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 ครัสทินเป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีพบในระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ ง มีหน้าท่ีในการป้องกนัการติด
เชือ้จากจลุชีพตา่งๆ โดยในงานวิจยัก่อนหน้านีย้งัไมมี่การศกึษาเก่ียวกบัครัสทินชนิด 1 (carcininPm2) 
จากกุ้ งกุลาด า (Penaeus monodon) และครัสทินชนิดท่ี 2 (LvcrustinA) ท่ีขาดบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน 
Cysteine อยู่มาก (Cys-rich) จากกุ้ งขาว (Litopenaeus vannamei) งานวิจัยนีจ้ึงสนใจผลิตโปรตีน
ลู ก ผ ส ม ข อ ง  carcininPm2 (rcarcininPm2) แ ล ะ บ ริ เ วณ โ ด เ ม น  WAP ข อ ง  carcininPm2 
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parahaemolyticus (AHPND)  แต่  rcarcininPm2_WAP ไม่พบฤท ธ์ิ ในการ ต้านจุล ชีพ  ส าห รับ 
rLvcrustinA มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus  
นอกจากนีเ้ม่ือน า rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP ไปทดสอบการจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของ
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caicininPm2 และ LvcrustinA น่าจะเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้ มกันของกุ้ งต่อการรุกรานของเชือ้
แบคทีเรีย 
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Crustins are antimicrobial peptides that are found in shrimp immune system. Their 

function is to defense the shrimp against the microbial infection. In previous studies, a type-I 

crustin (carcininPm2) from the black tiger shrimp (Penaeus monodon) and a new type-II 

crustin (LvcrustinA) lacking the Cystein-rich ( Cys-rich)  region in the whiteleg shrimp 

(Litopenaeus vannamei) have never been explored. In this study, three recombinant proteins, 

carcininPm2 (rcarcininPm2) and its WAP domain (rcarcininPm2_WAP) and LvcrustinA 

(rLvcrustinA), were produced in Escherichia coli system in order to determine antimicrobial 

activities. From the nucleotide and amino acid sequences, the carcininPm2, 

carcininPm2_WAP and LvcrustinA gene contains an open reading frame of 336, 246 and 519 

bps encoding 111, 81 and 172 amino acid residues, respectively. From the results of the 

antimicrobial activity, the rcarcininPm2 presented growth inhibition against Vibrio harveyi 639 

and Vibrio parahaemolyticus (AHPND) . However, the rcarcininPm2_WAP was not found the 

antimicrobial activity. In term of the antimicrobial activity of the rLvcrustinA, it was active 

against Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. In addition, the binding properties of  

bacterial membranes, the agglutination activity and antiviral activity against white spot 

syndrome virus (WSSV) and yellow head virus (YHV) was tested with rcarcininPm2. The results 

showed that it was not found in the activities. However, the carcininPm2 and the LvcrustinA 

were probably involved in shrimp immune system against the bacteria. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์นีส้ าเร็จได้ด้วยดี เน่ืองจากผู้ วิจยัได้รับความกรุณาและการให้ค าปรึกษาแนะ
แนวทางจากผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุเชาวน์ ดอนพุดซา ประธานกรรมการควบคุมปริญญานิพนธ์ 
ผู้วิจยัรู้สกึซาบซึง้และขอกราบขอบพระคณุในความกรุณาไว้ ณ ท่ีนี ้
 ขอกราบขอบพระคณุ ดร. เปรมฤทยั สุพรรณกลู ท่ีให้ความกรุณาในการเป็นประธานในการ
สอบปากเปลา่ปริญญานิพนธ์ และผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.นวลลออ รัตนวิมานวงศ์ ท่ีให้ความกรุณาใน
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คณิตศาสตร์ (สควค.) โดยสถาบนัส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สสวท.) ส าหรับการ
สนบัสนนุทนุการศกึษา 
 ขอขอบคณุนางสาวสวุฒันา วิเศษนนัท์ นกัวิจยัในศนูย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านอณูชีววิทยา
และจีโนมกุ้ ง จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในการชว่ยเหลือในการให้ค าปรึกษาและแนะน าการทดลองใน
งานวิจยันี ้
 ขอขอบคุณกัลยาณมิตรทุกท่านท่ีอยู่เคียงข้างกันเสมอมาทัง้ในยามทุกข์และสุข คอยให้
ก าลงัใจ และความชว่ยเหลือเป็นอยา่งดีตลอดมา 
 ท้ายสดุผู้วิจยัขอขอบพระคณุบดิามารดา และสมาชิกครอบครัวทกุทา่น ท่ีให้ความอนเุคราะห์
สนบัสนนุด้านการศึกษาและเป็นก าลงัใจตลอดมา คณุคา่และประโยชน์ของปริญญานิพนธ์ฉบบันี ้ขอ
มอบเป็นเคร่ืองบูชาพระคณุบิดามารดา และครูอาจารย์ทุกท่านท่ีได้อบรมสั่งสอนประสิทธ์ิประสาท
ความรู้ทัง้ปวงแก่ผู้วิจยั 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

 

 

ภูมิหลงั 
 กุ้ ง เป็นสินค้ำส่งออกท่ีมีควำมส ำคญัทำงเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยเฉพำะกุ้ งกุลำด ำ 
และกุ้ งขำว จำกภำพประกอบ 1 จะเห็นได้ว่ำมลูคำ่กำรส่งออกของกุ้งทัง้สองชนิดลดลงเป็นอย่ำงมำก 
(ส ำนกังำนเศรษฐกิจกำรเกษตร .  2561: ออนไลน์) เน่ืองจำกได้มีโรคระบำดแพร่เข้ำมำภำยในประเทศ
ไทย สง่ผลให้กุ้งเกิดกำรติดเชือ้และตำยในท่ีสดุ เหตกุำรณ์ในครัง้นัน้สง่ผลกระทบต่อกำรเพำะเลีย้งกุ้ ง
อย่ำงมำก เกษตรกรจึงเร่ิมหนัมำใช้ยำปฏิชีวนะในกำรควบคมุโรคระบำดต่ำง ๆ  ซึ่งอำจจะส่งผลให้มี
สำรตกค้ำงอยู่ในน ำ้และดิน ท ำให้เชือ้จลุชีพตำ่ง ๆ ท่ีอยู่ในสิ่งแวดล้อมดือ้ยำเพ่ิมขึน้จนไมส่ำมำรถใช้ยำ
ปฏิชีวนะในกำรควบคุมโรคได้ (ชะลอ ลิม้สุวรรณ ; และ พรเลิศ จันทร์รัชชกูล.  2547: 19; วีณำ จิ
รัตฐิวรุตม์กุล.  2550: 26) นอกจำกนีโ้รคระบำดบำงชนิดยังส่งผลให้กุ้ งมีกำรเจริญเติบโตท่ีผิดปกติ  
สง่ผลให้ขนำดของกุ้งกลุำด ำไม่ได้มำตรฐำน หรือตำยก่อนถึงเวลำโตเตม็วยั (อนชิุต ธนะวดี.  2554: 1-
3)  
 

 
 
