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร
ผสมอยู่ น าไปเขยา่ทีอุ่ณหภมูิ  37 องศาเซลเซยีส ดว้ยความเรว็ 225 รอบต่อนาที จนม ีOD ที ่600 
นาโนเมตร ประมาณ 0.5-0.7 แลว้เตมิ isopropyl--D-thiogalactoside (IPTG) ลงไปกระตุ้นโดยใหม้ี
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  1 มลิลโิมลาร์  แลว้น าไปเขยา่ต่ออกี  4 ชัว่โมง  น าแบคทเีรยีไปป ัน่            
ทีค่วามเรว็ 3,000 x g ประมาณ 20 นาท ี จากนัน้น าเซลลท์ีเ่กบ็ไดเ้ตมิ  buffer B (100 mM 
NaH2PO4,10 mM Tris-Cl, 8 M Urea pH 8) ปรมิาตร 8 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัและเตมิ  
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มลิลโิมลาร์ จากนัน้น าไป
ท าใหผ้นงัเซลลข์องแบคที เรยีแตกโดยใชค้ลื่นเ สยีงความถีส่งู  (sonicate) ทีอุ่ณหภมูิ 4 องศา-
เซลเซยีส เกบ็ lysate ทีไ่ดไ้วท้ีอุ่ณหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส  (Sambrook; Fritsch; & Maniatis. 
2000) 

 
2. การตรวจสอบหารีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตีนของ IMNV 

น า lysate ทีไ่ดจ้ากขอ้ 1 มาผสมกบั 2X SDS-treatment buffer ในอตัราส่วน 1 : 1 แลว้
ตม้ทีอุ่ณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส นาน 90 วนิาท ีจากนัน้น ามาแยกดว้ย 12% SDS-PAGE ตามวธิี
ของ Laemmli (1970) โดยใชแ้บคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่เีฉพาะพลาสมดิ  pTYB1 และ 
pGEX-6P-1 ซึง่ผลติโปรตนี intein และ glutathione-S-transferase (GST) ขนาด 55 และ 26     
กโิลดาลตนั (kDa) ตามล าดบั เป็น positive control (เพื่อดคูวามส าเรจ็ในการกระตุน้ดว้ย  IPTG) 
และแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีไ่มม่พีลาสมดิเป็น negative control แยกโปรตนีโดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าที ่ 80 โวลต ์ประมาณ 2 ชัว่โมง ย้อมเจลดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 สงัเกต
แถบของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี IMNV ในแต่ละส่วน เทยีบกบัโปรตนีจากแบคทเีรยี E. coli  
สายพนัธุ ์BL21 ทีม่แีละไมม่พีลาสมดิ pTYB1 (intein) และ pGEX-6P-1 (GST) 
 
3. การแยกรีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตีนของ IMNV ให้บริสทุธ์ิ 

การแยกรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ  IMNV ใหบ้รสิุทธิท์ าไดโ้ดยน า lysate ทีไ่ดจ้าก  
ขอ้ 1 มาแยกโดยใช ้12% SDS-PAGE ตามขัน้ตอนในขอ้ 2 แลว้แช่เจลในสารละลาย 0.3 M KCl ที่
เยน็ประมาณ 30 นาท ีตดัแถบทีเ่ป็นรคีอมบแินนทโ์ปรตนีน าไปแช่ในสารละลาย 1% SDS ขา้มคนื
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เกบ็สารละลายและเจลทีไ่ดใ้ส่ในถุง dialysis ดงึโปรตนีออกจากเจลโดยผ่านกระแสไฟฟ้าที ่ 50 โวลต ์
ประมาณ 8 ชัว่โมง จากนัน้แยกสารละลายทีไ่ดใ้ส่ในถุง dialysis อกีครัง้น าไปแช่ในน ้ากลัน่ เปลีย่น
น ้ากลัน่ทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 3 วนั ท าใหโ้ปรตนีเขม้ขน้ดว้ยเครือ่ง  vacuum concentrator ให้
ไดป้รมิาตรสุทธเิท่ากบัปรมิาตรเริม่ตน้ เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส  ค านวณหาความ
เขม้ขน้โดยวธิ ีBradford (Bradford.  1976: 248-254)  โดยส่วนหน่ึงน ามาใชใ้นการปลกูภมูคิุม้กนั
หนูขาวเพื่อสรา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  และอกีส่วนใชส้ าหรบัการคดัเลอืกโมโนโค ลนอล
แอนตบิอด ี(วารณุ ีหะยมีะสาและ.  2552: 23-24) 
 
4. การตรวจการติดเช้ือ IMNV ในกุ้งขาว (L. vannamei) ด้วยวิธี RT-PCR 

การตรวจการตดิเชือ้  IMNV ในกุง้ขาวดว้ยวธิี RT-PCR โดยน าตวัอยา่งขาว่ายน ้าจากกุง้ที่
สกดั nucleic acid โดยใชชุ้ด High pure viral nucleic acid kit จาก Roche Molecular Biochemical
มาท าการสงัเคราะห์ cDNA และการเพิม่จ านวนยนี RdRp ของ IMNV โดยใชเ้อนไซม์  Reverse 
transcriptase และ Taq DNA polymerase ตามล าดบั โดยผสมสารต่างๆ (ตาราง 3) ใส่ลงในหลอด
thin wall ขนาด 200 ไมโครลติร แลว้น าเขา้เครือ่ง  thermal cycle ก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบั
เพิม่จ านวนยนีของ IMNV (ตาราง 4) (Senapin; et al.  2007: 32-38) 

Primer ทีใ่ชม้ลี าดบัเบสดงันี้ 
 Forward primer (F13) : 5’-TTTATACACCGCAAGAATTGGCCAA -3’  
 Reverse primer (R13) : 5’-AGATTTGGGAGATTGGGTCGTATCC-3’  

 
ตาราง 3 ส่วนผสมของการท า RT-PCR 
 

ส่วนผสมของ PCR reaction ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
RNA ทีส่กดัจากกุง้ขาว 
RT/ Platinum®Taq Mix  
2X Reaction Mix (ประกอบไปดว้ย 0.4 mM dNTP, 2.4 mM MgSO4) 
IMNV-13F  primer (10 µM) 
IMNV-13R  primer (10 µM) 
Deionized Water 

1.0 
0.5 

12.5 
1.0 
1.0 
9.0 

 

ปรมิาตรสุทธ ิ 25.0  
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ตาราง 4 ขัน้ตอน อุณหภมูิ และเวลาส าหรบัเพิม่จ านวนยนี  RdRp ของ IMNV โดยใชเ้อนไซม์ 
     Reverse transcriptase และ Taq DNA polymerase ดว้ยวธิ ีRT-PCR 
 

ขัน้ตอน อณุหภมิู (องศาเซลเซียส) เวลา(นาที)  
 

ท าซ ้าขัน้ตอนที ่ 
(3)-(5) 

เป็นจ านวน 29 รอบ 

1. cDNA synthesis 
2. pre-denaturation 
3. denaturation 
4. annealing 
5. extension 
6. final extension 

50 
94 
94 
45 
72 
72 

30.00 
  2.00 
00.40 
00.40 
00.40 
  5.00 

 
น าผลผลติ PCR ทีไ่ดม้าวเิคราะหข์นาดดว้ยวธิี  agarose gel electrophoresis โดยใช้

1.2% agarose gels ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง  UV ส าหรบั
ผลผลิตของ PCR มขีนาด 600 คู่เบส โดยกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ IMNV ทีไ่ดจ้ากผลในขอ้นี้จะน าไปใชใ้น
ขัน้ตอนการคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่อเชือ้ IMNV ต่อไป 

 
5. การผลิตและการคดัเลือกโมโนโค ลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแคปซิดโปรตีน
ของ IMNV 

5.1 การปลกูภมิูคุ้มกนัหนูขาว 
น ารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV ทีไ่ดจ้ากขอ้ 3 ทัง้สามส่วนคอืส่วนปลาย N 

(IMNV-N-intein น ้าหนกัโมเลกุล 84 กโิลดาลตนั), ส่วนกลาง (GST-IMNV-I น ้าหนกัโมเลกุล 60 
กโิลดาลตนั) และส่วนปลาย C (GST-IMNV-C น ้าหนกัโมเลกุล 62 กโิลดาลตนั) มาผสมในอตัราส่วน 
1:1 กบั complete Freund’s adjuvant จากนัน้น าไปฉีดเขา้ช่องทอ้งของหนูขาว  จ านวน 4 ตวัๆ ละ 
100 ไมโครลติร (0.05 มลิลกิรมัของโปรตนี) และอกี 3 ครัง้ ผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant 
ห่างกนั 2 สปัดาห์  หลงัจากการฉีดครัง้สุดทา้ยเ ป็นเวลา 1 สปัดาหเ์กบ็ซรีมัจากหนูแต่ละตวั  น ามา
ทดสอบความจ าเพาะของแอนตซิรีมัทีไ่ดต่้อรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV โดยวธิ ี
Western blot และต่อเชือ้  IMNV โดยวธิ ีimmunohistochemistry เลอืกหนูตวัทีต่อบสนองดทีีสุ่ดมา
ฉีดดว้ยรคีอมบแินนทโ์ปรตนีของ IMNV ผสมกบั complete Freund’s adjuvant อกีครัง้ก่อนการ
ผลติเซลลไ์ฮบรโิดมา 3 วนั (Rukpratanporn; et al.  2005: 85-89) 
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5.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแคปซิดโปรตีนของ  IMNV 
วธิกีารผลติเซลลไ์ฮบรโิดมาในการศกึษาครัง้นี้ไดพ้ฒันามาจากวธิกีารดั ้ งเดมิ (Köhler; 