ภำพประกอบ 1 มลูค่ำกำรส่งออกของกุ้ งกุลำด ำและกุ้งขำว (ส ำนักงำนเศรษฐกิจกำรเกษตร .  2561: 
ออนไลน์) 
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 ดังนัน้ปัญหำหลักอย่ำงหนึ่งของกำรเพำะเลีย้งกุ้ งคือ กำรเกิดโรคระบำดในกุ้ งท่ีท ำให้กำร
ส่งออกกุ้ งลดลง ซึ่งโรคระบำดท่ีมกัพบในกำรเพำะเลีย้งกุ้ งคือ โรคท่ีเกิดจำกไวรัส เช่น  โรคท่ี เกิดจำก
ไวรัสตวัแดงดวงขำว (white spot syndrome virus, WSSV) ท ำให้กุ้ งมีลกัษณะเป็นดวงขำวท่ีบริเวณ
เปลือก โดยเฉพำะบริเวณส่วนหวัและส่วนหำง และโรคท่ีเกิดจำกไวรัสหวัเหลือง (yellow head virus, 
YHV) กุ้ งท่ีเป็นโรคนีล้ ำตวัจะซีด และบริเวณส่วนหวัจะมีสีเหลือง เน่ืองจำก hepatopancreas มีสีเข้ม
ขึน้ เพรำะ hepatopancreas ถกูท ำลำยด้วยไวรัส YHV  นอกจำกนีม้ีโรคระบำดท่ีเกิดขึน้จำกแบคทีเรีย 
ซึ่งส่วนใหญ่จะเกิดจำกแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio spp. เช่น โรคแบคทีเรียเรืองแสง  เกิดจำกเชือ้ Vibrio 
harveyi  ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียชนิดนีส้ำมำรถเกิดปฏิกิริยำท่ีให้สำรท่ีมีแสงสีเขียวแกม
เหลือง ท ำให้เรืองแสงได้ในท่ีมืด เมื่อมีแบคทีเรียชนิดนีม้ำกเกินไป จะท ำให้ hepatopancreas ของกุ้ง
ถูกท ำลำย ท ำให้ไม่สำมำรถย่อยและเก็บสำรอำหำรได้ตำมปกติ (ชลอ ลิม้สวุรรณ ; และ พรเลิศ จันทร์
รัชชกูล .  2547: 197-203)  และโรคตำยด่วน (early mortality syndrome, EMS)  เ กิดจำก Vibrio 
parahaemolyticus (AHPND) ซึ่งสำมำรถท ำให้เกิดโรคได้ ผลให้ hepatopancreas ของกุ้ งถูกท ำลำย
อย่ำงรุนแรง ส่งผลให้กุ้ งตำยจนกระทั่งหมดบ่อ (ศนูย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภำพแห่งชำติ  
ส ำนักงำนพัฒนำวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีแห่งชำติกระทรวงวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี.  2560: 
ออนไลน์) 
 โรคระบำดเหล่ำนีล้้วนแล้วแต่ท ำให้ปริมำณกำรเพำะเลีย้งกุ้ งลดลง ซึ่งส่งผลโดยตรงต่อ
เศรษฐกิจของประเทศไทย จึงได้มีกำรศึกษำเพ่ือหำแนวทำงแก้ไข ป้องกัน และเพ่ิมผลผลิตของกุ้ง ใน
ไทย ทัง้กำรศกึษำเร่ืองปัจจยัด้ำนสิ่งแวดล้อมในกำรเพำะเลีย้งกุ้ง (สิริ เอกมำหำรำช.  2548: 1-48) กำร
ใช้จุลชีพกลุ่ม Bacillus spp. เพ่ือเพ่ิมผลผลิตในกำรเพำะเลีย้งกุ้ งได้สงูขึน้ (เจริญ เริงหทัยธรรม ; และ
ชนินทร์ แสงรุ่งเรือง.  2548: 1-28) กำรพฒันำวิธีกำรตรวจสอบโรคตำ่ง ๆ เพ่ือเพ่ิมควำมไวในกำรตรวจ
โรค (อรรคพล วณิกสมับนั.  2556: 56-59) และอีกแนวทำงหนึ่งคือ กำรศกึษำเก่ียวกบัระบบภมูิคุ้มกัน
ของกุ้ง (Tassanakajon; el al.  2013: 954-967) 
 ในงำนวิจัยนีผู้้ วิจัยจะศึกษำเก่ียวกับระบบภมูิคุ้มกันของกุ้ง โดยระบบภมูิคุ้มกันจะท ำให้กุ้ง
สำมำรถมีชีวิตรอดจำกกำรได้รับเชือ้จลุชีพตำ่ง ๆ  หรือเมื่อมีสิ่งแปลกปลอมเข้ำสู่ร่ำงกำยของกุ้ ง โดย
ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ งเป็นแบบท่ีมีมำตัง้แต่ก ำเนิด  ( innate immunity)  ซึ่งเป็นภูมิคุ้ มกันแบบไม่
จ ำเพำะหรือไม่สำมำรถจดจ ำควำมแตกต่ำงของเชือ้โรคได้ สำมำรถแบ่งได้เ ป็น 2 ประเภท คือ กำร
ตอบสนองด้วยเซลล์  (cellular response)  ประกอบไปด้วยกำรกินเซลล์แบบฟำโกไซโทซิส 
(phagocytosis) กำรเกิดโนดลู (nodule formation) และกำรกกัล้อมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) 
และกำรตอบสนองอีกรูปแบบหนึ่งคือ กำรตอบสนองด้วยสำรน ำ้ (humoral response) ซึ่งประกอบด้วย
โปรตีน เอนไซม์ และสำรต่ำง ๆ ท่ีถูกผลิตขึน้ภำยในตวักุ้ ง เช่น AMP (Antimicrobial peptide, AMP) 
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ตำ่ง ๆ ตวัอย่ำงเช่น พีเนียดิน (penaeidins) ไลโซไซม์ (lysozyme) ครัสทิน (crustins) แอนติไลโพพอลิ
แซ็กคำไรด์แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factors, ALFs) และสไทลิซิน (stylicins) เป็นต้น 
(Tassanakajon; el al.  2015: 324–341)  
 AMP เป็นเพปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิในกำรตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมตำ่ง ๆ ประกอบด้วยกรดอะมิ-
โนจ ำนวนน้อยกวำ่  100 โมเลกลุ และพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัว่ไป จึงมีควำมส ำคญัตอ่สิ่งมีชีวิต โดยเฉพำะ
กบัสตัวท่ี์ไมม่ีกระดกูสนัหลงั เน่ืองสตัว์กลุม่นีจ้ะขำดระบบภมูิคุ้มกนัท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงกบัเชือ้โรค
ตำ่ง ๆ AMPเป็นเพปไทด์หนึ่งท่ีมีควำมส ำคญัตอ่ระบบภมูิคุ้มกนั ได้มีรำยงำนกำรค้นพบยีนท่ีเก่ียวข้อง
กับAMPหลำกหลำยชนิดในระบบภมูิคุ้มกันของกุ้ ง ซึ่งพบว่ำ AMP แต่ละชนิดมีอยู่หลำยไอโซฟอร์ม 
โดยแต่ละชนิดมีฤทธ์ิใน กำรต่อต้ำนเชือ้จุลชีพได้แตกต่ำงกันไป (Tassanakajon;  el al. 2015: 324-
341) จำกกำรศกึษำ AMP ในกุ้งพบวำ่ AMP ท่ีใช้ยบัยัง้สิ่งแปลกปลอมนีม้กัจะมีกำรแสดงออกท่ีเพ่ิมขึน้
เมื่อกุ้ งได้รับเชือ้โรคหรือสิ่งแปลกปลอมซึ่ง  AMP แต่ละชนิดมีฤทธ์ิในกำรยับยัง้เชือ้ท่ีแตกต่ำงกัน 
(Donpudsa; et al.  2014: 95–103; Liu; et al.  2016: 145-153; Yu. & Shi. & Wang.  2016; 30-38)  
 ครัสทิน (crustins) เป็นเพปไทด์ชนิดหนึ่งใน AMP มีลกัษณะเฉพำะท่ีประกอบด้วยบริเวณท่ี
เรียกวำ่ Whey acidic protein domain (WAP domain) ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน Cysteine (Cys) 
จ ำนวนมำก โดย WAP domain จะอยู่บริเวณปลำย C ของสำยพอลิเพปไทด์ของครัสทิน ในปัจจุบนั
สำมำรถจ ำแนกครัสทินได้ 5 ชนิด ดังภำพประกอบ 2 โดยท่ีครัสทินทุกชนิดจะมีลกัษณะของ WAP 
domain ท่ีปลำยคำร์บอกซิลของสำยพอลิเพปไทด์ และมีเพปไทด์ท่ีส่งสญัญำณ (signal peptide) ซึ่ง
อยู่บริเวณปลำยอะมิโนเหมือนกนั ซึ่งควำมแตกตำ่งของครัสทินแต่ละชนิดขึน้อยู่กบัองค์ประกอบของ
กรดอะมิโนท่ีอยู่ระหว่ำง WAP domain และเพปไทด์ส่งสัญญำณ โดยชนิดท่ี 1 จะประกอบไปด้วย
บริเวณท่ีมี Cys อยู่มำก (Cys-rich) ชนิดท่ี 2 จะมีบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน Glycine อยู่มำก (Gly-rich) 
และ Cys-rich ในชนิดท่ี 3 จะมีบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน Proline (Pro) และ Arginine (Arg) อยู่มำก (Pro 
and Arg-rich) ส่วนประเภทท่ี 4 จะประกอบด้วย WAP domain 2 ต ำแหน่ง (double WAP domain) 
และประเภทท่ี 5 จะคล้ำยกบัประเภทท่ี 1 แตม่ีกรดอะมิโนท่ีเป็นวงอะโรมำติกอยู่มำก(aromatic amino-
rich) เพ่ิมเข้ำมำด้วย (Tassanakajon; el al.  2015: 324–341) ได้มีกำรศกึษำเก่ียวกบัฤทธ์ิกำรต้ำนจลุ
ชีพตำ่ง ๆ ของครัสทิน โดยสว่นมำกครัสทินสำมำรถยบัยัง้กำรเจริญเตบิโตของแบคทีเรียท่ีเป็นแบคทีเรีย
แกรมบวกได้ (Smith.  2011: 1403-1408) นอกจำกนีไ้ด้มีงำนวิจัยพบว่ำ ครัสทินสำมำรถยับยัง้กำร
เจริญเติบโตของไวรัสได้อีกด้วย (Donpudsa; et al.  2014: 95–103) 
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ภำพประกอบ 2 ลกัษณะของครัสทินชนิดท่ี 1 – 5 (Tassanakajon;  el al.  2013: 954-967) 

 

 โดยงำนวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษำครัสทินชนิดท่ี 1 ในกุ้ งกุลำด ำ ซึ่งครัสทินชนิดท่ี 1 

มักจะพบในปู กัง้ ลอปเตอร์ และสำมำรถยับยัง้เชือ้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได้ 

(Tassanakon; et al. 2015: 324–341) ซึ่งสอดคล้องกบักำรศกึษำครัสทินในกุ้งเครย์ฟิช (Pacifastacus 
leniusculus) โดยผลกำรทดลองท่ีได้พบว่ำ ครัสทินชนิดท่ี 1 สำมำรถยับยัง้กำรเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียแกรมบวกบำงชนิดได้ แตไ่มส่ำมำรถยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบบำงชนิดได้ 

(Donpudsa; et al.  2010: 234-238)  แต่กำรศึกษำครัสทินในกุ้ งแดง ( red swamp crayfish)  พบ

ว่ำครัสทินชนิดนีส้ำมำรถยับยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ทัง้แกรมบวกคือ S. aureus และ 

B.subtilis และแบคทีเรียแกรมลบคือ Escherichia coli  ได้ ถึงแม้วำ่ฤทธ์ิกำรยบัยัง้กำรเจริญเตบิโตของ
แบคทีเรีย แกรมลบจะมีฤทธ์ิท่ีน้อยกวำ่ (Yu; el al. 2016: 30-38) และกุ้งเรนโบว์ หรือกุ้งก้ำมแดง (red 

claw crayfish) พบว่ำควำมสำมำรถของ rPcCru ซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 1 ในกุ้ งเรนโบว์สำมำรถยบัยัง้ 

S. aureus, Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, B. subtilis, Micrococcus luteus และ  E. 
coli  ได้ (Liu;  et al.  2016: 145-153) แต่อย่ำงไรก็ตำมในกุ้ งกุลำด ำกลบัไม่พบรำยงำนเก่ียวกับครัส

ทินชนิดท่ี 1 จนกระทั่งในปี ค.ศ. 2014 ได้มีนักวิจัยกลุ่มหนึ่งค้นพบครัสทินชนิดท่ี 1 จ ำนวน 2 ไอโซ

ฟอร์มในกุ้ งกุลำด ำคือ carcininPm1 และ carcininPm2 (Donpudsa; et al.  2014: 95–103) อีกด้วย 

งำนวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะศกึษำฤทธ์ิทำงชีวภำพของ carcininPm2 ในกุ้งกลุำด ำ  
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 นอกจำกนีใ้นงำนวิจยันีย้งัสนใจท่ีจะศึกษำครัสทินชนิดท่ี 2 ในกุ้ งขำวด้วย ซึ่งในปัจจบุนัได้มี

กำรศึกษำเก่ียวกับครัสทินชนิดต่ำงๆ ในกุ้ งขำว ดงันี ้Shockey; et al. (2009: 668-673) ได้ศึกษำกำร

แสดงออกของ LvABP1 ซึ่ งเ ป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี  2 พบว่ำ เมื่อฉีด double-stranded RNA 

(dsRNA) ของยีนนีเ้ข้ำไปแล้ว จะท ำให้กุ้งขำวท่ีได้รับ dsRNA และ Vibrio penaeicida มีอตัรำกำรตำย

ท่ีสงูกว่ำกุ้ งกลุ่มควบคมุ นอกจำกนีก้ำรศึกษำของ Visetnan; et al. (2017: 341-348) พบว่ำ LvSWD 

ซึ่งเป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี 3 มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียทัง้แบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบ จนกระทั่งมีกำรรำยงำนของ Li; et al. (2018: 42-49) ได้ศึกษำเก่ียวกับคณุสมบัติของ 

LvcrustinA ซึ่งเป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี 2 ท่ีแตกต่ำงจำกยีนครัสทินชนิดท่ี 2 อ่ืน ๆ คือไม่มีบริเวณ 

Cys-rich ผลกำรทดลองท่ีได้พบวำ่ เมื่อกระตุ้นกุ้งขำวโดยกำรฉีด Vibrio parahaemolyticus และไวรัส

ตวัแดงดวงขำวเข้ำไปภำยในตวักุ้ ง ยีนของครัสทินชนิดนีม้ีกำรแสดงออกท่ีเพ่ิมมำกขึน้ แสดงว่ำยีนนี ้

น่ำจะมีสว่นเก่ียวข้องกับระบบภมูิคุ้มกันของกุ้ ง ดงันัน้ในงำนวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีศกึษำบทบำทและหน้ำท่ี

ของ carcininPm2 carcininPm2_WAP จำกกุ้ งกลุำด ำ และ LvCrustinA จำกกุ้ งขำว เพ่ือเป็นแนวทำง

หนึ่งในกำรศึกษำบทบำทของครัสทินตอ่ระบบภมูิคุ้มกันของกุ้ง เพ่ือน ำข้อมลูท่ีได้ไปใช้ในกำรพฒันำ

วิธีกำรควบคมุโรคในกุ้งตอ่ไป 

 

ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจัย 
 เ พ่ื อศึกษำบทบำทและหน้ำ ท่ี ของครัส ทิน  carcininPm2 และ  WAP domain ของ 
carcininPm2 จำกกุ้ งกุลำด ำ ในกำรต้ำนเชือ้จลุชีพทัง้แบคทีเรียและไวรัส  กำรจับกับเย่ือหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรีย และกำรเกิดกระบวนกำร agglutination รวมทัง้ศึกษำบทบำทหน้ำท่ีของ LvCrustinA จำก
กุ้งขำวในกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  
 

ขอบเขตกำรวิจัย 
 ในงำนวิจยันี ้ผู้ วิจยัจะศกึษำบทบำทและหน้ำท่ีของครัสทิน carcininPm2 และ WAP domain 

ของ carcininPm2 จำกกุ้ งกุลำด ำในกำรต้ำนเชือ้จุลชีพทัง้แบคทีเรียและไวรัส กำรจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์

ของแบคทีเรีย และกำรเกิดกระบวนกำร agglutination รวมทัง้ศึกษำบทบำทหน้ำท่ีของ LvCrustinA 

จำกกุ้ งขำวในกำรยับยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเร่ิมจำกกำรโคลนยีน carcininPm2 และ 

WAP domain ของ carcininPm2 จำกกุ้ งกุลำด ำ และ LvCrustinA จำกกุ้ งขำว เข้ำไปใน E. coli เพ่ือ
ผลิตโปรตีนลกูผสม จำกนัน้น ำโปรตีนท่ีผลิตได้ไปทดสอบฤทธ์ิกำรยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
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ทัง้แกรมบวกและแกรมลบ ด้วยวิธี agar diffusion assay  ส ำหรับ carcininPm2 และบริเวณ WAP 

domain ของ carcininPm2 จำกกุ้ งกลุำด ำ จะน ำไปศึกษำสมบตัิกำรจับกบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

และกำรเกิด agglutination และน ำเฉพำะ carcininPm2 กำรทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรเจริญเติบโต

ของไวรัส WSSV และ YHV  

 

ควำมส ำคัญของกำรวิจัย 
 กำรศึกษำระบบภมูิคุ้มกันของกุ้ งกุลำด ำและกุ้งขำวในครัง้นี ้ท ำให้ได้ข้อมลูเก่ียวกบัครัสทิน 
และควำมสำมำรถในกำรยับยัง้กำรเจริญเติบโตของจลุชีพในกุ้ งมำกขึน้ เพ่ือน ำไปสู่กำรพฒันำวิธีกำร
ควบคมุโรคของกุ้งตอ่ไป  
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 

 
 ในการวิจยัในครัง้นีผู้้ วิจยัได้ศกึษาเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และได้น าเสนอตามหัวข้อ
ตอ่ไปนี ้

1.  ลกัษณะทัว่ไปของกุ้ง 

2. โรคของกุ้ง 

3. ภมูิคุ้มกนัของกุ้ง 

4. AMP 

5. ครัสทิน 

 

1. ลกัษณะทั่วไปของกุ้ ง 
1.1.  ลกัษณะทั่วไปของกุ้ งกุลาด า 

1.1.1. อนกุรมวิธานของกุ้งกลุาด า 

   Kingdom Animalia 
     Phylum Arthropoda   
       Class Crustacea  

        Order Decapoda  
         Family Penaeidae 

           Genus Penaeus 
            Species monodon 

1.1.2. ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งกลุาด า 

   กุ้ งกุลาด ามีช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ Penaeus monodon ในประเทศไทยนัน้เรียกได้
หลายช่ือเช่น กุ้ งกลุา กุ้ งกะลา กุ้งเสือด า กุ้ งเสือ หรือกุ้งลาย มกัอาศยัอยู่บริเวณเขตร้อนชืน้ น า้ลกึ ห่าง

จากชายฝ่ัง แตไ่มส่ามารถทนความเคม็สงูได้ มีลกัษณะล าตวัสีแดงอมน า้ตาลถึงน า้ตาลเข้ม มีลายพาด

ขาว 9 ลาย ซึ่งลายท่ีพาดขวางนัน้จะมีสีน า้ตาลสลับแถบขาว ลักษณะภายนอกของกุ้ งกุลาด า
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ประกอบด้วย 2 สว่นคือ สว่นท่ีเป็นหวัและอก (Cephalothorax) และสว่นท้อง (Abdomen) โดยท่ีสว่น

หัวและอกจะมีหนวด 2 คู่ แบ่งเป็นหนวดคู่ยาว 1 คู่ (Antennule) และหนวดคู่สัน้ 1 คู่ (antenna) มี

ระยางค์ท่ีใช้ในการกิน (maxilliped) และระยางค์ท่ีใช้ในการเดิน (Perepods) โดยท่ีขาเดินคู่แรก

เปลี่ยนเป็นก้ามหนีบ (cheliped) เพ่ือใช้จับเหย่ือ และระยางค์ท่ีส่วนท้องเป็นขาว่ายน า้ (pleopods) 

โดยท่ีคู่สดุท้ายเป็นแพนหาง(uropod) อวยัวะภายในของกุ้ งกุลาด าประกอบด้วย เหงือก เป็นอวยัวะ

ส าหรับการหายใจและแลกเปลี่ยนแก๊สกบัหลอดเหลือดท่ีมาจากหัวใจ ซึ่งหวัใจของกุ้งกลุาด าจะอยู่ถัด

จากกระเพาะอาหาร  โดยท่ีบริเวณใต้กระเพาะอาหารจะมี hepatopancreas ซึ่งเป็นอวยัวะท่ีใช้ผลิต

น า้ย่อย โดยมีล าไส้เลก็อยู่บริเวณสว่นท้องตอ่จากกระเพาะอาหาร  

 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งกลุาด า  (Indiamart. 2015: ออนไลน์) 

 

1.2. ลกัษณะทั่วไปของกุ้ งขาว 

1.2.1. อนกุรมวิธานของกุ้งขาว 

   Kingdom Animalia 
     Phylum Arthropoda   
       Class Crustacea  
        Order Decapoda  
         Family Penaeidae 
           Genus Penaeus 
            Species vannamei 
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1.2.2.  ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาว 

   กุ้ งขาว หรือท่ีเรียกว่า กุ้ งแวนนาไม มีช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ Penaeus vannamei 
ลกัษณะโดยทัว่ไปคือ เป็นกุ้ งท่ีมีล าตวัสีขาว มี 8 ปล้อง แบ่งเป็น ส่วนหัว 1 ปล้อง ส่วนล าตวั 6 ปล้อง 

และสว่นหาง 1 ปล้อง สว่นของกรีเป็นสามเหลี่ยมสีแดงอมน า้ตาล เปลือกหวัมีสีขาวอมชมพ ูขาเดินมีสี

ขาว หนวดแดงยาว 2 เส้น และมีขาวา่ยน า้ 5 คู ่(ศรัญญา ปลาออ่น.  2556: 6-7) 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาว (ชยัวฒุิ สดุทองคง.  2561. ออนไลน์) 

 

2. โรคของกุ้ ง 
2.1. โรคท่ีเกิดจากไวรัส 

2.1.1. โรคตวัแดงดวงขาว 

   โรคตวัแดงดวงขาว หรือโรคดวงขาวเกิดจากเชือ้ไวรัสตวัแดงดวงขาว (White Spot 

Syndrome, WSSV) ซึ่งเป็นไวรัสท่ีมีขนาดใหญ่มีสารพนัธกุรรมเป็น DNA สายคู่เป็นวง (dsDNA) (ฝน 

ตนัสกุล.  2550: 8-9) พบว่าไวรัสชนิดนีม้ีการแพร่ระบาดในประเทศญ่ีปุ่ นและจีนในช่วงพ.ศ. 2536 – 

2537 และระบาดเข้ามาในประเทศไทยปลายปี พ.ศ. 2537 ซึ่งส่งผลกระทบต่อการเลีย้งกุ้ งกุลาด าใน

ประเทศไทยเป็นอย่างมาก (ชะลอ ลิม้สวุรรณ; และ พรเลิศ จนัทร์รัชชกลู.  2547: 197) ลกัษณะของโรค

นีจ้ะท าให้กุ้ งมีจุดขาวบนเปลือก รยางค์ และผิวด้านในของร่างกาย และยังส่งผลให้กุ้ งนัน้มีลกัษณะ

เซ่ืองซึม เฉ่ือยชา ลอยตวัอยู่ริมขอบบ่อ เมื่อกุ้ งได้รับไวรัสจะกินอาหารได้น้อยลง และมีการตายเพ่ิมมาก

ขึน้จนสงัเกตได้ภายใน 2-3 วนั นอกจากนีต้บัและตบัออ่นยงัมีสีแดงอีกด้วย (chou; el al. 1995: 133 – 

141) 
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2.1.2. โรคหวัเหลือง 

   โรคหัวเหลือง พบครัง้แรกในประเทศไทย พ.ศ. 2536 เกิดจากเชือ้ไวรัสหัวเหลือง ซึ่ง

ไวรัสชนิดนีเ้ป็นไวรัส RNA สายเดี่ยว (ssRNA) (อภิฤดี สงสขุ.  2554: 12-13) สามารถอยู่ในน า้ทะเล

มากกวา่ 12 ชัว่โมง แตน้่อยกวา่ 24 ชัว่โมง กุ้งกลุาด าท่ีเป็นโรคนีจ้ะมีบริเวณหวัเป็นสีเหลืองซีด (Flegel.  

1997: 433 - 442) เน่ืองมาจาก hepatopancreas สีซีดเหลือง เมื่อกุ้ งได้รับไวรัสชนิดนีใ้นช่วงแรกนัน้กุ้ง

จะกินอาหารในปริมาณมากแล้วค่อย ๆ  หยุดกินจนกระทัง่มีกุ้ งเร่ิมตาย และตายหมดบ่อภายใน 2 – 3 

วนั (ชะลอ ลิม้สวุรรณ; และ พรเลิศ จนัทร์รัชชกลู.  2547: 200) 

2.2. โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรีย 

2.2.1. โรคแบคทีเรียเรืองแสง 

   โรคแบคทีเรียเรืองแสงเกิดจากแบคทีเรีย V. harveyi แบคทีเรียแกรมลบ มีลกัษณะ
รูปร่างเป็นท่อนสัน้ ๆ สามารถให้แสงสีเขียวแกมเหลืองออกมาได้จากเอนไซม์ลซิูเฟอเรส กุ้ งท่ีได้รับ

แบคทีเรียชนิดนีจ้ะเกยหรือว่ายอยู่ตามขอบบ่อ ซึ่งจะเห็นการเรืองแสงได้ชัดเจนท่ีบริเวณหัวในเวลา

กลางคืน เน่ืองจาก hepatopancreas ถกูท าลายอย่างรุนแรงสง่ผลให้การย่อยอาหารผิดปกติและท าให้

กุ้งตาย (ชะลอ ลิม้สวุรรณ; และ พรเลิศ จนัทร์รัชชกลู.  2547: 203) 

2.2.2. โรคตายดว่น 

   โรคกุ้งตายดว่น หรือกลุม่อาการตายดว่น (early mortality syndrome, EMS) หรือเรียกวา่ 
กลุม่อาการ hepatopancreas ตายเฉียบพลนั เกิดจาก V. parahaemolyticus (AHPND) เป็นแบคทีเรีย
แกรมลบท่ีมีพลาสมิดซึ่งประกอบด้วยยีน Photorhabdus insect-related (Pir) toxin ซึ่งเป็นยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการเกิดโรคตายด่วนของกุ้ง (Xiao;  et al.  2017:  1-10) โดยการติดเชือ้จะเกิดขึน้ภายใน 
20-30 วนัหลงัจากปล่อยลกูกุ้ งลงบ่อเลีย้ง เมื่อกุ้ งได้รับแบคทีเรียชนิดนี ้hepatopancreas ของกุ้ งจะ
ท าลายอย่างรุนแรง ในช่วงแรกกุ้ งในบ่อจะไม่แสดงอาการผิดปกติอย่างชัดเจน แต่จะมีการว่ายน า้
แบบช้าลง กินอาหารได้ลดลง สว่นของเปลือกน่ิม และมีสีเข้มขึน้ และหลงัจากนัน้จะเร่ิมพบกุ้งตายมาก
ขึน้ (ศนูย์พนัธวิุศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติกระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี.  2560: ออนไลน์) 
 

3. ภูมิคุ้มกันของกุ้ ง 
 กุ้ งจะใช้ภมูิคุ้มกันท่ีมีมาแต่ก าเนิด ( innate immunity) ซึ่งไม่มีความจ าเพาะเจาะจงในการ

ป้องกันร่างกายจากสิ่งแปลกปลอมต่าง ๆ  โดยใช้เม็ดเลือด (hemotocyte) เป็นหลกัในการตอบสนอง

ตอ่สิ่งแปลกปลอม เมด็เลือดนัน้สามารถแบ่งได้ 3 ชนิด คือ เซลล์ไฮยาลิน (hyaline cell) เป็นเซลล์ท่ีไม่
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มีแกรนูล มีขนาดเล็ก  ใช้ในกระบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) เซลล์เซมิแกรนูลาร์ (semi-

granular cell) มีแกรนูลขนาดเล็ก และขนาดของเซลล์ใหญ่กว่าเซลล์ไฮยาลิน และเซลล์แกรนูลาร์ 

(granular cell) เป็นเซลล์ท่ีมีแกรนูลจ านวนมาก และเป็นต าแหน่งของระบบโปรฟีนอลออกซิเดส 

(ProPO system)  