& Milstein.  1976: 511-519)  ซึง่ดดัแปลงในปี  ค.ศ. 1979 (Mosmann; Bauman; & Williamson.  
1979: 511-516) โดยน าหนูทีไ่ดร้บัการปลกูภมูคิุม้กนัดว้ยรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV 
ทีใ่หผ้ลของปฏกิริยิาระหว่างแอนตซิรีมักบัแอนตเิจนทีด่ทีีสุ่ดมาแยกเซ ลลม์า้ม แลว้น ามาหลอมรวม
กบั P3X myeloma cell  โดยฆา่หนูผ่าตดัมา้มและกระจายเซลลม์า้มออกใหเ้ป็นเซลลเ์ดีย่วแลว้     
น ามาหลอมรวมกบั P3X myeloma cell line โดยใช ้40% polyethylene glycol (PEG) หลงัจาก  
นัน้น าเซลลผ์สมมาเลีย้งในน ้าเลีย้งเซลล์  (selective medium - HAT medium) ซึง่ประกอบดว้ย 
hypoxanthine, aminopterin, thymidine, 20% fetal bovine serum ใน RPMI medium และม ี1% 
mouse red blood cell เป็น feeder layer ใน 96 wells microculture plate จ านวน 20 เพลต บ่มไว้
ในตูเ้พาะเลีย้งเซลล์  ภายใตบ้รรยากาศคารบ์อนไดออกไซด์  5% ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส    
เป็นเวลา 1-2 สปัดาห ์ตรวจดกูารเจรญิของเซลลไ์ฮบรโิดมาดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบ inverted 
microscope น าน ้าเลีย้งเซลลจ์ากหลุมต่า งๆ ทีม่เีซลลไ์ฮบรโิดมาไปคดัเลอืกเซลลท์ีส่รา้ง    
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ  IMNV โดยวธิ ี dot blotting, Western blot และ immunohistochemistry 
(วารณุ ีหะยมีะสาและ.  2552: 25) 

5.3 การคดัเลือกไฮบริโดมา 
จากการผลติไฮบรโิดมาทีเ่ลีย้งใน  96 wells microculture plate ซึง่มจี านวน 20 เพลต 

ท าใหค้าดว่าอาจจะไดไ้ฮบรโิดมาจ านวนมากจงึตอ้งคดัเลอืกขัน้ที ่ 1 โดยวธิ ี dot blotting ก่อน 
จากนั ้นจงึน าโคลนของไฮบรโิดมาทีใ่หผ้ลบวกกบัวธิ ี dot blotting มาคดัเลอืกขัน้ที ่ 2 โดยวธิี  
Western blot และวธิ ีimmunohistochemistry ต่อไป (Rukpratanporn; et al.  2005: 85-89) 

5.3.1 การคดัเลือกขัน้ท่ี 1 โดยวิธี dot blotting 
การใชพ้ลาสมดิ pTYB1 และ pGEX-6P-1 expression vector ในการผลติโปรตนีท าใหไ้ด้

โปรตนีลกูผสมของ  intein และ GST จาก vector กบัโปรตนีทีต่อ้งการ ตามล าดบั  ดงันัน้ในการ
คดัเลอืกไฮบรโิดมาดว้ยวธิี  dot blotting จงึตอ้งหยด lysate ของโปรตนีทีไ่ดจ้าก  E. coli โดยแยก
ออกเป็นสองส่วนคอื (1) lysate ของ E. coli ทีม่รีคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV โดยน ามา
ผสมกนัทัง้สามส่วน  (lysate ส่วนปลาย N, ส่วนกลาง I และส่วนปลาย C), (2) lysate ของ E. coli ที่
มพีลาสมดิ pTYB1 (intein) ผสมกบั pGEX-6P-1 (GST) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร    
ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส  ประมาณ 1 ไมโครลติร/หยด เพื่อคดัเลอืกไฮบรโิดมาทีจ่ าเพาะต่อ
โปรตนีของ IMNV เท่านัน้ จากนัน้อบทีอุ่ณหภมู ิ 60 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้แช่ใน
สารละลาย 5% blotto น ามาบ่มในน ้าเลีย้งเซลลจ์ากไฮบรโิดมาในแต่ละหลุม (น ้าเลีย้งเซลลเ์จอืจาง 
1:8 ใน 1% blotto = 1% non fat dry milk, 0.1% Triton X-100 ละลายใน PBS) ทีอุ่ณหภมู ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ลา้งดว้ย  PBS แลว้น ามาบ่มใน horseradish 
peroxidase labelled goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody (GAM-
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HRP) เจอืจาง 1:1,500 ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ย PBS และ
บ่มในสารละลาย substrate ประกอบดว้ย 0.030% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen 
peroxide (H2O2), 0.050% cobalt chloride (CoCl2) ละลายใน PBS (ไพศาล สทิธกิรกุล.  2548) 
เลอืกไฮบรโิดมาโคลนทีจ่ าเพาะต่อ รคีอมบแินนท์แคปซดิโปรตนี IMNV แต่ไมจ่ าเพาะต่อ intein และ 
GST น ามาคดัเลอืกขัน้ที ่2 โดยวธิ ีdot blotting, Western blot และ immunohistochemistry ต่อไป 

5.3.2 การคดัเลือกขัน้ท่ี 2 โดยวิธี dot blotting, Western blot และ immuno-
histochemistry 

5.3.2.1 วิธี dot blotting 
การคดัเลอืกในขัน้ตอนน้ีจะท าคลา้ยคลงึกบัในขัน้ตอนที ่ 1 จะแตกต่างโดยใน

การหยด lysate ของ E. coli ทีม่รีคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV จะท าการหยดแยกกนัใน
แต่ละส่วนคอื lysate ส่วนปลาย N, ส่วนกลาง I, ส่วนปลาย C และหยดสารสกดัจากขาว่ายน ้าของ
กุง้ทีต่ดิเชือ้  IMNV ตามธรรมชาตเิพิม่เตมิ  น าไปบ่มกบัน ้าเลีย้งเซลลแ์ละสารละลาย  substrate 
เช่นเดยีวกบัวธิ ี dot blotting ในการคดัเลอืกขัน้ที่  1 คดัเลอืกไฮบรโิดมาทีส่รา้งแอนตบิอดต่ีอ IMNV 
ในส่วนทีแ่ตกต่างกนัและจ าเพาะต่อกุง้ทีต่ดิเชือ้ IMNV ตามธรรมชาตไิด ้

5.3.2.2 วิธี SDS-PAGE และ Western blot 
น า lysate ของแบคทเีรยี  E. coli ทีม่พีลาสมดิ pTYB1-IMNV-N, pGEX-

IMNV-I และ pGEX-IMNV-C มาแยกบน 12% SDS-PAGE ที ่80 โวลต ์เป็นเวลา 2 ชัว่โมง โดยท า
เป็น 2 ส่วน น าส่วนหน่ึงของเจลมายอ้มโปรตนีดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 อกีส่วนหน่ึง
น ามาถ่ายโปรตนีจากเจลลงสู่กระดาษไนโตรเซลลโูลสโดยใช ้ transblot apparatus ผ่านกระแสไฟฟ้า
ที ่50 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น ากระดาษไนโตรเซลลโูลสแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็น
เวลา 5 นาท ีแยกบ่มในน ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาแต่ละหลุมทีผ่่านการคดัเลอืกโดยวธิ ี dot blotting 
แลว้ โดยเจอืจาง 1:8 ในสารละลาย 1% blotto ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 
และผ่านกระบวนการ indirect immunoperoxidase เช่นเดยีวกบักรณขีอง dot blotting เพื่อหา
ต าแหน่งโปรตนีทีท่ าปฏกิริยิากบัแอนตบิอด ี(ไพศาล สทิธกิรกุล.  2548) 

5.3.2.3 วิธี immunohistochemistry 
น าส่วนหวักุง้ทีต่ดิเชือ้  IMNV และส่วนหวักุง้ปกตแิช่ใน Davidson’s fixative 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ยน ้าสะอาดหลาย ๆ ครัง้เพื่อก าจดั  fixative ออก น ามาผ่าน
กระบวนการดงึน ้าออกจากเนื้อเยื่ อดว้ยแอลกอฮอลเ์ปอรเ์ซน็ตต่์างๆ  จากความเขม้ขน้ น้อยไปมาก 
และไซลนี (xylene) แลว้น าไปผ่านกระบวนการ paraffin sectioning ตดัเนื้อเยือ่เป็นชิน้ความหนา   
8 ไมครอน ตดิบนสไลดท์ีเ่คลอืบดว้ยเจลาตนิแลว้น าไปอบทีตู่อ้บ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง น ามาผ่านกระบวนการ immunohistochemistry โดยวธิ ีindirect immunoperoxidase ซึง่มี
วธิโีดยยอ่ดงันี้ น าน ้ากลบัเขา้สู่ เนื้อเยือ่ (rehydrate) โดยลา้ง paraffin ออกจากเนื้อเยือ่ดว้ย xylene 
(deparaffination) จากนัน้ผ่านลง butanol และแอลกอฮอลเ์ปอรเ์ซน็ตต่์างๆ จากความเขม้ขน้มากไป
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น้อย ตรงึเนื้อเยือ่ดว้ยฟอรม์าลนิเขม้ขน้ 10% ลา้งดว้ยน ้ากลัน่  และ PBS จากนัน้ block ดว้ย P1
+ 

(calf bovine serum เขม้ขน้ 10% ใน PBS) น าน ้าเลีย้งเซลลไ์ฮบรโิดมาทีต่อ้งการทดสอบมาหยดลง
บนเนื้อเยือ่ บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS และบ่มดว้ย   
GAM-HRP เจอืจาง 1:1,000 ใน P1

+ ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้ลา้ง
ดว้ย PBS และบ่มในสารละลาย substrate ประกอบดว้ย 0.030% DAB, 0.006% H2O2 ละลาย    
ใน PBS เป็นเวลา 5 นาท ียอ้มซ ้าดว้ยส ี haematoxylin และ eosin Y (H & E) ดงึน ้าออกจาก
เนื้อเยื่อดว้ยแอลกอฮอลเ์ปอรเ์ซน็ตต่์าง ๆ จากความเขม้ขน้น้อ ยไปมาก และ butanol ท าใหใ้ส      
ใน xylene แลว้ท าเป็นสไลดถ์าวร โดยใช้ permount และปิดทบัดว้ย cover glass น าไปส่องดภูาย 
ใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ บรเิวณทีต่ดิเชือ้ไวรสัจะปรากฏเป็นสนี ้าตาลในเซลลเ์ป้าหมายกุง้ทีต่ดิเชือ้ 
(ไพศาล สทิธกิรกุล.  2548) 

โคลนของไฮบรโิดมาทีม่กีา รสรา้งแอนตบิอดต่ีอแคปซดิ โปรตนีของ IMNV ที่
ผ่านการคดัเลอืกทัง้ 2 ขัน้ จะน ามาโคลนซ ้าดว้ยวธิ ี limited dilution (Eshhar. 1985:  1-42) จากนัน้
ท าการขยายเพิม่จ านวน  และเกบ็เซลลใ์นไนโตรเจนเหลวเพื่อเกบ็ไวใ้ชต่้อไปและท าการพสิจูน์
คุณสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติได ้