 เมื่อสิ่งแปลกเข้ามาภายในร่างกาย กุ้ งจะใช้โปรตีนในกลุ่มของ PRRs (pattern recognition 

receptor ห รือ  pattern reconition proteins)  เ ช่ น  เ ลคติน  ( lectin)  เ ป็น ต้น  จับกับ  pathogen 

associated molecular patterns (PAMPs) เช่น lipopolysaccharide (LPS), lipoteichoic acid (LTA), 

peptidoglycan (PG) และ β-1,3-glycan (BG) ท่ีเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ของจุลชีพ โดยท่ี 

PRRs ท่ีต่างกันจะส่งสญัญาณผ่านกลไกการตอบสนองท่ีแตกต่างกัน ผ่านกลไกการตอบสนอง 2 

รูปแบบ คือ การใช้เซลล์ในการตอบสนอง (cellular respond) และการใช้สารน า้ในการตอบสนอง 

(humoral respond) (ศิริขวญั พลประทีป.  2556:  22-27) 

3.1. ระบบภมูิคุ้มกันแบบใช้เซลล์ในการตอบสนอง 

  ในการใช้เซลล์ในการตอบสนองนัน้ เป็นการใช้เซลล์ท าลายสิ่งแปลกปลอมท่ีเข้าสูร่่างกาย 

โดยผ่านกระบวนการฟาโกไซโทซิส ซึ่งเป็นกระบวนการท าลายโดยใช้เซลล์เม็ดเลือดกลืนกินสิ่ง

แปลกปลอม แล้วปลอ่ยเอนไซม์ไลโซโซม (lysosomal enzyme) เข้าไปท าลายสิ่งแปลกปลอม แตถ้่าสิ่ง

แปลกนัน้มีขนาดใหญ่กว่า 10 ไมโครเมตร จะเกิดกระบวนการการท าลายสิ่งแปลกปลอมผ่าน

กระบวนการเอนแคปซูเลชนั (encapsulation) นอกจากนีส้ามารถเกิดกระบวนการ nodule formation 

ได้อีกด้วย 

3.2. ระบบภมูิคุ้มกันแบบใช้สารน า้ในการตอบสนอง 

  ภายในเซลล์เมด็เลือดจะเกิดการสงัเคราะห์สารตา่ง ๆ เพ่ือใช้ในการตอบสนองการรุกราน

ของสิ่งแปลกปลอม ซึ่งในการตอบสนองแบบนีเ้รียกว่า การตอบสนองโดยใช้สารน า้ ( humoral 

response) ตวัอย่างเช่น เอนไซม์ไลโซไซม์จะถกูปล่อยออกจากเซลล์เมด็เลือดระหว่างเกิดการฟาโกไซ

โทซิส หรือเอนแคปซูเลชัน นอกจากนีย้ังมีสารอ่ืน ๆ ท่ี เ ป็นสารน า้  เช่น โปรฟีนอลออกซิเดส 

(prophenoloxidase)  AMP ส า รยับยั ้ง เ อน ไซม์ โป ร ที เ นส   ( proteinase inhibitors) เ ป็ น ต้น 

(Tassanakajon; el al.  2013: 954-967) 
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4. AMP 
4.1. ลกัษณะทั่วไปขอAMP 

  AMP เป็นเพปไทด์ท่ีพบได้ในสิ่งมีชีวิตท่ีมีความส าคัญส าหรับการตอบสนองต่อสิ่ง

แปลกปลอมในระบบภมูิคุ้มกนัแบบท่ีมีมาแตก่ าเนิด AMP เป็นเพปไทด์ขนาดเลก็ท่ีมีกรดอะมิโนจ านวน

น้อยกวา่ 100 โมเลกลุ มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของจลุชีพได้หลายชนิด และเป็นได้

ทัง้โมเลกลุท่ีมีประจเุป็นบวก (cationic molecules) และประจลุบ (anionic molecules) AMP สามารถ

ท าลายจุลชีพได้โดยการท าลายเย่ือหุ้มเซลล์ของจลุชีพ เช่น AMP ท่ีมีประจเุป็นบวกจะสามารถจบักบั

เย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียได้ โดยจับกับ LTA ของแบคทีเรียแกรมบวก หรือจับกับ LPS ของแบคทีเรีย

แกรมลบ เป็นต้น เน่ืองจาก AMP ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงจึงสามารถท าลายจลุชีพได้หลายชนิดทัง้

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต์ หรือไวรัสบางชนิด AMP ถกูจดัประเภทตามล าดบักรดอะ

มิโนและโครงสร้าง เช่น พีเนียดิน (penaeidins) ไลโซไซม์ (lysozyme) ครัสทิน (crustins) แอนติไลโพ

พอลิแซ็กคาไรด์แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factors, ALFs) และสไทลิซิน (stylicins) เป็นต้น 

(Intorasoot.  2013: 1-19; Tassanakajon; et al. 2011: 639-657)  

 พีเนียดิน เป็น AMP ท่ีมีประจุบวกซึ่งมีบริเวณของโดเมนท่ีมีกรดอะมิโนโพลีนอยู่มาก 

(proline-rich domain, PRD) อยู่ท่ีบริเวณปลายด้านอะมิโน และมีบริเวณของกรดอะมิโนซิสเตอีน 6 

โมเลกลุ ท่ีสามารถสร้างพนัธะไดซัลไฟด์ได้ 3 พนัธะ อยู่บริเวณปลายด้านคาร์บอกซิล โดยพีเนียร์ดินมี

ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้รา และแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากนีพี้เนียร์ดินยงัมีบทบาท

ท่ีเก่ียวกบัไซโตไคน์อีกด้วย (Tassanakajon; et al. 2011: 639-657) 

 ไลโซไซม์ เป็นเอนไซม์ท่ีท าให้องค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแตกด้วยการท าลาย

พันธะไกลโคซิดิกท่ีบริเวณของ peptidoglycan ส่งผลให้แบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบตาย 

เน่ืองจากถูกท าลายเย่ือหุ้ มเซลล์ นอกจากนีย้ังช่วยป้องกันจากไวรัสตัวแดงดวงขาวได้อีกด้วย  

(Tassanakajon; et al. 2011: 639-657) 

 แอนติไลโพพอลิแซกคาไรด์ เป็น AMP ท่ีมีทัง้ชนิดท่ีเป็นประจบุวก และชนิดท่ีเป็นประจลุบ ซึ่ง

แอนติไลโพพอลิแซกคาไรด์ประกอบด้วยโดเมน LPS-binding ท่ีมีโครงสร้างของ β-hairparin ท่ีมี

บริเวณอนรุักษ์ของพนัธะไดซลัไฟด์ ซึ่งในบริเวณของพนัธะไดซลัไฟด์จะมีบริเวณอนรุักษ์ของกลุม่ของ

กรดอะมิโน Lys และ Arg ซึ่งส่งผลให้แอนติไลโพพอลิแซกคาไรด์ เป็นชนิดท่ีเป็นประจุบวก และถ้ามี

กลุม่ของกรดอะมิโน Glu และ Asp จะท าให้แอนติไลโพพอลิแซกคาไรด์เป็นชนิดท่ีเป็นประจลุบ และยงั
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มีบริเวณส่วนท่ีไม่ละลายน า้ด้วย โดยฤทธ์ิทางชีวภาพของแอนติไลโพพอลิแซกคาไรด์จะขึน้อยู่กบัการ

จบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของสิ่งแปลกปลอม (Tassanakajon; et al. 2011: 639-657) 

 สไทลิซิน เป็น AMP ท่ีประกอบด้วย PRD ท่ีบริเวณปลายด้านกรดอะมิโน และ Cys-rich ท่ี

บริเวณปลายด้านคาร์บอกซิล โดยสไทลิซินมีฤทธ์ิในการยับยัง้แบคทีเรีย รวมถึงสามารถท าให้เกิด

กระบวนการ agglutination ท่ีความเข้มข้นสูงได้ นอกจากนีส้ไทลิซินยัง มีฤทธ์ิในการยับยัง้การ

เจริญเติบโตของฟังไจอีกด้วย (Tassanakajon; et al. 2011: 639-657) 

 ครัสติน เป็นหนึ่งใน AMP ท่ีมีประจุบวก ซึ่งประกอบด้วย WAP domain ท่ีบริเวณปลายด้าน

คาร์บอกซิล และมีเพปไทด์ส่งสญัญาณบริเวณปลายด้านกรดอะมิโน ซึ่งครัสทินสามารถยับยัง้การ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย และไวรัสได้ (Tassanakajon; et al. 2011: 639-657) 

 AMP สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลชีพได้หลายชนิด เน่ืองจาก AMP สามารถจบักับ

เย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ด้วยแรงทางไฟฟ้า และท าให้เกิดรูท่ีบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

สง่ผลให้แบคทีเรียตายได้ (Torrent; et al.  2011; 5237–5244) ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะศกึษาการจบั

กบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย และการเกิดกระบวนการ agglutination  

4.2. การเกิดรูท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ 

  โดยกลไกในการท าลายแบคทีเรียของAMPนัน้ มี 3 ขัน้ตอน โดยขัน้แรกจะเกิดการดงึดดู
ระหว่างAMP กับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย (cell attraction) ซึ่งจะอาศยัแรงขัว้ไฟฟ้า (electrostatic) 
เน่ืองจากเย่ือหุ้มเซลล์มีองค์ประกอบของสารบนผิวของเซลล์มีประจลุบ จะเกิดการดึงดดูกบัAMPท่ีมี
ประจเุป็นบวก จากนัน้AMPจะเกิดการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ โดยท่ีเปปไทด์ต้านจลุชีพจะแทรกตวัผา่นเย่ือ
หุ้มเซลล์ไปเกาะกบัประจลุบของฟอสโฟลิปิดของเย่ือหุ้มเซลล์ และในขัน้สดุท้าย AMP จะแทรกตวัผา่น
ชัน้ลิปิดไบเลเยอร์ของเย่ือหุ้มเซลล์ โดยท่ี AMP จะแทรกตวัเข้าไปในเย่ือหุ้มเซลล์ท าให้เย่ือหุ้มเซลล์เกิด
เป็นรู แล้วท าให้สารตา่ง ๆ จากภายในเซลล์เกิดการร่ัวไหลออกสูภ่ายนอกเซลล์ สง่ผลให้แบคทีเรียตาย 
(Intorasoot.  2013: 1-19)    
  แบบจ าลองของการเ กิด รู ท่ี เ ย่ือหุ้ มเซลล์นัน้มี  3 แบบ ( Intorasoot.  2013: 1-19; 

Salwiczek; et al.  2014: 82-90) คือ  

   1. แบบจ าลอง carpet 

    เป็นการเกิดรูท่ีผิวของเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย โดยเกิดจากการท่ีมีAMP การ

สะสมและเรียงตวัขนานกบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย แล้วเกิดการห่อหุ้มโครงสร้างของเย่ือหุ้มเซลล์

ของแบคทีเรียจนมีลกัษณะคล้ายกบัไมเซลล์ (micelles) และหลดุออกจากเย่ือหุ้มเซลล์ 

   2. แบบจ าลอง barrel-stave 
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    แบบจ าลองนีอ้าศยัคณุสมบตัิความเป็น amphipathicity ของAMP  โดยAMPจะ

ใช้ส่วนของกรดอะมิโนไม่ชอบน า้จับกับส่วนนอกของ head group lipid bilayer จากนัน้ใช้ส่วนของ

กรดอะมิโนท่ีชอบน า้แทรกตวัผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย การจ าลองตวันีอ้าศยัโครงสร้าง alpha-

helix จ านวน 3-11 แท่ง เรียงตอ่กนัแล้วท าให้เกิดรู  

   3. แบบจ าลอง toroid หรือ wormhole 

    มีลกัษณะคล้ายกับแบบจ าลอง barrel stave คือ AMPจับท่ีเย่ือหุ้มเซลล์โดยใช้

กรดอะมิโนส่วนไม่ชอบน า้ จากนัน้แทรกส่วนของกรดอะมิโนท่ีชอบน า้เข้าไป แล้วกระตุ้นให้เกิด

โครงสร้างลิปิดโมโนเลเยอร์ (lipid monolayer) ขึน้ โดยจะมีเปปไทด์ท่ีแทรกเข้าไปจ านวน 3-6 เปปไทด์ 

และเกิดเป็นรูเกิดขึน้บนเย่ือหุ้มเซลล์ของจลุชีพ 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 แบบจ าลองการเกิดรูท่ีเย่ือหุ้มเซลล์โดย AMP (A) แบบจ าลอง carpet (B) แบบจ าลอง   

        toroid หรือ wormhole (C) แบบจ าลอง barrel-stave  (Salwiczek; et al.  2014: 82-90) 

 

4.3. การจับกับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

  การจับกับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียกบั AMP เกิดขึน้ได้เน่ืองจากองค์ประกอบของเย่ือ

หุ้มเซลล์ของแบคทีเรียท่ีเป็นองค์ประกอบท่ีมีประจเุป็นลบ ซึ่งสง่ผลให้ AMP ท่ีมีประจเุป็นบวกสามารถ

จับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียได้ แต่ความสามารถของ  AMP ในการจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของ

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบแตกต่างกัน เน่ืองจากองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีแตกต่างกัน 

โดยท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบประกอบด้วย lipid bilayer 2 ชัน้ โดยท่ีชัน้นอกจะมีลิโพโพลิ

แซคคาไรด์ มีชัน้ peptidoglycan อยู่ตรงกลาง ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกจะมี lipid bilayer เพียงชัน้
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เดียว และชัน้ของ peptidoglycan จะหนากวา่เย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ และยงัประกอบด้วย 

teichoic acids ด้วย (Expand; et al.  2016: 980–987) ดงัภาพประกอบ 6 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 องค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ (Epand.  

2016: 980–987) 

 

4.4. กระบวนการ agglutination 

  กระบวนการ Agglutination คือ กระบวนการเกาะกลุ่มกนัของเซลล์แบคทีเรีย เน่ืองจาก

การท่ี AMP สามารถเกาะกบัแบคทีเรียได้แล้วสามารถท าให้แบคทีเรียเกาะกนัเป็นกลุม่  ซึ่งกระบวนการ

นีจ้ะส่งผลไม่ให้แบคทีเรียกระจายตวัไปต าแหน่งอ่ืน ๆ ได้ (Pulido; et al.  2012: 2378–2385; Liu; et 

al.  2016: 145-153) 

 

5. ครัสทิน 
 ครัสทิน เ ป็น  AMP ท่ีมีประจุ เ ป็นบวก  สามารถพบได้ในสัตว์ประเภทครัสตาเชียน 

(crustaceans) ซึ่งเป็นสารน า้ท่ีมีความส าคญัต่อระบบภมูิคุ้มกนั เน่ืองจากครัสทินสามารถยบัยัง้การ

เจริญเติบโตจลุชีพได้หลายชนิด ครัสทินประกอบไปด้วย WAP domain ท่ีบริเวณปลายด้านคาร์บอกซิ

ลของสายพอลิเพปไทด์ โดยท่ี WAP domain มีกรดอะมิโนอยู่ 50–60 โมเลกุล ซึ่งมีกรดอะมิโนท่ีเป็น 

Cys อยู่ 8 โมเลกุล จึงสามารถเกิดพนัธะไดซลัไฟด์ได้ 4 พันธะ (four-disulfide core, 4DSC) สามารถ

แบ่งครัสทินได้เป็น 5 ชนิด โดยครัสทินแต่ละชนิดจะมีลกัษณะท่ีเหมือนกนัคือ มีเพปไทด์ส่งสญัญาณ 

(signal peptide) และ WAP domain โดยท่ีเพปไทด์สง่สญัญาณ จะท าหน้าท่ีในการส่งสารน า้ออกไป

นอกเซลล์เพ่ือตอบสนองกบัสิ่งแปลกปลอม โดยท่ีครัสทินแตล่ะชนิดจะมีความแตกตา่งท่ีกรด   อะมิโน
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ท่ีอยู่ระหว่างเพปไทด์ส่งสญัญาณและ WAP domain โดยท่ีชนิดท่ี 1 จะมีกรดอะมิโน Cys-rich ส่วน

ชนิดท่ี 2 จะแตกต่างกับชนิดท่ี 1 คือมีกรดอะมิโนท่ีเป็น Gly-rich เพ่ิมขึน้มาดังภาพประกอบท่ี 1 

ส่วนครัสทินชนิดท่ี 3 จะมี Pro-rich และ Arg-rich ส าหรับครัสทินชนิดท่ี 4 ซึ่งเป็นครัสทินท่ีมี WAP 

domain 2 บ ริ เวณ หรือเ รียกว่า  double WAP domain (DWD) (Smith. et al.  2011: 1403-1408; 

Smith; et al.  2008: 758–772 และครัสทินชนิดท่ี 5 ซึ่งคล้ายกับครัสทินชนิดท่ี 1 แต่เพ่ิมส่วนของ 

aromatic amino-rich  

 ในปัจจุบันมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของครัสทินในกุ้งกุลาด าและกุ้ งขาวอย่างแพร่หลาย 

เพ่ือหาแนวทางในการควบคมุโรคระบาด ดงันี ้ 

 ในปี 2008 Supungul; et al. (2008) พบวา่ crustinPm1 เป็นครัสทินชนิดท่ี 2 ในกุ้งกลุาด ามี

ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทัง้แกรมบวก คือ Bacillus megaterium, M. luteus, S. 

aureus, Streptococcus iniae, Aeromonas viridans และ  Staphylococcus haemolyticus และ

แบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli   

ในปี ค.ศ. 2009 Vatanavicharn; et al. (2009: 244-252) พบว่า crustinPm5 ในกุ้ งกุลาด า

เป็นครัสทินชนิดท่ี 2 ซึ่งเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีอวัยวะอิพิโพไดท์ (epipodite) และก้านตา (eye 

stalks) และเมื่อกุ้ งกลุาด าได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อนพบวา่ การแสดงออกของยีนเพ่ิมขึน้ และเมื่อ

ผลิตโปรตีนชนิดนีใ้นระบบ E. coli เพ่ือทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบว่า 

โปรตีนนีมี้ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก คือ M. luteus, S. aureus และ S. 

haemolyticus 

ในปี ค.ศ. 2008 Amparyup; & Donpusa; & Tassanakajon.  (2008: 1497-1509) พบว่า 

SWDPm1, SWDPm2 และ SWDPm3 ซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 3 ของกุ้ งกุลาด าท่ีพบในเซลล์เม็ดเลือด  

เมื่อฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวเข้าไปพบว่า SWDPm1 และ SWDPm2 มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึน้ท่ี 6 

ชั่วโมง และเมื่อน าโปรตีนลกูผสม SWDPm2 (rSWDPm2) ไปทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโต

ของแบคทีเรียพบวา่ สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได้ 4 ชนิด คือ S. aureus, 

Aerococcus viridans B. megaterium และ M. luteus แต่ไม่สามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบได้ 

นอกจากนี ้โปรตีนนีย้งัสามารถยบัยัง้เอนไซม์ subtilisinA ได้ 

ในปี ค.ศ. 2011 Suthianthong; et al.  (2011: 783-790) พบว่า PmDWD จากกุ้ งกุลาด ามี

การแสดงออกมากในเม็ดเลือด และเมื่อกระตุ้นด้วยการฉีดแบคทีเรีย V. harveyi และไวรัสตวัแดงดวง
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ขาวเข้าไปในตวักุ้ งพบว่า ยีนชนิดนีม้ีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึน้ และเมื่อน าโปรตีนลกูผสม PmDWD (r 

PmDWD) ไปทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้เอนไซม์โปรตีเนสและการเจริญเติบโตของแบคทีเรียพบว่า ไม่มี

ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และเอนไซม์โปรตีเนส 

 ในปี ค.ศ. 2012 Suthianthong; et al.  (2012: 977-983) พบว่า crustinPm1 ซึ่งเป็นครัสทิน

ชนิดท่ี 2 ในกุ้ งกุลาด า เม่ือได้น าบางส่วนของยีนนีอ้อกพบว่า เม่ือน าไปทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การ

เจริญเติบโตของ S. aureus พบวา่ ฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรียลดลง  

 และในปีเดียวกันนี ้Krusong; et al. (2012: 208-215)  พบว่า  โปรตีน rcrustinPm1 และ 

rcrustinPm7 มีคณุสมบัติในการจับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียทัง้แกรมบวก คือ B. megaterium, M. 
luteus, S. aureus และ S. haemolyticus และแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia cloacae, E. coli 
แ ล ะ  V. harveyi  ไ ด้  แ ล ะ ยั ง มี คุณ สม บั ติ ใ น ก า ร จั บ กั บ  lipoteichoic acid ( LTA)  แ ล ะ

lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย นอกจากนีย้งัสามารถท าให้

แบคทีเรียเกิด agglutination ได้ทัง้แบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบด้วย 

จากการวิจัยของ Donpudsa; et al.  (2014: 95 - 103) ได้พบว่ามียีนของครัสทินชนิดท่ี 1 ใน

กุ้งกลุาด าคือ carcininPm1 และ carcininPm2 ดงัภาพประกอบ 7 

 

 
 

ภาพประกอบ 7 ล าดบัเบสและกรดอะมิโนของ carcininPm1 และcarcininPm2 โดยส่วนท่ีขีดเส้นใต้  

เป็นส่วนของเพปไทด์ส่งสญัญาณ ส่วนต่อมาเป็นส่วนของ Cys-rich (Donpudsa; et al.  2014: 

95-103) 

 

 ในการศึกษาครัสทินในกุ้ งขาว Shockey; et al. (2009: 668-673) พบว่า การแสดงออกของ 

LvABP1 ซึ่งเป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี 2 พบวา่ เมื่อฉีด double-stranded RNA (dsRNA) ของยีนนีเ้ข้า

ไปแล้ว จะท าให้กุ้ งขาวท่ีได้รับ dsRNA และ Vibrio penaeicida มีอัตราการตายท่ีสูงกว่ากุ้ งกลุ่ม
ควบคมุ  
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 ในปี ค.ศ. 2015 Du; et al.  (2015: 478-484) ได้ศกึษายีน Lv-SWDi พบวา่ เป็นครัสทินชนิด

ท่ี 3 ในกุ้ งขาว ท่ีมีการแสดงออกเพ่ิมขึน้เมื่อฉีดแบคทีเรีย V. anguillarum เข้าไปในตวักุ้ ง และโปรตีน
ลกูผสม Lv-SWDi (rLv-SWDi) มีฤทธ์ิในการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์แบคทีเรียแกรมบวก คือ S. aureus และ 
B. megaterium และแบคทีเรียแกรมลบ คือ V. anguillarum และ P. aeruginosa นอกจากนีโ้ปรตีน

ชนิดนีย้บัยัง้โปรตีเนสจาก B. subtilis ได้อีกด้วย 

 นอกจากนีก้ารศึกษาของ Visetnan; et al. (2017: 341-348)  พบว่า LvSWD ซึ่ งเป็นยีน

ของครัสทินชนิดท่ี 3 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเตบิโตของแบคทีเรียทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรม

ลบ  

 และในปี ค.ศ. 2018 มีการรายงานของ Li; et al. (2018: 42-49) ได้ศกึษาเก่ียวกบัคณุสมบัติ

ของ LvcrustinA ซึ่ งเ ป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี 2 พบว่า เมื่อกระตุ้ นกุ้ งขาวโดยการฉีด  Vibrio 
parahaemolyticus และไวรัสตวัแดงดวงขาวเข้าไปภายในตวักุ้ ง ยีนของครัสทินชนิดนีม้ีการแสดงออก
ท่ีเพ่ิมมากขึน้ แสดงวา่ยีนนีน้่าจะมีสว่นเก่ียวข้องกบัระบบภมูิคุ้มกนัของกุ้ง ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจ

ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตเติบโตของเชือ้แบคทีเรียของยีน LvcrustinA ในกุ้งขาว 

 

 
 

ภาพประกอบ 8  ล าดับเบสและกรดอะมิโนของ LvcrustinA โดยส่วนท่ีขีดเส้นใต้เป็นส่วนของเพป 
       ไทด์สง่สญัญาณ สว่นตอ่มาเป็นสว่นของ Gly-rich และสว่นมีแถบสีเทาเข้มจะเป็นส่วนของ WAP  
       domain (Li; et al.  2018: 42-49) 
 