 
6. การพิสจูน์คณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

หลงัจากโคลนซ ้าไฮบรโิดมาทีผ่่านการคดัเลอืกเรยีบรอ้ยแลว้  น าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ทีผ่ลติไดม้าพสิจูน์คุณสมบตัโิดยการตรวจสอบ ความจ าเพาะดว้ย วธิ ี dot blotting และ วธิี
immunohistochemistry  ตรวจสอบอพิโิทป ของโมโนโคลนอลแ อนตบิอดโีคลนต่างๆ  ดว้ยวธิ ี
indirect ELISA  ทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ IMNV ดว้ยวธิ ี dot blotting และตรวจสอบชนิด
ของ heavy chain, light chain ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลนดว้ยวธิ ี sandwich ELISA 
ดงัต่อไปนี้ 

6.1 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามกบั รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของ WSSV, TSV, PemoNPV, 
PstDNV, YHV และ PmDNV ด้วยวิธี dot blotting  

การทดสอบปฏกิริยิาขา้มระหว่างโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัรคีอมบแินนทโ์ปรตนี
ของ WSSV (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363), TSV (Longyant; et al. 2008: 75-78), 
PemoNPV (Boonsanongchokying;  et al.  2006: 371-376), PstDNV (Sithigorngul; et al. 2009: 
126-132), YHV (Sithigorngul; et al.  2002: 71-76) และ PmDNV (ชุตมิา ศรสีุข . 2551) ดว้ย    
วธิ ีdot blotting โดยน ารคีอมบแินนทโ์ปรตนีของ WSSV, TSV, PemoNPV, PstDNV, YHV     
และ PmDNV  มาหยดบนกระดาษไนโตรเซ ลลโูลสเช่นเดยีวกบัวธิี dot blotting จากนัน้บ่มกบั      
โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลนโดยเจอืจาง 1:100 ในสารละลาย  1% blotto ทีอุ่ณหภมูิ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง และผ่านกระบวนการ indirect immunoperoxidase จากนัน้
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ตรวจดปูฏกิริยิาขา้มระหว่างโมโนโคลนอลแอ นตบิอดกีบั รคีอมบแินนทโ์ปรตนีของ WSSV, TSV, 
PemoNPV, PstDNV, YHV และ PmDNV โดยสามารถสงัเกตเหน็ได ้ 

6.2 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามกบัเช้ือ WSSV, TSV, PemoNPV, PstDNV, YHV และ 
PmDNV ในเน้ือเย่ือของกุ้งท่ีติดเช้ือตามธรรมชาติด้วยวิธี immunohistochemistry  

การทดสอบปฏิ กริยิาขา้มของโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัเชือ้ ไวรสั  WSSV, TSV, 
PemoNPV, PstDNV, YHV และ PmDNV ในเนื้อเยือ่ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตนิัน้ท าเช่นเดยีว  
กบัวธิ ีimmunohistochemistry ทีใ่ชใ้นการคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ IMNV โดย
ใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อเชือ้ไวรสัต่างๆ เป็น positive control คอื W29 ทีจ่ าเพาะต่อ
เชือ้ WSSV (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363), TSV3-666 ทีจ่ าเพาะต่อ เชือ้ TSV 
(Longyant; et al. 2008: 75-78), MBV5-3H ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ PemoNPV (Boonsanongchokying;  
et al.  2006: 371-376), IH1-5 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ PstDNV (Sithigorngul; et al. 2009: 126-132), 
Y19 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ YHV (Sithigorngul; et al.  2002: 71-76) และ HPV3-3H ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ 
PmDNV (ชุตมิา ศรสีุข.  2551)  จากนัน้ส่องดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ เพื่อหาบรเิวณทีต่ดิเ ชือ้ไวรสั 
ซึง่จะปรากฏเป็นสนี ้าตาลในเซลลเ์ป้าหมายของกุง้ทีต่ดิเชือ้ 

6.3 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
indirect ELISA 

ท าการตรงึรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV ในส่วนทีต่อ้งการตรวจสอบ ความ
เขม้ขน้ 0.01 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ล งทีก่น้หลุม ELISA microtiter plate (96 หลุม) ปรมิาตร 50 
ไมโครลติรต่อหลุม ทิง้ไวข้า้มคนืทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส สลดัสารละลายทิง้และลา้งทุกหลุมดว้ย
สารละลาย blotto เขม้ขน้ 0.5% ปรมิาตร 200 ไมโครลติร 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีแลว้เตมิสารละลาย 
blotto เขม้ขน้ 5% ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีเตมิโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีต่อ้งการ
ทดสอบ (เจอืจาง  1:5 ในสารละลาย blotto เขม้ขน้ 5%) ลงในหลุมต่าง ๆ ของถาด 96 หลุม 
(ภาพประกอบ 19) จากนัน้ทิง้ไวข้า้มคนืทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซยีส สลดัสารละลายทิง้และลา้งทุก
หลุมดว้ยสารละลาย blotto เขม้ขน้ 0.5% จากนัน้เตมิ  GAM–HRP เจอืจาง 1:1,500 หลุมละ 50 
ไมโครลติร บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 7 ชัว่โมง ลา้งทุกหลุมดว้ยสารละลาย blotto เขม้ขน้ 0.5% 
และครัง้สุดทา้ยลา้งดว้ย PBS เตมิสารละลาย substrate ประกอบดว้ย o-phenelenediamine (OPD) 
1 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร, 0.006% H2O2 ใน citrate buffer เขม้ขน้ 0.1 M pH 4.5 หลุมละ 100 
ไมโครลติร ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ีแลว้หยดุปฏกิริยิาโดยการเตมิ  1 N H2SO4 ลงในทุกหลุมๆ ละ 
100 ไมโครลติร ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ีอ่านค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 490 นาโนเมตร โดย
ใช ้microplate reader (อภริกั ตนัศริสิทิธกุิล.  2548: 24) 
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MAbs 
IMNV 

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  19 การตรวจสอบอพิโิทปของแอนตเิจนทีจ่ ั บโดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดดีว้ยวธิ ี
indirect ELISA โดย ผสมโมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลนทีจ่ าเพาะต่อรคีอมบแินนท์  
แคปซดิโปรตนีของ IMNV (ตวัเลขแสดงถงึโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีคลนต่างๆ) 

6.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหารีคอมบิแนนท์
โปรตีนของ IMNV และเช้ือ IMNV ท่ีได้จากกุ้งท่ีติดเช้ือตามธรรมชาติโดยวิธี dot blotting 

น ารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ  IMNV และเชือ้ IMNV ทีไ่ดจ้ากกุง้ทีต่ดิเชือ้ตาม
ธรรมชาตมิาท าเจอืจางแบบ 2 fold serial dilution ดว้ย PBS แลว้หยดบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส
เช่นเดยีวกบัวธิี  dot blotting จากนัน้บ่มกบั (1) โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลน  (2) โมโน-     
โคลนอลแอนตบิอดทีีม่อีพิโิทปต่างกนัรว่มกนั โดยเจอืจาง 1:50 ในสารละลาย 1% blotto ทีอุ่ณหภมู ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง และผ่านกระบวนการ indirect immunoperoxidase ตรวจดู
ระดบัความเขม้ข้นของรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ  IMNV ทีต่ ่าทีสุ่ดทีส่ามารถท า ปฏกิริยิากบั
โมโนโคลนอลแอนตบิอดซีึง่สามารถสงัเกตเหน็ได ้

6.5 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting เปรียบ 
เทียบกบัวิธี RT-PCR ในการตรวจหาเช้ือ IMNV จากกุ้งท่ีติดเช้ือตามธรรมชาติ 

สกดัขาว่ายน ้าของ กุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ IMNV ดว้ย 0.1% Triton X-100 ใน PBS ท าเจอื
จางแบบ 10 fold serial dilution ดว้ยสารสกดัจาก กุง้ขาวปกต ิน าตวัอยา่งในแต่ละความเขม้ขน้
ปรมิาตร  1 ไมโครลิ ตร ทดสอบดว้ยวธิ ี dot blotting เช่นเดยีวกบัหวัขอ้ 6.4 และวธิ ี RT-PCR 
เช่นเดยีวกบัหวัขอ้ 4 เปรยีบเทยีบระดบัความเจอืจางสงูสุดที่ สามารถท าปฏกิิ รยิากบัโมโนโคลนอล
แอนตบิอดแีละวธิ ีRT-PCR ซึง่สามารถสงัเกตเหน็ได ้

 



39 
 

6.6 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ท าการจ าแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ทีส่รา้งจากแต่ละ

โคลนของไฮบรโิดมาโดยวธิ ี sandwich ELISA โดยใช ้Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) 
(ไพศาล สทิธกิรกุล.  2548) ดงันี้ เคลอืบถาดหลุม  96 หลุมดว้ย goat anti-mouse Ig (H+L) เขม้ขน้ 
10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  ละลายใน PBS ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อหลุม บ่มทีอุ่ณหภมู ิ4 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 8-12 ชัว่โมง สลดัสารละลายทิง้และลา้งทุกหลุมด้ วยสารละลาย 0.5% blotto 
ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี เตมิโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีต่อ้งการ
ทดสอบแต่ละชนิดเจอืจาง  1:20 ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อหลุม ลงในแต่ละคอลมัน์ตัง้แต่คอลมัน์    
1-12 บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง (ภาพประกอบที ่20) 

 

 
 
ภาพประกอบ 20 การจ าแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ทีส่รา้งจากแต่ละ 

โคลนของไฮบรโิดมาโดยวธิ ี sandwich ELISA ลกูศรแสดงการเตมิโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่  
ตอ้งการทดสอบซึง่สรา้งจากแต่ละโคลนของไฮบรโิดมาในแต่ละคอลมัน์ตัง้แต่คอลมัน์ 1-12 โดย 
1 คอลมัน์ต่อโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี1 โคลน 

 
เมือ่ครบเวลาลา้งดว้ยสารละลาย  0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 

ครัง้ๆ ละ 10 นาท ี เตมิ rabbit anti-isotype antibodies แต่ละชนิดเจอืจาง  1:50 ปรมิาตร 50 
ไมโครลติรต่อหลุม  ลงในแต่ละแถวตัง้แต่แถว  A-H (ภาพประกอบ 21) จากนัน้ล้างดว้ยสารละลาย  
0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีแลว้เตมิ HRP-goat anti-rabbit 
IgG (H+L) เจอืจาง 1:1,500 ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อหลุม บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา  4 ชัว่โมง 
ลา้งดว้ยสารละลาย  0.5% blotto ปรมิาตร 200 ไมโครลติร จ านวน 4 ครัง้ๆ 10 นาท ีและผ่าน
กระบวนการ immunoperoxidase เช่นเดยีวกบักรณขีองการตรวจสอบอพิโิทป 

MAbs 
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ภาพประกอบ 21 การจ าแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ลกูศรแสดงการ 
เตมิ rabbit anti-isotype antibodies แต่ละชนิดในแต่ละแถวตัง้แต่แถว  A-H ทีส่รา้งจากแต่ละ  
โคลนของไฮบรโิดมา 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 

การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตีนของ IMNV  
 จากการกระตุน้การแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี IMNV ทัง้สามส่วนโดยเริม่จากน า  
แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pTYB1-IMNV-N และ แบคทเีรยี E. coli สาย
พนัธุ ์BL21 ทีม่ ีพลาสมดิ pGEX-IMNV-I และ pGEX-IMNV-C ตามล าดบั โดยใช้ 1 mM IPTG ซึง่
ท าหน้าทีเ่ป็น inducer ของ T7 promoter และ tac promoter ตามล าดบั เกบ็เซลลแ์บคทเีรยีมาท า
ใหผ้นงัเซลลแ์ตกโดยใชค้ลื่นเสยีงความถีส่งู และวเิคราะหก์ารสรา้งรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีโดย
แยกดว้ย SDS-PAGE พบว่าแบคทเีรยีสามารถผลติรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV ซึง่มี
ขนาดประมาณ 84, 60 และ 62 กโิลดาลตนั ตามล าดบั (ภาพประกอบ 22 แถวที่ 3, 6 และ 8 
ตามล าดบั ) โดยรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ IMNV-N ทีไ่ดจ้ะมโีปรตนี intein เชื่อมอยูท่าง
ปลาย C (IMNV-N-intein) ส่วนรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ IMNV-I และ IMNV-C ทีไ่ดจ้ะมี
โปรตนี GST เชื่อมอยูท่างปลาย N (GST-IMNV-I และ GST-IMNV-C) โดยทีแ่บคทเีรยี E. coli ทีไ่ม่
มพีลาสมดิจะไมพ่บโปรตนีดงักล่าว (ภาพประกอบ 22 แถวที่ 1) ส่วนแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ ์
BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ  pTYB1 จะมกีารแสดงออกของโปรตนี  intein ขนาด  55 กโิลดาลตนั  
(ภาพประกอบ 22 แถวที่ 2) และแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 จะมี
การแสดงออกของโปรตนี GST ขนาด 26 กโิลดาลตนั (ภาพประกอบ 22 แถวที ่5) 
 

การแยกรีคอมบิแนนทแ์คปซิดโปรตีนของ IMNV ให้บริสทุธ์ิ 

 จากการ แยก รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ  IMNV ใหบ้รสิุทธิโ์ดยน า  lysate ของ
แบคทเีรยี E. coli ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pTYB1-IMNV-N, pGEX-IMNV-I และ pGEX-IMNV-C  
แยกดว้ย 12% SDS-PAGE และแช่เจลใน 0.3 M KCl จะพบแถบโปรตนีเป็นสขีาวขุน่  จากนัน้ตดั
แถบเจลบรเิวณทีม่รีคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ IMNV ในแต่ละส่วน  แยกโปรตนีออกจากเจล
โดยแช่เจลใน 1% SDS ขา้มคนื ดงึโปรตีนออกจากเจลโดยผ่านกระแสไฟฟ้าที่  50 โวลตป์ระมาณ   
8 ชัว่โมง และน ามา dialysis ในน ้ากลัน่ เมือ่ท าโปรตนีให้เขม้ขน้ดว้ยเครือ่ง  vacuum concentrator 
แลว้น ามาแยก ดว้ย 12% SDS-PAGE พบว่าสามารถแยกโปรตนีทีม่คีวามบรสิุทธิ ์ ซึง่มนี ้าหนกั
โมเลกุลเท่ากบัรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV-N-intein, GST-IMNV-I และ GST-IMNV-C  
ซึง่มขีนาดประมาณ 84, 60 และ 62 กโิลดาลตนัตามล าดบั  (ภาพประกอบ 22 แถวที่ 4, 7 และ 9 
ตามล าดบั)  
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ภาพประกอบ 22 การแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนีของ IMNV น า lysate ของแบคทเีรยี และ 
รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีบรสิุทธิม์าแยกใน 12% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie 
brilliant blue R-250 

             แถวที ่1  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีไ่มม่พีลาสมดิ 
            แถวที ่2  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pTYB1 
            แถวที ่3  lysate ของแบคทเีรยี E. Coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่รีคีอมบแินนท์ 
     พลาสมดิ pTYB1-IMNV-N 
            แถวที ่4  รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV-N-intein ทีท่ าใหบ้รสิุทธิ ์
             แถวที ่5  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 
            แถวที ่6  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ  
       pGEX-IMNV-I  
            แถวที ่7  รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ GST-IMNV-I ทีท่ าใหบ้รสิุทธิ ์
            แถวที ่8  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ  
                        pGEX-IMNV-C 
  แถวที ่9  รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ GST-IMNV-C ทีท่ าใหบ้รสิุทธิ ์
   M    คอื โปรตนีมาตรฐาน  
   a     คอื โปรตนี intein ขนาด 55 กโิลดาลตนั 

  b     คอื โปรตนี IMNV-N-intein ขนาดประมาณ 84 กโิลดาลตนั 
  c     คอื โปรตนี GST ขนาด 26 กโิลดาลตนั 
  d     คอื โปรตนี GST-IMNV-I ขนาดประมาณ 60 กโิลดาลตนั 
  e     คอื โปรตนี GST-IMNV-C ขนาดประมาณ 62 กโิลดาลตนั 
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การผลิตและการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ IMNV 
 จากการน ารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ IMNV ทัง้สามส่วน (IMNV-N-intein, GST-
IMNV-I และ GST-IMNV-C) ทีท่ าให้บรสิุทธิ ์โดยโปรตนีทีไ่ดใ้นแต่ละส่วนมคีวามเขม้ขน้ ประมาณ 
400 ไมโครกรมั /มลิลิลติร มาฉีดใหห้นูขาวจ านวน  4 ตวั โดยฉีดรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ของ
IMNV ทีท่ าใหบ้รสิุทธิท์ ัง้สามส่วนในอตัราส่วนทีเ่ท่ากนัปรมิาณส่วนละ 10 ไมโครกรัม/ตวั พบว่าหนู
ขาวสามารถตอบสนองต่อ IMNV-N-intein และ GST-IMNV-C ไดทุ้กตวัในระดบัทีแ่ตกต่างกนั แต่ไม่
ตอบสนองต่อ GST-IMNV-I  โดยไดเ้ลอืกหนูตวัทีส่ามารถตอบสนองต่อรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี 
และกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตดิว้ยวธิ ีWestern blotting (ภาพประกอบ 23B) และต่อเชือ้  IMNV จาก
วธิ ี immunohistochemistry ที่ดทีี่สุดมาฉีดดว้ย รคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ IMNV ทัง้สาม
ส่วนผสมกบั complete Freund’s adjuvant อกีครัง้ก่อนการผลติเซลลไ์ฮบรโิดมา 3 วนั  จากการ
ผลติและท าการคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่อ  IMNV โดยวธิ ีdot blotting 
และ Western blotting พบว่าสามารถผลติ โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่อ  IMNV ได้
จ านวน 13 โคลน (ตาราง 5) ซึง่โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีไ่ด้ แบ่งออกเป็นสองกลุ่มคอื 1) จ าเพาะ
ต่อแคปซดิโปรตนี  IMNV-N จ านวน 8 โคลน  ดงันี้ คอื IMN1, IMN3, MN4, IMN6, IMN7, IMN10, 
IMN12, IMN13  2) จ าเพาะต่อแคปซดิโปรตนี IMNV-C จ านวน 5 โคลน ดงันี้คอื IMC1, IMC4, 
IMC6, IMC8, IMC10 โดยทั ้งสองกลุ่มสามารถจบักบั กุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติ ขนาด 106         
กโิลดาลตนั ไดด้ว้ยวธิ ีWestern blotting (ภาพประกอบ  23C และ 23D ตามล าดบั) และ dot 
blotting (ภาพประกอบ 24) 
 ส าหรบัการตรวจเชือ้ IMNV ในกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตโิดยวธิี  immunohistochemistry 
พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้สองกลุ่มสามารถจบักบัเชือ้ IMNV บรเิวณไซโตพลาสซมึของเซลล์
กลา้มเนื้อลาย  เหงอืก หวัใจ เนื้อเยือ่เกีย่วพนัรอบ ทางเดนิอาหารส่วนกลาง (midgut) และอวยัวะ
น ้าเหลอืง (lymphoid organ) ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตไิด้  (ภาพประกอบ 25) โดยไมม่ีปฏกิริยิา
ขา้มกบัองคป์ระกอบต่าง ๆ ในเนื้อเยือ่กุง้ปกติ   ซึง่โมโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN12 สามารถจบักบั
เชือ้ IMNV ไดช้ดัเจนทีสุ่ด โมโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN1, IMN3, IMN4, IMN6, IMN7, IMN10, 
IMN13 และ IMC1 สามารถจบั ได้ต ่ากว่าเลก็น้อย  ส่วนโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMC4, IMC6, 
IMC8, IMC10 สามารถจบักบัเชือ้ IMNV ไดต้ ่ากว่า IMC1 (ตาราง 5)  
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ภาพประกอบ 23 การตรวจสอบความจ าเพาะของแอนตซิรีมั และโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ดว้ยวธิี 
Western blotting โดยแยกโปรตนีดว้ย  12% SDS-PAGE และยอ้มเจลดว้ย Coomassie 
Brilliant blue R-250 (A) เจลอกีส่วนน ามาท า  Western blotting (B-D) โดยทดสอบกบัโพลี-       
โคลนอลแอนตบิอดทีี่ ถูกดดูซบัแอนตบิอดทีีเ่จอืปนก่อน  (preabsorption) ดว้ย lysate ของ
แบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pTYB1 และ แบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ ์
BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี intein และ GST ขนาด 55 และ 
26 กโิลดาลตนั ตามล าดบั (B) และทดสอบกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี IMN12 (C), IMC1 (D) 
 แถวที ่1  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pTYB1 