 ในงานวิจัยครัง้นีส้นใจท่ีจะศึกษาสมบัติของ carcininPm2 และส่วนของ WAP domain ซึ่ง

เป็นครัสทินชนิดท่ี 1 จากกุ้ งกลุาด า และ LvcrustinA ซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 2 จากกุ้ งขาว ในการยบัยัง้



19 
 

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียและไวรัส การจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย และความสามารถในการ

ท าให้แบคทีเรียเกาะกลุม่ด้วยกระบวนการเกิด agglutination 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจยั 
 

 

 ในการวิจยัเร่ือง ลกัษณะสมบตัิของ carcininPm2 จากกุ้งกลุาด า Penaeus monodon ผู้ วิจยั
ได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้

1. ก า ร โ ค ลน ยี น  carcininPm2 แล ะบ ริ เ วณ  WAP domain ข อ ง  carcininPm2 
(carcininPm2_WAP) จากกุ้งกลุาด า และ LvCrustinA จากกุ้งขาว 

2. การผลิตโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli และการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ 

3. การทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียด้วยวิธี agar diffusion 

assay 

4.  การทดสอบการจบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย  

5.  การทดสอบกระบวนการเกิด agglutination ของแบคทีเรีย 

6. การทดสอบการยบัยัง้การเจริญเติบโตของไวรัส WSSV และ YHV 

อุปกรณ์และสารเคมี 
1. สารเคมี 

1.1. ชดุสกดัพลาสมิด (FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini Kit) บริษัท Favorgen 

Biotech Corp ประเทศไต้หวนั 

1.2. ชดุเพ่ิมปริมาณ DNA (RBC taq DNA Polymerase) บริษัท RBCBioscience 

ประเทศไต้หวนั 

1.3. ชุดเช่ือมต่อชิน้ยีนท่ีสนใจกับเวคเตอร์ (T4 DNA ligase ) บริษัท BioLabs ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

1.4. ชุดสกัด  total RNA (FavorPrep™ Blood/Cultured Cell Total RNA Purification 

Mini Kit) บริษัท FAVORGEN ประเทศเกาหลี 

1.5. ชดุสร้าง cDNA (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)) บริษัท 

ThermoFisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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1.6. ชดุท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสทุธ์ิ (FavorPrepTM GEL/PCR Purification Mini Kit) 

บริษัท Favorgen, Biotech Corp ประเทศไต้หวนั 

1.7. ชดุสกดัพลาสมิด (FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini Kit) บริษัท Favorgen, 

Biotech Corp ประเทศไต้หวนั 

1.8. nickel-nitrilotriacetatic acid (Ni-NTA) agarose column บ ริ ษัท  GE Healthcare 

ประเทศสวีเดน 

1.9. อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ Tryptone soya broth (TSB) บริษัท  HIMEDIA ประเทศอินเดีย 

1.10. อาหารเลีย้งเซลล์ Leibovitz L15   

1.11. เอนไซม์ตดัจ าเพาะ NcoI บริษัท BioLabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.12. เอนไซม์ตดัจ าเพาะ XhoI บริษัท BioLabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.13. เอนไซม์ตดัจ าเพาะ  EcoRi บริษัท BioLabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.14. Isopropyl β-D-1 -thiogalactopyranoside (IPTG) บ ริ ษัท  Gold Biotechnology

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.15. ยาปฏิชีวนะ amplicillin บริษัท Gold Biotechnology ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.16. ยาปฏิชีวนะ carbenicillin บริษัท Caisson Labs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.17. Yeast Extract Poder บริษัท  HIMEDIA ประเทศอินเดีย 

1.18. Peptone บริษัท BD Biosciences ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.19. Tris บริษัท Vivantis ประเทศมาเลเซีย 

1.20. Glycine บริษัท VWR ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เคร่ืองมือ 

2.1.  ตู้ปลอดเชือ้ รุ่น V-3T-0811 ย่ีห้อ Microtech ประเทศสหรฐัอเมริกา 

2.2. เคร่ืองป่ันเหว่ียง แบบความคมุอณุหภมูิ รุ่นUNIVERSAL320R ย่ีห้อ Hettish ประเทศ

เยอรมนั 

2.3. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนคลื่นแสง รุ่น UV-1200 ย่ีห้อ MAPADA ประเทศจีน 

2.4. เคร่ือง thermal cycler ย่ีห้อ BIO-RAD รุ่น T-100TM ประเทศสิงคโปร์ 

2.5. หม้อนึ่งฆ่าเชือ้โรคอตัโนมตัิ รุ่น GI54TW บริษัท upmarketing 

2.6. เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ รุ่น ZHWY-100H ย่ีห้อZHICHEN ประเทศจีน 
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2.7. ไมโครปิเปต   รุ่น NPX2-2 Nichipet EX II Series Nichipet EX ย่ี ห้อ NICHIRYO 

ประเทศญ่ีปุ่ น 

2.8. กล้องจลุทรรศน์ รุ่น CX31 ย่ีห้อ OLYMPUS ประเทศญ่ีปุ่ น 

3. จุลชีพ 

3.1. B. subtilis  
3.2. M. luteus 

3.3. S. aureus 
3.4. Bacillus megaterium 
3.5. Escherichia coli 363 

3.6. Escherichia coli BL21(DE3) 

3.7. Escherichia coli NiCo21(DE3) 

3.8. V. harveyi 639 

3.9. V. parahelyticus  
3.10. V. parahaelyticus (AHPND) 

3.11. Klebsiella pneumoniae 

3.12. WSSV 

3.13. YHV 

4. โปรแกรม 

4.1. โปรแกรม signalP 

4.2. โปรแกรม Clustal Omega 

4.3. โปรแกรม image Lab 

 

วิธีการทดลอง 
1. การโคลนยีน carcininPm2 และ carcininPm2_WAP ของกุ้ งกุลาด า และยีน LvCrustunA จากกุ้ง
ขาว เข้าสู่เวคเตอร์ เพ่ือใช้ในการผลิตโปรตีนลกูผสมในระบบของ E. coli 

1.1. การออกแบบไพร์เมอร์ 
  ในการออกแบบไพร์เมอร์เพ่ือใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีนในงานวิจันชิน้นีน้ัน้ ท าได้โดยการน า
ล าดบัเบสของยีน carcininPm2 และ carcininPm2_WAP ของกุ้งกลุาด า ยีน LvCrustunA จากกุ้งขาว 
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ไปวิเคราะห์เพปไทด์ส่งสญัญาณด้วยโปรแกรม SignalP เน่ืองจากในงานวิจยันีจ้ะไม่เพ่ิมปริมาณของ
ยีนในส่วนของเพปไทดส่งสัญญาณ โดยไพร์เมอร์ Forward จะเพ่ิมกรดอะมิโนฮีสทีดีน 6 โมเลกุล 
(6×His-tag) และเอนไซม์ตดัจ าเพาะ และไพร์เมอร์ reverse จะเพ่ิมสว่นของกรดอะมิโนท่ีเป็นรหสัหยุด
เช้าไปด้วย 

1.2. การเ พ่ิมปริมาณยีน carcininPm2 และ carcininPm2_WAP ของกุ้ งกุลาด า ยีน 
LvCrustunA จากกุ้งขาว  
   ในงานวิจยันีจ้ะท าการโคลนยีน carcininPm2 และ LvCrustinA โดยการเก็บเลือดกุ้งด้วย
สารละลายโซเดียมซิเตรตความเข้มข้น 10% โดยมวลต่อปริมาตร จากนัน้น ามาสกัด total RNA ด้วย
ชดุสกดั total RNA แล้วสร้าง cDNA ด้วยชดุสร้าง cDNA โดยใช้ cDNA ท่ีได้เป็น template ในการเพ่ิม
จ านวนยีนด้วยกระบวนการ polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งไพร์เมอร์ท่ีใช้มีความจ าเพาะกบั
ยีน carcininPm2 (ใช้ไพร์เมอร์คู่ carcininPm2F และ carcininPm2R) carcininPm2_WAP (ใช้ไพร์
เมอร์คู ่carcininPm2_WAPF และ carcininPm2R) และ LvCrustinA ใช้ไพร์เมอร์คู ่LvCrustinAF และ 
LvCrustinAR) ดังตาราง 1 โดย carcininPm2 และ carcininPm2_WAP จะมีการเติมล าดบัเบสของ
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Ncol และ Xhol ท่ีปลาย 5’ และ 3’ ตามล าดบั ส าหรับ LvCrustinA มีการเติมล าดบั
เบสของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRl และ Xhol ท่ีปลาย 5’ และ 3’ ตามล าดบั นอกจากนีบ้ริเวณปลาย
ด้านกรดอะมิโนของไพร์เมอร์ชนิด Forward จะมีส่วนท่ีเป็น 6×His-tag เพ่ือใช้ในการท าให้โปรตีน
บริสทุธ์ิอีกด้วย  
  การเพ่ิมปริมาณชิน้สว่นของยีนท่ีต้องการโดยใช้ชดุเพ่ิมปริมาณ DNA ซึ่งปริมาตรรวมใน

ปฏิกิริยา PCR เท่ากับ 50 µl ประกอบด้วยสารผสมดงันี ้ สารละลายบัฟเฟอร์ dNTP ท่ีความเข้มข้น

สุดท้าย 0.1 mM forward และ reverse primer ท่ีความเข้มข้นสุดท้ายอย่างละ 0.2 µM, RBC tag 

DNA polymerase จ านวน 1.25 units น า้ปราศจากไอออน (Deionized water หรือ DI water) และ 

cDNA ของกุ้ งกุลาด าและกุ้ งขาว จากนัน้น าสารผสมไปบ่มท่ี 95 oC เป็นเวลา 3 นาที แล้วจึงน าไปบ่ม

ในสภาวะท่ีก าหนดอีก 30 รอบ ซึ่งในแต่ละรอบประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนคือ บ่มท่ี 95 oC เป็นเวลา 30 

วินาที, บ่มท่ี 50 oC เป็นเวลา 30 วินาที และบ่มท่ี 72 oC เป็นเวลา 30 วินาทีส าหรับ carcininPm2 และ 
carcininPm2_WAP  และ 45 วินาที ส าหรับ LvCrustinA ตามล าดบั จากนัน้จึงบ่มท่ี 72 oC ต่ออีก 10 

นาที แล้วน าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟไรซิส (agarose gel 

electrophoresis) โดยใช้ 1.5 % agarose gel ในการวิเคราะห์ โดยตรวจสอบผลท่ีได้จากด้วยเคร่ือง

ก าเนิดแสงอลุตราไวโอเลต  
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ตาราง 1 ไพร์เมอร์ส าหรับการโคลนยีน 

 

ไพร์เมอร์ ชนิดของไพร์
เมอร์ 

ล าดบัเบส(5’-3’) วตัถปุระสงค์การใช้งาน 

carcininPm2F forward TTAACCATGGGCCATCAT
CATCATCATCATTGCCGTT
ACTACTGCAAG 

ใ ช้ ในการ โคลน  เ พ่ือผลิต
โปรตีน  carcininPm2 

carcininPm2R reverse ATATCTCGAGCTAAGCTTT
TCCTCCTCGATTCGC 

ใช้ในการโคลนเพ่ือผลิต
โปรตีน carcininPm2 และ 
carcininPm2_WAP 

carcininPm2_W
APF 

forward TTAACCATGGGCCATCAT
CATCATCATCATTGCCCT
GAGGTTCGCCCCGTC 

ใช้ในการโคลน เพ่ือผลิต
โปรตีน  carcininPm2_WAP 

LvCrustinAF forward AATTGATATCCATCATCAT
CATCATCATCAGAACACC
AACAGCACC  

ใ ช้ ในการ โคลน  เ พ่ือผลิต
โปรตีน LvCrustinA 

LvCrustinAR reverse TATACTCGAGTCACTTCC
CAAAATTGGAG 

ใ ช้ ในการ โคลน  เ พ่ือผลิต
โปรตีน LvCrustinA 

 

 