 แถวที ่2  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่รีคีอมบแินนท ์
     พลาสมดิ pTYB1-IMNV-N 
 แถวที ่3  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 
 แถวที ่4  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ 
      pGEX-IMNV-I 
 แถวที ่5  lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ 
      pGEX-IMNV-C 
  แถวที ่6  สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุง้ปกต ิ 
  แถวที ่7   สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ IMNV ตามธรรมชาต ิ
   M    คอื โปรตนีมาตรฐาน 
   a    คอื โปรตนี intein ขนาด 55 กโิลดาลตนั 
   b    คอื โปรตนี IMNV-N-intein ขนาดประมาณ 84 กโิลดาลตนั 
   c    คอื โปรตนี GST ขนาด 26 กโิลดาลตนั 
   d    คอื โปรตนี GST-IMNV-I ขนาดประมาณ 60 กโิลดาลตนั 
   e    คอื โปรตนี GST-IMNV-C ขนาดประมาณ 62 กโิลดาลตนั 
   f  คอื แคปซดิโปรตนีของ IMNV ขนาดประมาณ 106 กโิลดาลตนั 
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ภาพประกอบ 24 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี  โดยหยดโปรตนีชนิดต่างๆ  
ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลสประมาณ 1 ไมโครลติร /หยด และทดสอบดว้ย โมโนโคลนอล  
แอนตบิอดี (A) IMN12 และ (B) IMC1 ต่อเชือ้ IMNV ดว้ยวธิี dot blotting สารทีใ่ชท้ดสอบมี 
ดงันี้ 

   (1)   lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่พีลาสมดิ pTYB1  
             (2)   lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21(DE3) ทีม่รีคีอมบแินนท์ 
     พลาสมดิ pTYB1-IMNV-N 
             (3)   lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 
             (4)   lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนท์พลาสมดิ  
        pGEX-IMNV-I 
         (5)   lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ  
       pGEX-IMNV-C 
    (6)   สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุง้ปกติ  
             (7)   สารสกดัจากขาว่ายน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้  IMNV ตามธรรมชาต ิ
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ภาพประกอบ 25 การตรวจการตดิเชือ้  IMNV ในเนื้อเยือ่ชนิดต่างๆ ของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ดว้ยวธิี 
immunohistochemistry โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN12 (A) และ IMC1 (C) บรเิวณ 
เซลลก์ลา้มเนื้อลาย (1), เหงอืก (2), หวัใจ (3), เนื้อเยือ่เกีย่วพนัรอบทางเดนิอาหารส่วนกลาง  
(midgut) (4) และอวยัวะน ้าเหลอืง  (lymphoid organ) (5) พบ immunoreactivity บรเิวณ 
ไซโทพลาสซมึของ เนื้อเยือ่ ซึง่จะเหน็ตดิเป็นสนี ้าตาล , (B) ยอ้มดว้ยสี haematoxylin  และ 
eosin 
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การพิสจูน์คณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
จากการตรวจสอบ ความจ าเพาะดว้ย วธิ ี dot blotting และวธิี immunohistochemistry 

พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีุกโคลนทีผ่ลติไดไ้มม่ี ปฏกิริยิาขา้มกบัรคีอมบแินนทโ์ปรตนีของ 
WSSV (Chaivisuthangkura; et al. 2004: 359-363), TSV (Longyant; et al. 2008: 75-78), 
PemoNPV (Chaivisuthangkura; et al. 2008: 261-267), PstDNV (Sithigorngul; et al. 2009: 
126-132), YHV (Chaivisuthangkura; et al. 2008: 1-8) และ PmDNV (ชุตมิา ศรสีุข . 2551) เมือ่
ทดสอบดว้ยวธิ ี dot blotting (ภาพประกอบ 26) และไมม่ปีฏกิริยิาขา้มกบัองคป์ระกอบต่างๆ ของ
เชือ้ WSSV, TSV, PemoNPV, PstDNV, YHV และ PmDNV ในเนื้อเยือ่ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ตาม
ธรรมชาตเิมือ่ทดสอบดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry (ภาพประกอบ 27) 

เมือ่ตรวจสอบอพิโิทปของแอนตเิจนทีจ่บัโดยโมโนโคลนอลแอนตบิ อดโีคลนต่างๆ ดว้ยวธิ ี
indirect ELISA โดยน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทีจ่ าเพาะต่อ IMNV ในแต่ละส่วนทีต่อ้งการทดสอบ 
แต่ละโคลนมาผสมรวมกนั  พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีจ่ าเพาะต่อ IMNV-N จ านวน 8 โคลน     
ไดแ้ก่ IMN1, IMN3, IMN4, IMN6, IMN10, IMN12 และ IMN13 จบัอพิโิทปทีต่ าแหน่งเดยีวกนัหรอื
คาบเกีย่วกนั โดย IMN12 ให้ค่าการดดูกลนืแสงสงูสุด ในขณะที ่ IMN7 จบัอพิโิทปต่างจาก โคลน
อื่นๆ เนื่องจาก ผลรวม โมโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN7 กับโคลนอื่นๆ มีค่าการดดูกลนืแสงของ
ปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดเีพิม่ขึน้  เมือ่เทยีบกบัปฏิ กริยิาระหว่างแอนตเิจน กบั
แอนตบิอดีชนิดเดยีว (ภาพประกอบ 28)  ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีจ่ าเพาะต่อ IMNV-C 
จ านวน 5 โคลน ทุกโคลน มคีวามจ าเพาะต่ออพิโิทปเดยีวกนั  เนื่องจาก มคี่าการดดูกลนืแสงของ
ปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดมีกีารเพิม่ขึน้หรอืลดลงเพยีงเลก็น้อยเมือ่เทยีบกบัปฏกิริยิา
ระหว่างแอนตเิจน กบัแอนตบิอดีชนิดเดยีว  โดย IMC1 ใหค้่าการดดูกลนืแสง สงูสุด (ภาพประกอบ  
29) 

การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยวธิ ี sandwich ELISA 
โดยใช ้Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีัง้ 13 โคลนทีผ่ลติ
ไดเ้ป็น IgG โดยม ีsubclass เป็น IgG1, IgG2a, IgG2b และ light chain เป็น kappa (K) (ตาราง 5) 
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ภาพประกอบ 26 การทดสอบปฏกิริยิาขา้มระหว่างโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัรคีอมบแินนทโ์ปรตนี  
ของไวรสัต่างๆ(1) WSSV, (2) TSV, (3) PemoNPV, (4) PstDNV, (5) YHV และ (6) PmDNV 
โดยหยดรคีอมบแินนทโ์ปรตนี ต่างๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลสประมาณ  1 ไมโครลติร / 
หยด ดงัรายการขา้งล่างและทดสอบดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(A) IMN12, (B) IMC1 

  (1) lysate ของแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ์  BL21(DE3) ทีผ่ลติรคีอมบแินนท์ แคปซดิ 
   โปรตนี IMNV-N-intein 

 (2) lysate ของแบคทเีรยี  E. coli สายพนัธุ์  BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนท์ แคปซดิโปรตนี 
GST-IMNV-C  

 (3) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์M15 (pREP4) ทีผ่ลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี  
VP28 ซึง่เป็นโปรตนีส่วนเปลอืก (envelope) ของ WSSV (Chaivisuthangkura; et 
al.  2004: 359-363) 

            (4) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี VP3 ซึง่ 
เป็นแคปซดิโปรตนีของ TSV (Longyant; et al.  2008: 75-78) 

 (5) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี  polyhedrin 
(OBC) ของ PemoNPV (Chaivisuthangkura; et al.  2008: 261-267) 

       (6) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนท์แคปซดิโปรตนีของ 
PstDNV (Sithigorngul; et al. 2009: 126-132) 

          (7) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี gp116N 
ซึง่เป็นโปรตนีส่วนเปลอืกของ YHV (Chaivisuthangkura; et al.  2008: 1-8) 

 (8) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21 ทีผ่ลติรคีอมบแินนท์แคปซดิโปรตนีของ 
PmDNV (ชุตมิา ศรสีุข.  2551) 
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                (A)                                      (B)                                    (C) 
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ภาพประกอบ  27 การทดสอบ ปฏกิริยิาข้ ามของ โมโนโคลนอลแอนตบิอดี ดว้ยวธิ ี immunohisto- 
chemistry ในเนื้อเยือ่ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ไวรสัชนิดต่างๆ ตามธรรมชาติ ไดแ้ก่ (1) เหงอืกกุง้ทีต่ดิ
เชือ้ WSSV, (2) หวัใจกุง้ทีต่ดิเชือ้ TSV, (3) ตบักุง้ทีต่ดิเชือ้ PemoNPV, (4) epithelial cells 
ทีต่ดิเชือ้ PstDNV, (5) ตบักุง้ทีต่ดิเชือ้ YHV และ (6) ตบักุง้ทีต่ดิเชือ้ PmDNV โดยใช้โมโน
โคลนอลแอนตบิอดชีนิดต่างๆ ไดแ้ก่ (A) IMN12, (C) IMC1 หรอื(B) โมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ไวรสัต่างๆ (1B) W29 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ WSSV (Chaivisuthangkura; et al. 
2004: 359-363), (2B) TSV3-666 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ TSV (Longyant; et al.  2008: 75-78), 
(3B) MBV5-3H ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ PemoNPV (Boonsanongchokying; et al.  2006: 371-
376), (4B) IH1-5 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ PstDNV (Sithigorngul; et al.  2009: 126-132), (5B) 
Y19 ทีจ่ าเพาะต่อเชือ้ YHV (Sithigorngul; et al. 2002: 71-76) และ (6B) HPV3-3H ที่
จ าเพาะต่อเชือ้ PmDNV (ชุตมิา ศรสีุข.  2551) 
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MAbs 
IMNV-N 

IMN1 IMN3 IMN4 IMN6 IMN7 IMN10 IMN12 IMN13 

IMN1 0.6461 0.581 0.620 0.598 2.007 0.699 2.095 0.662 

IMN3  0.5781 0.581 0.485 1.964 0.739 2.114 0.630 

IMN4   0.5851 0.477 2.009 0.775 2.155 0.600 

IMN6    0.3361 1.993 0.748 2.169 0.484 

IMN7     1.8362 1.882 2.321 1.897 

IMN10      0.7951 2.136 0.777 

IMN12       2.1161 2.073 

IMN13        0.6171 

 
ภาพประกอบ  28 ผลการรวม โมโนโคลนอลแอ นตบิอดี จ าเพาะต่อ IMNV- N-intein  แสดงค่าการ  
      ดดูกลนืแสงของปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ดว้ยวธิ ีIndirect ELISA โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลน 
      ต่างๆ ทีจ่ าเพาะต่อชิน้ส่วนของ IMNV-N (ตวัเลขทีเ่หมอืนกนัหรอืต่างกนัเหนือค่า OD คอืโมโน 
      โคลนอลแอนตบิอดกีลุ่มต่างๆ ทีจ่บักบัอพิโิทปคาบเกีย่วกนัหรอือพิโิทปต่างกนั ตามล าดบั) 
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MAbs 
IMNV-C 

IMC1 IMC4 IMC6 IMC8 IMC10 

IMC1 0.3381 0.184 0.214 0.224 0.208 

IMC4  0.1431 0.145 0.137 0.184 

IMC6   0.1601 0.127 0.176 

IMC8    0.0901 0.153 

IMC10     0.1641 

 
ภาพประก อบ 29 ผลการรวม โมโนโคลนอลแอนตบิอดี จ าเพาะต่อ GST-IMNV-C แสดง ค่าการ  
      ดดูกลนืแสงของปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ดว้ยวธิ ีIndirect ELISA โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลน 
      ต่างๆ ทีจ่ าเพาะต่อชิน้ส่วนของ IMNV-C (ตวัเลขที่เหมอืนกนัหรอืต่างกนัเหนือค่า OD คอืโมโน 
      โคลนอลแอนตบิอดกีลุ่มต่างๆ ทีจ่บักบัอพิโิทปคาบเกีย่วกนัหรอือพิโิทปต่างกนั ตามล าดบั) 

 
การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการจบักบัรคีอมบแินนทแ์คปซดิ

โปรตนี ของ IMNV โดยวธิ ี dot blotting พบว่า  โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีี่ จ าเพาะต่อ IMNV-N 
(IMN7 และ IMN12) สามารถตรวจหารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีดว้ยความไว สงูสุดประมาณ 
1,000 นาโนกรมั /มลิลลิติร  (12 เฟมโตโมล /จดุ) (ภาพประกอบ 30) ในขณะที่ โมโนโคลนอล
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ IMNV-C (IMC1) สามารถตรวจหารคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีดว้ยความไว
สงูสุดประมาณ 100 นาโนกรมั/มลิลลิติร (1.5 เฟมโตโมล/จดุ) (ภาพประกอบ 31) 

จงึไดเ้ลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่ออพิโิทปต่างกนั  และมคีวามไว
สงูสุดคอื IMC1, IMN12 และ IMN7 มาท าการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติ บอดโีดยวธิ ี
dot blotting เปรยีบเทยีบกบัวธิ ีRT-PCR ในการตรวจหาเชือ้ IMNV จากกุง้ทีต่ดิเชื้ อตามธรรมชาติ  
โดยบ่มกบั (1) โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีต่ละโคลน  (2) โมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีม่อีพิโิทปต่างกนั
รว่มกนั  พบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีIMC1, IMN12 และ IMN7 สามารถตรวจหาเชือ้ IMNV จาก
กุง้ขาวที่ตดิเชือ้ตามธรรมชาตทิีเ่จอืจาง  1:80, 1:40 และ 1:160 ตามล าดบั  โดยทีเ่มือ่ใช้โมโน
โคลนอลแอนตบิอดี  IMC1 รว่มกบั IMN12 จะท าใหม้คีวามไวเพิม่มากขึน้ โดยสามารถตรวจหา เชือ้ 
IMNV จากกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตทิีเ่จอืจาง 1:160 ไดช้ดัเจนขึน้ (ภาพประกอบ 32) ในขณะที่
น าตวัอยา่งนี้ไปทดสอบดว้ยวธิี RT-PCR โดยตรงสามารถตรวจหาเชือ้ IMNV จากกุ้งขาวที่ตดิเชือ้
ตามธรรมชาตทิีเ่จอืจาง  1:1,000 ได้ (ภาพประกอบ 33) ดงันัน้การใช้ โมโนโคลนอลแอนตบิอดี        
3 ชนิดผสมกนัในวธิ ีdot blotting มคีวามไวต ่ากว่าวธิ ีRT-PCR ประมาณ 10 เท่า 
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ภาพประกอบ 30 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีจ่ าเพาะต่อ IMNV-N ดว้ยวธิี 
dot blotting โดยใช้โปรตนี IMNV-N-intein ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ถงึ 0.005 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 
( * แสดงความเจอืจางสงูสุดทีส่ามารถสงัเกตเหน็ได)้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 31 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีจ่ าเพาะต่อ IMNV-C ดว้ยวธิี 
dot blotting โดยใช้โปรตนี GST-IMNV-C ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ถงึ 0.005 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 
( * แสดงความเจอืจางสงูสุดทีส่ามารถสงัเกตเหน็ได)้ 
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ภาพประกอบ 32 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในการตรวจหาเชือ้ IMNV จากกุง้ที่ 

ตดิเชือ้ตามธรรมชาต ิ โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่ออพิโิทปแตกต่างกนั ดงัแสดง 
ในการจบักบั (a) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ทีม่รีคีอมบแินนท์   
พลาสมดิ pTYB1-IMNV-N, (b) lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีม่รีคีอมบิ-    
แนนทพ์ลาสมดิ pGEX-IMNV-C ซึง่เจอืจาง 1:100 ถงึ 1:256,000 และ (c) เชื้อ IMNV ทีส่กดั
ไดจ้ากขาว่ายน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติ ดว้ยวธิี dot blotting ซึง่เจอืจาง 1:2 ถงึ
1:640 โดยหยดแต่ละความเจอืจาง 1 ไมโครลติร/จดุ ( * แสดงความเจอืจางสงูสุดทีส่ามารถ
สงัเกตเหน็ได้ ) โดยจดุสุดทา้ยในคอลมัน์หยดดว้ย I = lysate ของแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์
BL21(DE3) ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ  pTYB1 (intein), G = lysate ของแบคทเีรยี E. coli 
สายพนัธุ ์BL21 ทีม่พีลาสมดิ pGEX-6P-1 (GST), U = สารสกดัจากกุง้ปกต ิ

 
 

  (A)          (B)         (C)           (D)         (E)           (F)         (G) 
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ภาพประกอบ 33 การทดสอบความไวในการตรวจหาเชือ้ IMNV ดว้ยวธิ ีRT-PCR จากกุง้ทีต่ดิเชือ้ตาม  
ธรรมชาติ  โดยท าการเจอืจาง เชือ้ IMNV ทีส่กดัไดจ้ากขาว่ายน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ตาม  
ธรรมชาติ ตัง้แต่ 10-1 ถงึ 10-6 ดว้ยสารสกดัจากกุง้ขาวปกต ิ โดยผลผลติของ PCR มขีนาด 
600 คู่เบส ( * แสดงความเจอืจางสงูสุดทีส่ามารถสงัเกตเหน็ได)้ 

   
  M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
  U คอื สารทีส่กดัไดจ้ากขาว่ายน ้าของกุง้ขาวทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาต ิ
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ตาราง 5 คุณสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อเชือ้ IMNV ทีผ่ลติได้ ซึง่ทดสอบโดยวธิ ี
dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry (IHC) 

 

MAbs 
(class) 

ความไวของการ
ตรวจหาแอนตเิจนโดย

วธิ ีdot blotting 
(เฟมโตโมล/จุด) 

การตรวจหา
แอนตเิจนโดยวธิ ี
Western blotting 

(สารสกดัจาก
เน้ือเยื่อของกุง้ขาว
ทีต่ดิเชือ้ IMNV ) 

IHC 

ปฏกิริยิาขา้ม
กบั WSSV, 

PmDNV, TSV,  
PemoNPV, 
YHV และ 
pstDNV 

จ าเพาะต่อ   
รคีอมบแินนท ์  

แคปซดิ
โปรตนี 

IMN7 
(IgG1) 

12 +++ ++ - IMNV-N 

IMN12 
(IgG2a) 

12 +++ +++ - IMNV-N 

IMN1, IMN3, 
IMN4, IMN6 

IMN10 
(IgG1) 

60 ++ ++ - IMNV-N 

IMN13 
(IgG2b) 

120 ++ ++ - IMNV-N 

IMC1 
(IgG1) 

1.5 +++ ++ - IMNV-C 

IMC4 
(IgG1) 

15 + + - IMNV-C 

IMC6 
(IgG2b) 

15 ++ + - IMNV-C 

IMC8 
(IgG2b) 

80 ++ + - IMNV-C 

IMC10 
(IgG1) 

80 + + - IMNV-C 

  
 หมายเหตุ       -     โมโนโคลนอลแอนตบิอดไีม่แสดงปฎกิริยิา 
                              +     โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีสดงปฎกิริยิาไดเ้ลก็น้อย 
                             ++     โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีสดงปฎกิริยิาไดช้ดัเจน 
                            +++     โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีสดงปฎกิริยิาไดช้ดัเจนมาก 



 

 