1.3. การเช่ือมชิน้ยีนท่ีสนในกบัเวคเตอร์ 
 การเช่ือมชิน้ยีนท่ีสนใจกบัเวคเตอร์ ท าได้โดยการสกดัผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีสนใจออกจากอะกา
โรสเจลด้วยชดุท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสทุธ์ิ โดยตดัชิน้สว่นของเจลบริเวณท่ีมีผลิตภณัฑ์ PCR เพ่ือไป
ท าให้บริสทุธ์ิ เม่ือได้ยีนท่ีบริสทุธ์ิแล้วไปตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ เพ่ือโคลนใส่เข้าไปใน pVR500 
vector (ดดัแปลงมาจาก pET32 โดยตดัสว่นท่ีเป็น 6×His-tag ออก ซึ่งอธิบายไว้ใน Donpudsa et al. 
(2009). โดยปฏิกิริยาท่ีใช้ในการตดัยีนและพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะมีปริมาตรรวมเท่ากับ     
20 µl ซึ่งประกอบด้วย ผลิตภัณฑ์ PCR หรือ pVR500 vector เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 1 unit บัฟเฟอร์ท่ี
เหมาะสมกับเอนไซม์ตดัจ าเพาะ และน า้ปราศจากไอออน โดยบ่มท่ี 37o C เป็นเวลา 16  - 18 ชั่วโมง 
จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟไรซิส แล้วท าให้ส่วนของยีน และ pVR500 



25 
 

ท่ีได้ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะแล้วมีความบริสทุธ์ิด้วยชดุท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสทุธ์ิ ก่อนน าทัง้สอง
สว่นไปเช่ือมตอ่กนั  
  ในการเช่ือมต่อระหว่างชิน้ยีนท่ีสนในกบัเวคเตอร์นัน้ ปริมาตรรวมในปฏิกิริยาในการน า

ยีนท่ีสนใจเช่ือมต่อกับ pVR500 vector นัน้ เท่ากับ 20 µl ประกอบด้วย ยีนท่ีสนใจ pVR500 vector 

สารละลายบัฟเฟอร์ และ T4 DNA ligase บ่มท่ี 16oC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ก่อนน าผลิตภณัฑ์ท่ีได้ 

เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ XL1-blue ท่ีเตรียมอยู่ในรูป competent cell ด้วยการกระตุ้น

ด้วยความร้อนท่ี 42.5oC เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้เติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB 1 ml แล้วน าไปเขย่าท่ี 

37oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน ามาท าให้เชือ้กระจายบนจานเพาะเลีย้งเชือ้ท่ีมีอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB 

และ100 µg/µl ampicillin แล้วบ่มท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง  

  จากนัน้น าโคโลนีเดี่ยวไปเติมอาหารเพาะเลีย้วเชือ้ LB ท่ีมีส่วนประกอบของ 100 µg/µl 

ampicillin ท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แล้วน าไปสกัดพลาสมิดลูกผสมด้วยชุดสกัดพลาสมิด 

จากนัน้น าพลาสมิดลกูผสมท่ีสกดัได้ไปบ่มกบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง โดย

ในปฎิกิริยาประกอบด้วย พลาสมิดลกูผสม เอนไซม์ตดัจ าเพาะ 1 unit สารละลายบัฟเฟอร์ และน า้

ปราศจากไอออน แล้วน าผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟไรซิส โดยใช้ 

1.5 % agarose gel ในการวิเคราะห์ โดยตรวจสอบผลท่ีได้จากด้วยเคร่ืองก าเนิดแสงอลุตราไวโอเลต 

1.4. การตรวจสอบความถกูต้องของล าดบัเบส 
  เมื่อได้พลาสมิดลกูผสมแล้ว น าพลาสมิดลกูผสมไปตรวจสอบล าดบัเบส โดยการส่งไป
ตรวจสอบท่ีบริษัท U2Bio จากนัน้น าผลล าดบัเบสท่ีได้ไปท าการเปรียบเทียบล าดบัเบสฐานข้อมลูด้วย 
โปรแกรม Clustal Omega  

2. การแสดงออกของโปรตีนและการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ  

2.1. การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาตา่ง ๆ 

 ในการผลิตโปรตีนลูกผสมในระบบ E. coli ท าได้โดยการน าพลาสมิดลูกผสมของ 
carcininPm2 (rcarcininPm2)และ carcininPm2_WAP (rcarcininPm2_WAP) เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 
E. coli สายพันธุ์  BL21(DE3) ท่ีอยู่ในรูป competent cell และพลาสมิดลูกผสมของ LvcrustinA 
(rLvCrustinA) เข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ NiCo21(DE3) ด้วยวิธีการกระตุ้นด้วยความร้อน
ท่ี 42.5oC เป็นเวลา 2 นาที แล้วเติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB แล้วไปเขย่าท่ี 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง
ก่อนน าไปท าให้แบคทีเรียกระจายบนจานอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB และ 100 µg/µl ampicillin เป็น
เวลา 16-18 ชัว่โมง 
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 จากนัน้น าเซลล์ของแบคทีเรียท่ีได้รับพลาสมิดลกูผสมมาเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB ท่ีมี
ส่วนผสมของยาปฏิชีวนะซึ่งมี 100 µg/µl ampicillin ท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แล้ว
น ามาเจือจาง 100 เท่า และเขย่าท่ี 37oC จนกระทั่งค่า optical density ท่ี 600 นาโนเมตร (OD600) มี
ค่าอยู่ในช่วง 0.6 – 0.8 แล้วจึงเติม IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 mM ส าหรับผลิตโปรตีน
ลกูผสมของ carcininPm2 (rcarcininPm2) และ carcininPm2_WAP (rcarcininPm2_WAP) และเติม 
IPTG ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 2 mM ส าหรับผลิตโปรตีนลกูผสมของ LvcrustinA (rLvCrustinA) 
เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน แล้วเขย่าท่ี 37oC เป็นเวลา 0, 1 ชัว่โมง, 2 ชัว่โมง, 3 ชัว่โมง 
และ 4 ชั่วโมง เพ่ือดกูารแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาต่าง ๆ โดยป่ันเก็บเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 5000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ี 4oC จากนัน้ละลายด้วย PBS แล้วน าไปตรวจสอบปริมาณ
โปรตีนด้วย 15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS–PAGE) แล้ว
ย้อมสารละลาย comessie เป็นเวลา 16 – 18 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 

2.2. การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  
 แล้วท าให้เซลล์แตกด้วยเคร่ือง sonicator ก่อนน าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอนท่ี 5000 rpm เป็น
เวลา 15 นาที ท่ี 4oC เพ่ือแยกสว่นของสารละลาย และตะกอน โดยน าตะกอนไปละลายด้วย PBS ก่อน
น าไปวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด้วย 15% SDS–PAGE แล้วย้อมสารละลาย comessie เป็น
เวลา 16 – 18 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 

2.3. การละลายของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย 

 เ มื่ อพบว่า  rcarcininPm2 และ  rcarcininPm2_WAP อยู่ ใ น รูปของสารละลาย ส่วน 
rLvcrustinA อยู่ในสภาพของตะกอน จึงน าตะกอนมาละลายด้วยสารละลายคาร์บอเนตบัฟเฟอร์ pH 
10 ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 M ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนัน้ป่ันแยกเพ่ือเก็บเฉพาะ
สารละลายด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงท่ีอณุหภมูิ 4 oC ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าสว่น
ท่ีเป็นสารละลายและตะกอนไปตรวจสอบอีกครัง้ด้วย 15% SDS-PAGE ก่อนน าสารละลายท่ีได้ไปท า
ให้โปรตีนบริสทุธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตี (affinity chromatography) ชนิด Ni-NTA 
column  

2.4. การท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ 

 เมื่อทราบเวลาท่ีเหมาะสมในการเลีย้งแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตโปรตีน โดยท่ีเวลาท่ีเหมาะสม 

rcarcininPm2 และและ rcarcininPm2_WAP คือ 2 ชัว่โมง และส าหรับ rLvCrustinA คือ 1 ชัว่โมง และ

การละลายของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรียแล้ว จึงเลีย้งเซลล์ของรีคอมบินแนนท์แบคทีเรียท่ีมีพลาสมิ

ดลกูผสมในปริมาณท่ีเพ่ิมมากขึน้ เพ่ือน าไปผลิตโปรตีนส าหรับการทดสอบฤทธ์ิทางชีภาพตา่ง ๆ  เมื่อ

ได้ตะกอนเซลล์ของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรียแล้วน าละลายด้วย PBS แล้วไปท าให้เซลล์แตก จากนัน้น า
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ตะกอนหลงัจากท าให้เซลล์แตกของ rLvCrustinA ไปละลายด้วยสารละลายคาร์บอเนตบัฟเฟอร์ pH 

10 ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 M แล้วไปป่ันเหว่ียงเพ่ือน าส่วนของสารละลายไปท าให้บริสทุธ์ิด้วย  Ni-NTA 

column  ส าหรับ rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP เน่ืองจากโปรตีนลกูผสมทัง้สองชนิดนีอ้ยู่

ในรูปของสารละลาย จึงพร้อมท่ีจะน าไปท าให้บริสทุธ์ิได้ 

 ในการท าให้โปรตีนให้บริสุทธ์ิได้ โดยใช้ Ni-NTA agarose column นัน้ ท าได้โดยการเติม

สารละลายโปรตีนลงไปในคอลัมน์ แล้วเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ ( flow thought) แล้วล้าง

โปรตีนท่ีไมใ่ช่สว่นท่ีสนใจด้วย washing buffer (imidazole ใน PBS เข้มข้น 20 mM) แล้วเก็บสว่นของ

สารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ จากนัน้ท าการชะโปรตีนออกคอลมัน์ด้วยสารละลาย elution buffer 

(immdazole ใน PBS เข้มข้น 300 mM) แล้วท าการเปลี่ยนสารละลายของโปรตีนเป็น PBS ด้วยการ

ไดอะไลซิส (dalysis) เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิด้วย 15% SDS–

PAGE แล้วย้อมสารละลาย comassie เป็นเวลา 16 – 18 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยสารละลาย destain จน

แผน่เจลใส 

2.5. การวดัความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford 

 ในการวัดความเข้มข้นของโปรตีนนัน้ ท าได้โดยการน าโปรตีน 10 µl ไปเติมสารละลาย 
Bradford 200 µl แล้วบ่มเป็นเวลา 5 นาที ก่อนน าไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 595    
นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย BSA เป็นสารมาตรฐาน 

3. การทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยวิธี agar diffusion assay 

 ในการทดสอบการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ดดัแปลงวิธีจาก Dupudsa;  (2014: 

95-103 โดยเร่ิมจากการเลีย้งเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก 4 ชนิด คือ B. subtilis, B. Megaterium, M. 
luteus และ S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ 5 ชนิด คือE. coli, V. harveyi, V. parahelyticus, V. 
parahelyticus (AHPND) และ K. pneumoniae ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB ท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง ยกเว้นแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio spp. ท่ีเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TSB เป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง ท่ีอณุหภมูิ 30 oC แล้วจึงน าไปวดัคา่ OD600 แล้วเจือจางเชือ้แต่ละชนิดด้วย 1%(w/v) agorose 

gel ใน PBS โดยให้เชือ้แต่ชนิดมีค่า OD600 ประมาณ 0.1 ให้มีปริมาตรสุดท้าย 20 ml จากนัน้รอ

จนกระทัง่เจลแขง็ตวั แล้วเจาะหลมุกว้างประมาณ 0.3 cm เพ่ือเติมโปรตีนความเข้มข้นต่าง ๆ ลงหลมุ 

ๆ ละ 120 µl โดยใช้ยาปฏิชีวนะ 3 nmol ampicillin ส าหรับการทดสอบกับแบคทีเรีย 6 ชนิด คือ B. 
subtilis, B. Megaterium, M. luteus, S. aureus E. coli, แ ล ะ  K. pneumoniae แ ล ะ  3 nmol 

carbenicillin ส าหรับการทดสอบกับแบคที เ รีย  3 ช นิด  คื อ  . harveyi, V. parahelyticus, V. 
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parahelyticus (AHPND) และ PBS เป็น positive และ negative control ตามล าดบั แล้วบ่มเป็นเวลา 