บทท่ี 5 
สรปุ อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
 จากการกระตุน้การแสดงออกของแคปซดิโปรตนีของ  IMNV สามารถผลติรคีอมบแินนท์
แคปซดิโปรตนีของ IMNV ไดท้ัง้สามส่วนคอื IMNV-N-intein, GST-IMNV-I และ GST-IMNV-C โดย
พบโปรตนีทีม่ขีนาดประมาณ 84, 60 และ 62 กโิลดาลตนั ตามล าดบั  พบว่าสามารถท าให้โปรตนีมี
ความบรสิุทธิ ์  โดยพบแถบของโปรตนี ทีเ่ป็นรคีอมบแินนทโ์ปรตนี เพยีงแถบเดยีวใน SDS-PAGE
เมือ่น าโปรตนีทีไ่ดม้าฉีดใหห้นูขาว และท าการทดสอบค วามจ าเพาะ ของแอนตซิรีมัทีไ่ด้ ต่อ             
รคีอมบแินนท์ แคปซดิโปรตนี ทัง้สามส่วน  และต่อ เชือ้  IMNV ในกุง้ทีต่ดิเ ชือ้ตามธรรมชาตโิดย วธิี
Western blotting และวธิ ีimmunohistochemistry   
 พบว่าหนูขาวสามารถตอบสนองต่อโปรตนี  IMNV-N-intein และ GST-IMNV-C ได้  โดย
แอนตซิรีมัที่ ไดน้ัน้สามารถจบั แถบรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี และแถบ โปรตนีขนาดเลก็ จ านวน
มาก  ซึง่เมือ่ทดสอบโดยใชโ้มโนโคลน อลแอนตบิอดทีีผ่ลติได้  พบว่าแถบโปรตนีขนาดเลก็จ านวน
มากเกดิจากรคีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนี ทีย่งัสรา้งไมส่มบรูณ์ เนื่องจากเหน็รปูแบบในการจบัแบบ
เดยีวกนักบัแอนตซิรีมั แต่หนูขาวนัน้ไม่สามารถตอบสนอง ต่อ GST-IMNV-I  ซึง่คาดว่าอาจเกดิจาก
แอนตเิจนในส่วนน้ีมคีวามเป็นอมิมโูนเจนต ่ากว่าในส่วนอื่นๆ   
 จากนัน้ จงึได้เลอืกหนูทีต่อบสนอ งดทีีสุ่ดมาผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี พบว่าสามารถ  
ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ได้ทัง้หมด 13 โคลนโดย แบ่งออกเป็นสองกลุ่ม  คอื 1) จ าเพาะต่อ 
IMNV-N จ านวน 8 โคลน ดงันี้คอื IMN1, IMN3, IMN4, IMN6, IMN7, IMN10, IMN12, IMN13 และ 
2) จ าเพาะต่อ IMNV-C จ านวน 5 โคลน ดงันี้คอื IMC1, IMC4, IMC6, IMC8, IMC10 โดยทัง้สอง
กลุ่มสามารถจบักบั  IMNV ในกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาติ ดว้ยวธิี dot blotting และจบักบัแคปซดิ
โปรตนีของเชือ้ IMNV ขนาด 106 กโิลดาลตนั ไดด้ว้ยวธิี Western blotting อกีทัง้สามารถตรวจเชือ้ 
IMNV โดยวธิี  immunohistochemistry ได้  โดยพบการตดิเชือ้ บรเิวณไซโตพลาสซมึ ของเซลล์
กลา้มเนื้อลาย  เหงอืก หวัใจ เนื้อเยือ่เกีย่วพนัรอบ ทางเดนิอาหารส่วนกลาง  (midgut) และอวยัวะ
น ้าเหลอืง (lymphoid organ) โดยไมม่ปีฏกิริยิาขา้มกบัองคป์ ระกอบต่างๆ ของเนื้อเยือ่กุง้ปกตหิรอื
เชือ้ WSSV, TSV, PemoNPV, PstDNV, YHV และ PmDNV ในเนื้อเยือ่ของกุง้ทีต่ดิเชือ้ตาม
ธรรมชาต ิ 
 จากการทดสอบคุณสมบตัต่ิางๆ ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติได้  พบว่า โมโน
โคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ  IMNV-N ม ี 2 โคลนที่จบักบัอพิโิทปต่างกนัและมคีวามไวสงูสุด
ใกลเ้คยีงกนัคอื IMN7 และ IMN12 ในขณะทีโ่มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ  IMNV-C ทีผ่ลติ
ไดท้ัง้หมดมอีพิโิทปเดยีวกนั  โดย IMC1 มคีวามไวสงูสุดเมือ่ทดสอบดว้ยวธิ ี indirect ELISA และวธิ ี
dot blotting  ซึง่พบว่าคุณสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทีผ่ลติไดแ้ละมคีวามไวสงูสุด 3 โคลน 
ไดแ้ก่ IMN7, IMN12 และ IMC1 มคีวามสามารถในการตรวจสอบเชือ้ IMNV ได้แตกต่างกนัในแต่ละ
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วธิกีาร  โดย IMN12 สามารถจบักบัอวยัวะทีต่ดิเชือ้ในกุง้ ดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry ไดช้ดัเจน
กว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี โคลนอื่นๆ แต่เมือ่ ทดสอบการตรวจเชือ้  IMNV ในกุง้ทีต่ดิเชือ้ตาม
ธรรมชาตดิว้ยวธิ ีdot blotting พบว่า IMN7 มคีวามไวสงูกว่า IMC1 และ IMN12 ตามล าดบั ในขณะ
ทีเ่มือ่ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการจบักบัรคีอมบแินนทโ์ปรตนีพบว่า IMC1 มี
ความไวสงูสุด  
 จากความสามารถในการตรวจสอบเชือ้ IMNV ไดแ้ตกต่างกนั อาจเนื่องมา จาก โมโน
โคลนอลแอนตบิอดแีต่ละชนิด จบักับแอนตเิจนในรปูแบบทีแ่ตกต่างกนั โดย IMN12 และ IMN7
สามารถจบัแอนตเิจนในสภาพปกต ิ(native form) โดย IMN12 จบักบัอพิโิทปของแคปซดิโปรตนีทีม่ ี
conformation เดมิของโปรตนีภายในเน้ือเยือ่ ไดด้ทีีสุ่ด  เนื่องจากในขัน้ตอนกา รทดสอบดว้ยวธิี
immunohistochemistry จะผ่านขบวนการในการเตรยีมเนื้อเยือ่เช่น การท าใหเ้นื้อเยือ่คงรปูดว้ย
ฟอรม์าลนิ (formalin fixed) ท าใหร้กัษาสภาพของโครงสรา้งเดมิของไวรสั ไว้ได ้ในขณะที่  IMN7
สามารถจบักบัโครงสรา้งของแคปซดิโปรตนีในรปูแบบปฐมภมูหิรอืทุตยิภมู ิ ทีไ่ด้จากการสกดัดว้ย
Triton X-100 เมือ่ตรวจหาเชือ้ IMNV จากกุง้ทีต่ดิเชือ้ตามธรรมชาตดิว้ยวธิ ี dot blotting อาจท าให้
โครงสรา้งหลกัเปลีย่นแปลงไป และเป็นสาเหตุท าให ้IMN12 มคีวามไวต ่าลงเนื่องจาก conformation
ของโปรตนีตามธรรมชาตแิตกต่างไปจากเดมิ 
 ในขณะที ่ IMC1 จบักบัแอนติเจนในรปูเสยีสภาพ (denatured form) หรอืจบักบัโครงสรา้ง
ของแคปซดิโปรตนีในรปูแบบปฐมภมูิ ไดด้ทีีสุ่ด เนื่องจากรคีอมบแินนท์ โปรตนีเมือ่ผ่านการเตรยีม
โดย SDS จะท าหน้าทีใ่นการตดัพนัธะไดซลัไฟด ์ (disulfide-bond) ทำให้แอนตเิจนเสยีสภาพอยู่ใน 
รปูปฐมภมูิ แต่อยา่งไรกต็าม IMC1 สามารถจบักบัแอนตเิจนดว้ยวธิ ี immunohistochemistry ได้
ดว้ย อาจเป็นเพราะจบัไดด้ทีัง้ แอนตเิจนตามธรรมชาต ิ (natural antigen) และรคีอมบแินนทโ์ปรตนี
ในบรเิวณอพิโิทปทีไ่มต่่างกนัมาก 

เมือ่ท าการทดสอบ ความไวในการจบักบัแอนตเิจนโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่ ี     
อพิโิทปต่างกนัรว่มกนัโดยเปรยีบเทยีบกบัวธิ ี RT-PCR แม้ว่าจะไมเ่หน็ความแตกต่างเมือ่ใช ้ IMN7 
ทีม่คีวามไวสู งสุดรว่มกบั  IMN12 และ IMC1 ในการตรวจหาเชือ้ IMNV ดว้ยวธิ ี dot blotting แต่
พบว่าเมือ่ใช ้ IMN12 รว่มกบั IMC1 สามารถตรวจพบเชือ้ IMNV ไดโ้ดยมคีวามไวเพิม่ขึน้จากการ  
ใช้ IMN12 เพยีงตวัเดยีว 4 เท่า และเพิม่ขึน้จากการใช ้ IMC1 เพยีงตวัเดยีว 2 เท่า เนื่องจาก เมือ่
ตวัอยา่งกุง้ผ่านขัน้ตอนในการสกดัท าใหไ้ดร้ปูแบบอพิโิทปทีโ่ครงสรา้งหลากหลาย โมโนโคลนอล
แอนตบิอดทีัง้สองโคลนนัน้จบักบัอพิโิทปของแอนตเิจนที่ ต าแหน่งต่างกนั จงึเพิม่ความไวในการ
ตรวจสอบไดส้งูขึน้ แต่ถงึอยา่งไรกต็ามความไวทีเ่พิม่ขึน้เมือ่ใช ้ IMN12 หรอื IMC1 รว่มกบั IMN7 ก็
พบว่ามคีวามไวใกลเ้คยีงกบัการใช ้ IMN7 เพยีงตวัเดยีวเท่านัน้  อาจเกดิจากความไวทีเ่พิ่ มขึน้นัน้มี
ปรมิาณไม่สงูมากพอที่จะสงัเกตเหน็ไดด้ว้ยวธิ ีdot blotting ซึง่การตรวจสอบดว้ยเทคนิคอื่นๆ อาจ
ตรวจจบัความไวได้ มากกว่าเช่น การท า ELISA เนื่องจากมกีารขยายสญัญาณและตรวจสอบจาก
เครือ่ง microplate reader โดยพบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดเีมือ่ใชร้ว่มกนันัน้มคีวามไวสงูสุดใน
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การตรวจการตดิเชือ้ IMNV ในกุง้เท่า กบั 1:160 เท่า  ในขณะที่ เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวธิ ี RT-PCR 
มคีวามไว 1:1,000 เท่า จะเหน็ไดว้่าวธิ ีRT-PCR มคีวามไวมากกว่าประมาณ 10 เท่า 

ซึง่การทดสอบความไวในการตรวจการตดิเชือ้ดว้ยวธิ ี RT-PCR นัน้  ในการเตรยีม
ตวัอยา่งกุง้ทีส่กดัดว้ย 0.1% Triton X-100 อาจท าใหไ้ดก้รดนิวคลอีกิในปรมิาณน้อยกว่าการใชชุ้ด 
สกดั ท าใหใ้นผลการทดลองมคีวามไวต ่ากว่าทีค่วรจะเป็น แต่ในการทดสอบเปรยีบเทยีบดว้ยวธิ ี dot 
blotting และ RT-PCR จ าเป็นตอ้งใช้ตวัอยา่งทีผ่่านขบวนการ เตรยีมดว้ยวธิีเดยีวกนั เพื่อลดความ
ล าเอยีงทีอ่าจจะเกดิขึน้ไดใ้นแต่ละวธิทีีใ่ชใันการทดสอบ 
 จากการศกึษานี้พบว่า การใชร้คีอมบแินนทแ์คปซดิโปรตนีของ เชือ้ IMNV เป็นแอนตเิจน
เพื่อใชใ้นการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดมีปีระโยชน์อยา่งมาก  เนื่องจากสามารถผลติ โมโน
โคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่อเชือ้ IMNV ส่วนต่างๆ ได ้และไมเ่กดิปฏกิริยิาขา้มกบัเนื้อเยื่อ
ของกุง้ปกตหิรอืเชือ้ไวรสักุง้ชนิดอื่นๆ  โดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีผ่ลติไดส้ามารถ เลอืก    
น า ไปใชใ้นการตรวจการตดิเชือ้ IMNV ใหเ้หมาะสมกบัวธิทีีต่อ้งการตรวจสอบ ได้ เช่น ในวธิี 
immunohistochemistry  อาจเลอืกใช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดี  IMN12 ซึง่มคีวามแรง (affinity) ใน
การจบักบัแอนตเิจนสงูสุด แทนที่วธิ ีin situ hybridization (Tang; et al. 2005:  261–265) ซึง่
สามารถใหผ้ลเช่นเดยีวกนั 

ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี IMN7 ซึง่มคีวามไวสงูสุดในการตรวจเชือ้ IMNV ดว้ยวธิ ี
dot blotting นัน้อาจสามารถน าไปใช้ พฒันาชุดตรวจไวรสัแบบงา่ย เช่น immunochromatographic 
strip test เช่นเดยีวกบัชุดตรวจ เชือ้ WSSV (Sithigorngul; et al.  2006: 101-106), Vibrio harveyi 
(Sithigorngul; et al.  2007: 256-264) และ YHV (Sithigorngul; et al.  2007: 193-199) ดว้ยวธิ ี
sandwich ELISA โดยอาจใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอด ี IMN7 รว่มกบั IMC1 หรอื IMN12 โดยใช้   
โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี IMC1 หรอื IMN12 เชื่อมกบั colloidal gold และใช ้IMN7 เป็นแอนตบิอดี
บรเิวณ test line (ภาพประกอบ 35) อาจท าใหม้คีวามไวในการตรวจมากขึน้  เช่นเดยีวกบั ผลของ
ชุดตรวจ เชือ้ WSSV ทีใ่ชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอด ี W29 ทีจ่ าเพาะต่อโปรตนีส่วนเปลอืก VP28 
เชื่อมกบั colloidal gold เป็นแอนตบิอดทีีส่ามารถตรวจหาการตดิเชือ้ WSSV ไดอ้ยา่งจ าเพาะและมี
ความไวในการตรวจหาเชือ้สงูกว่าการใชว้ธิ ี dot blotting 4 เท่า แต่ยงัคงมคีวามไวต ่ากว่าวธิี  1-step 
PCR แต่อยา่งไรกต็ามชุดตรวจนัน้สามารถใชใ้นการตรวจยนืยนัการตดิเชือ้ไวรสัในกุง้ทีเ่ลีย้งในบ่อที่
มกีารระบาดของโรคตวัแดงดวงขาวได ้(Sithigorngul; et al.  2006: 101-106) 
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ภาพประกอบ 34 แนวทางการพฒันาชุดตรวจไวรสัแบบงา่ย (strip test) ต่อเชือ้ IMNV 
 
ดงันัน้ชุดตรวจไวรสัแบบงา่ย จงึสามารถน ามาใชเ้ป็นเครือ่งมอืใ นการตรวจหาการตดิเชือ้

ไวรสั และแบคทเีรยีไดง้า่ยกว่าเมือ่เทยีบกบัการใชว้ธิทีางวทิยาภมูคิุม้กนัอื่นๆ เช่น dot blotting หรอื 
Western blotting เนื่องจากชุดตรวจมคีวามจ าเพาะ ใชง้านงา่ย  และรวดเรว็  โดยใชเ้วลาเพยีง 15 
นาท ี(Sithigorngul; et al.  2007: 256-264) ท าให้สามารถตรวจสอบการตดิเชือ้ไวรสัและแบคทเีรยี
ในกุง้ทีเ่ลีย้งภายในฟารม์กุง้ไดอ้ยา่งทนัท่วงท ี 

ถงึแมว้่าในปจัจบุนัยงัไมม่รีายงานการตดิเชือ้ IMNV ในประเทศไทยแต่การเฝ้าระวงัโรค ที่
เกดิจากเชือ้ไวรสัชนิดน้ีจะเป็นประโยชน์ใหส้ามารถป้องกนัและควบคุมเชือ้ไวรสัชนิดน้ีไมใ่ห้ มกีาร
ระบาดหรอืสรา้งความเสยีหายรนุแรง ในประเทศไทย ได้ จงึคาดว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทีม่ ี
ความจ าเพาะต่อแคปซดิโปรตนีของ  IMNV ทีผ่ลติไดน้ี้จะสามารถพฒันาเป็นชุดตรวจไวรสัแบบงา่ย  
เพื่อเป็นทางเลอืกในการตรวจการตดิเชือ้  IMNV และลดความสญูเสยีทีจ่ะเกดิขึน้ หรอือาจใชใ้นการ
เฝ้าระวงัการตดิเชือ้ไวรสัชนิดน้ีในกุง้ต่อไปในอนาคต 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 

 

1. LB broth    

Tryptone 5.0  กรมั 

Yeast-extract 2.5  กรมั 

NaCl 5.0  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 500.0  มลิลลิติร 
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บฟัเฟอรแ์ละสารเคมี 

 

1. 100 mM IPTG 

IPTG  238.0  มลิลกิรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 10.0  มลิลลิติร 

2. Buffer B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea pH 6.3) 

NaH2PO4 1.38  กรมั 

Tris-HCl (ปรบั pH 6.3) 0.12  กรมั 

Urea 48.05  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 100.0  มลิลลิติร 

3. 100 mM PMSF 

PMSF 17.4  มลิลกิรมั 

Isopropanol 1.0  มลิลลิติร 

4. 0.15 M Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 

NaCl 8.00  กรมั 

KCl 0.20  กรมั 

KH2PO4 0.20  กรมั 

Na2HPO4 1.15  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000.00  มลิลลิติร 

5. 5% Blotto 

นมพรอ่งมนัเนย (Skimmed milk) 5.0  กรมั 

PBS 100.0  มลิลลิติร 

1% Merthiolate (Sigma) 1.0  มลิลลิติร 

Triton X-100 (Sigma)  0.1  มลิลลิติร 

6. 1% Merthiolate   

Thimerosal (Sigma) 1.0  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 100.0  มลิลลิติร 

7. 1 M KCl 

KCl 7.46  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000.00  มลิลลิติร 

8. 1% SDS 

SDS 1.0  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 100.0  มลิลลิติร 
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สารเคมีสาํหรบัใช้ในการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 

 

1. RPMI medium 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)  10.4000  กรมั 

D-glucose (Sigma) 3.6000  กรมั 

L-glutamine (Sigma) 0.2923  กรมั 

C3H3O3Na 1.1005  กรมั 

NaHCO3 2.0160  กรมั 

HEPES 5.9525  กรมั 

Penicillin G 20,000.0000  units 

Streptomycin 200.0000  มลิลกิรมั 

น้ํากลัน่ (Milli Q water) 1,000.0000  มลิลลิติร 

กรองดว้ย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร 

2. 20% Fetal bovine serum   

RPMI medium 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 

เมด็เลอืดแดงจากหนูเมาสเ์ขม้ขน้ 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 3.0  มลิลลิติร 

5. 12% Dimethylsulfoxide    

Dimethylsulfoxide (Sigma) 12.0  มลิลลิติร 

RPMI medium 88.0  มลิลลิติร 
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สารเคมีสาํหรบั 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 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 200.0  มลิลลิติร 

1.2 4X Running gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 36.3  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 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 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 50.0  มลิลลิติร 

ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NaOH 

1.4 10% SDS     

sodium dodecyl sulfate 50.0  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 500.0  มลิลลิติร 

1.5 แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟตเขม้ขน้ 10% 

แอมโมเนียมเปอรซ์ลัเฟต 0.1  กรมั 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 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 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 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 

น้ํากลัน่ 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 

น้ํากลัน่ 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 

น้ํากลัน่ 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 

น้ํากลัน่ 4,000.0  มลิลลิติร 

4. สารละลายย้อมสีโปรตีน และล้างสีย้อมส่วนเกิน 

4.1 สารละลายยอ้มสโีปรตนี (Coomassie blue) 

4.1.1 Stain stock (1% Coomassie blue R-250) 

Coomassie blue R-250 1.0  กรมั 

น้ํากลัน่ 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 

น้ํากลัน่ 500.0  มลิลลิติร 
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4.2 สารละลายลา้งสยีอ้มสว่นเกนิ 

4.2.1 Destain 1 

Methanol 500.0  มลิลลิติร 

Glacial acetic acid 100.0  มลิลลิติร 

น้ํากลัน่ 1,000.0  มลิลลิติร 

4.2.2 Destain 2 

Methanol 50.0  มลิลลิติร 

Glacial acetic acid 70.0  มลิลลิติร 

น้ํากลัน่ 1,000.0  มลิลลิติร 

5. Towbin transfer buffer pH 8.8  

Tris 3.0  กรมั 

Glycine 14.4  กรมั 

Methanol 200.0  มลิลลิติร 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000.0  มลิลลิติร 

6. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma) ประกอบด้วย 

β-Galactosidase, Escherichia coli 116.0  กโิลดาลตนั 

Phosphorylase b, rabbit muscle 97.0  กโิลดาลตนั 

Albumin, bovine serum 66.0  กโิลดาลตนั 

Ovalbumin, chicken egg 45.0  กโิลดาลตนั 

Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 29.0  กโิลดาลตนั 
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สารเคมีสาํหรบัใช้ในการตรวจสอบ 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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สารเคมีสาํหรบั ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 

 

1. 0.1 M Citrate buffer, pH 4.5 

Sodium citrate 29.4  กรมั 

1% Merthiolate 10.0  มลิลลิติร 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000.0  มลิลลิติร 

ปรบั pH ดว้ย 0.1 N HCl    

2. 1 N H2SO4 

H2SO4 (conc.) 27.0  มลิลลิติร 

เตมิน้ํากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000.0  มลิลลิติร 
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สารเคมีสาํหรบั immunohistochemistry 

 

1. coated slide solution 

Gelatin 1.0  กรมั 

CrK(SO4)2.12H2O 50.0  มลิลกิรมั 

น้ํากลัน่ 100.0  มลิลลิติร 

2. Davidson’s fixative 

95% ethanol 30.0  มลิลลิติร 

100% formalin 20.0  มลิลลิติร 

Glacial acetic acid 10.0  มลิลลิติร 

น้ํากลัน่ 30.0  มลิลลิติร 

3. Calf serum 10% (P1
+) 

Calf serum 10.0  มลิลลิติร 

PBS 100.0  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 

น้ํากลัน่ 400.0  มลิลลิติร 

5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 

Eosin Y 0.2  กรมั 

95% ethanol 100.0  มลิลลิติร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวติัย่อผู้วิจยั 
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ประวติัย่อผู้วิจยั 
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