16-18 ชั่วโมง ตรวจสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยการวดับริเวณใส (clear 

zone) โดยรายงานผลในรูปแบบอตัราส่วนระหว่างเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณใสของฤทธ์ิการยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีเกิดจากโปรตีนตอ่ยาปฏิชีวนะ 

4. การทดสอบการจับกับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียของครัสทิน 

4.1. การทดสอบการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

  ในการทดสอบการจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียได้ดัดแปลงวิธีการทดลองจาก 

Krusong; et al.  (2012:  208-215) โดยมีการทดสอบการจบักับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก 

2 ชนิดคือ S. aureus และ B. subtilis ในอาหารเลีย้งเพาะเลีย้งเชือ้ LB ท่ี 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

และแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด คือ V. harveyi 393 และ V. parahaemolyticus AHPNS  ในอาหาร

เพาะเลีย้งเชือ้ TSB ท่ี 30oC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนัน้น าแบคทีเรียมาเลีย้งมาเจือจาง 100 เท่า

แล้วเลีย้งจนให้มีค่า OD600 ประมาณ 0.6 แล้วเก็บเซลล์โดยการป่ันเหว่ียง 6000×g เป็นเวลา 5 นาที 

จ านวน 4 ml ล้างเซลล์ด้วย PBS จ านวน 3 ครัง้ แล้วเติมโปรตีนจ านวน 250 µM  ปริมาตร 250 µl 

จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วเก็บเซลล์โดยการป่ันเหว่ียง 6000×g เป็นเวลา 5 นาที 

แล้วแยกสว่นของสารละลายและตะกอน โดยน าตะกอนเซลล์ไปล้างอีก 3 ครัง้ด้วย PBS แล้วเติม PBS 

ให้มีปริมาตร 250 ml ก่อนน าไปตรวจสอบการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียด้วย 15% SDS-PAGE 

ท่ีย้อมสารละลาย comessie เป็นเวลา 16 – 18 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 

และ western blot hybridization 

4.2. การตรวจสอบการทดสอบการจบักับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียด้วยวิธี western bolt 

hybridization 

  ในการตรวจสอบด้วย western blot hybridization นัน้ โดยในการตรวจสอบในงานวิจยันี ้

ได้ใช้ชดุตรวจสอบ HisDetectorTM Nickel-AP หลงัจากน าสารละลายแต่ละสว่นไปรันด้วย 15% SDS-

PAGE จากนัน้ย้ายโปรตีนจากแผน่เจลลงสู ่nitrocellouse membrane ด้วยเคร่ือง bolting ท่ี 100 mA 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยการเรียงแผน่ support ท่ีแช่สารละลาย transfer เป็นเวลา 30 นาที ลงบนเคร่ือง

แล้วน า nitrocellouse membrane ท่ีผา่นการแช่เมทานอลแล้ววางลงบนแผน่ซบัพอทต์ จากนัน้น าแผน่

เจล 15% SDS-PAGE วางลงบน nitrocellouse membrane แล้วปิดทบัด้วยแผน่ support อีกครัง้ เมื่อ

ท าการย้ายโปรตีนแล้วให้น าแผ่นเมมเบรนไปบ่มใน DetectorTM Block เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเติม 
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Nickel-AP ลงไป โดยการเจือจาง 5000 เท่า แล้วบ่มไว้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วเติมสารละลายผสมของ 

NBT/BCIP ทิง้ไว้ 5 นาที จนสงัเกตเห็นแถบสีมว่ง แล้วล้างน า้ประมาณ 3-4 ครัง้  

5. การทดสอบกระบวนการเกิด agglutination ของแบคทีเรีย 

5.1. การทดสอบการเกิดกระบวนการ agglutination ของแบคทีเรีย 

  ในการทดสอบการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ดดัแปลงวิธีการทดลองจาก Liu; et 

al.  (2016:  145-153) แกรมบวก 2 ชนิดคือ S. aureus และ B. subtilis แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด คือ 

V. harveyi 363 และ V. parahaemolyticus (AHPND)  เลีย้งแบคทีเรียเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ LB ส าหรับแบคทีเรียแกรมบวก และ TSB ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ จากนัน้น า

แบคทีเรียมาเลีย้งใหม่ ให้มีค่า OD600 ประมาณ 0.8 เก็บเซลล์โดยการป่ันเหว่ียง 6000×g เป็นเวลา 5 

นาที จ านวน 1 ml ล้างเซลล์ด้วย PBS จ านวน 3 ครัง้ จากนัน้เติมโปรตีนให้มีความเข้มข้นสดุท้าย 50 

µM โดยให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น ปริมาตร 100 µl เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปตรวจสอบการเกิด 

agglutination ด้วยกล้องจลุทรรศน์ โดยการย้อมสีแกรมของแบคทีเรีย 

5.2. การย้อมสีแกรมของแบคทีเรีย 

  ในการย้อมสีแกรมของแบคทีเรียนัน้ ท าได้โดยการน าสารละลาย 5 µl หยดลงบนแผ่น

สไลด์ แล้วในลปูในการสเมียร์เชือ้ จากนัน้น าสไลด์ไปผา่นไฟ 1-2 ครัง้เพ่ือให้เซลล์แบคทีเรียติดบนแผน่

สไลด์ วางทิง้ไว้ให้เย็น จากนัน้หยดสาระลายคริสตลัไวโอเลตลงบนแผน่สไลด์ทิง้ไว้ประมาณ 30 วินาที 

แล้วล้างออกด้วยน า้ จากนัน้หยดสารละลายไอโอดีนลงแผ่นสไลด์เป็นเวลา 1 นาที แล้วล้างออกด้วย

สารละลายเอทานอล 95% จนสีของสารละลายไอโอดีนหมด แล้วหยดสารละลายซาฟานินบนแผ่น

สไลด์เป็นเวลา 30 วินาที ล้างออกด้วยน า้ แล้วทิง้ไว้จนแห้งก่อนน าไปสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

6. การทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของไวรัสด้วยโดยใช้ primary cell culture 

6.1. การทดสอบการยบัยัง้การเจริญเติบโตของไวรัสด้วยโดยใช้ primary cell culture 

 เก็บเลือดกุ้งโดยใช้ Alsever's Solution แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 800 g เป็นเวลา 4 นาที ท่ี 4oC 
แล้วน าตะกอนเซลล์เม็ดเลือดมาละลายด้วยอาหาร L15  แล้วน าไปนับปริมาณเซลล์เม็ดเลือดด้วย
กล้องจุลทรรศน์ จากนัน้เติมเม็ดเลือดกุ้ง 1×106 เซลล์/400 µl/หลมุ แล้วน าไปบ่มท่ี 28oC เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะเพลท จากนัน้บ่มไวรัส WSSV หรือ YHV จ านวน 1.75×105 copies กบัโปรตีน 
เป็นเวลา 15 นาที โดยเทียบกบั Thioredoxin และ PBS แล้วปรับปริมาตรด้วย PBS ให้เป็น 120 µl แล้ว
เติมสารผสมลงในเพลท 100 µl แล้วบ่มท่ี 28oC เป็นเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง  



30 
 

 จากนัน้สกัด total RNA ด้วยชุด kit สกัด total RNA (a FavorPrep™ Blood/Cultured Cell 

Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen)) แล้วสร้าง cDNA ด้วยชุด kit (RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Fermentas)) แล้วใช้ cDNA ท่ีได้เป็น template ในกระบวนการ RT-PCR เพ่ือ

เพ่ิมปริมาณยีน WSV477 ของไวรัส WSSV และ GP_64HV ของไวรัส YHV เทียบกับยีน EF-α1 เพ่ือ

ตรวจสอบอตัราการเจริญเติบโตของไวรัส WSSV และ YHV 

6.2. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไวรัสด้วย RT-PCR 

  โดยใช้ไพร์เมอร์ดังตาราง 2 โดยปริมาตรรวมในปฏิกิริยา RT-PCR  การเพ่ิมปริมาณยีน 
WSV477, YHV_GP64 และ EF-1α เท่ากับ 25 µl ประกอบด้วยสารผสมดังนี ้1×Buffer, 0.12 mM 
dNTP, forward และ reverse primer อย่างละ 0.2 µM, 1.25 units RBC tag DNA polymerase, 
cDNA และน า้ปราศจากไอออน (Deionized water หรือ DI water) จากนัน้น าสารผสมไปบ่มท่ี 94 oC 
เป็นเวลา 2 นาที แล้วจึงน าไปบ่มในสภาวะท่ีก าหนดอีก 36 รอบ ส าหรับ WSV477, 40 รอบ ส าหรับ 
YHV_GP64 และ 25 รอบ ส าหรับ EF ซึ่งในแต่ละรอบประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนคือ ขัน้ท่ี 1 บ่มท่ี 94 oC 
เป็นเวลา 30 วินาที, ขัน้ท่ี 2 บ่มท่ี 50 oC ส าหรับ WSV477, บ่มท่ี 60 oC ส าหรับ YHV_GP64 และบ่มท่ี 
52 oC ส าหรับ EF-1α เป็นเวลา 45 วินาที และบ่มท่ี 72 oC เป็นเวลา 45 วินาที จากนัน้น าไปวิเคราะห์
ความเข้มของผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยโปรแกรม image lab 
 

ตาราง 2 ไพร์เมอร์ส าหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไวรัส WSSV และ YHV 

 

ไพร์เมอร์ ชนิดของไพร์เมอร์ ล าดบัเบส(5’-3’) วตัถปุระสงค์การใช้
งาน 

WSV477_RT-F forward ATGTATATCTTCGTCGAA
G 

ใช้ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของ
ยีนของไวรัส WSSV 

WSV477_RT-R reverse TTATAAGAAATGTACAAT
CC 

ใช้ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของ
ยีนของไวรัส WSSV 

GP_64YHVF forward CATGGATCGTTTGGCTTT
CGTTC 

ใช้ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของ
ยีนของไวรัส YHV 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

 

ไพร์เมอร์ ชนิดของไพร์เมอร์ ล าดบัเบส(5’-3’) วตัถปุระสงค์การใช้
งาน 

GP64_YHVR reverse TCACTATTACTCCAGTTAT
CA 

ใช้ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของ
ยีนของไวรัส YHV 

EF-F forward GGTGCTGGACAAGCTGA
AGGC 

ใ ช้ เ ป็ น  internal 
control ใ น ก า ร
ต ร ว จ ส อ บ ก า ร
แสดงออกของไวรัส 

EF-R reverse CGTTCCGGTGATCATGTT
CTTGATG 

ใ ช้ เ ป็ น  internal 
control ใ น ก า ร
ต ร ว จ ส อ บ ก า ร
แสดงออกของไวรัส 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

 
ครัสทินเป็นเพปไทด์ต้านจลุชีพซึ่งเป็นโมเลกลุในระบบภมูิคุ้มกนัของกุ้ง โดยในกุ้งกลุาด าได้มี

การศึกษาเก่ียวกับครัสทินมากมาย  แต่ยังไม่มีการรายงานเก่ียวกับครัสทินชนิดท่ี 1 ในกุ้ งกุลาด า 

จนกระทัง่ในปี ค.ศ. 2014 Donpusa, et al. (2004: 95-103) ได้ค้นพบครัสทินชนิดท่ี 1 จ านวน 2 ไอโซ

ฟอร์ม คือ carcininPm1 และ carcininPm2 นอกจากนีใ้นปี ค.ศ. 2018 มีการรายงานของ Li, et al.  

(2018: 42-49) ได้มีการค้นพบยีน LvCrustinA จากกุ้ งขาว ซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 2 แต่ขาดบริเวณของ 

Cys-rich ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจท่ีจะศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของ carcininPm2 และ LvCrustinA โดย

การโคลนยีนของ carcininPm2 carcininPm2_WAP และ LvCrustinA และผลิตโปรตีนลูกผสมใน

ระบบของ E.coli จากนัน้ท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ เพ่ือน าไปทดสอบฤทธ์ิการต้านจลุชีพของโปรตีนทัง้สาม 
รวมทัง้น า rcarcininPm2 ไปทดสอบความสามารถในการจับกบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคเรีย ฤทธ์ิการเกิด 

agglutination และความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของไวรัส WSSV และ YHV 

 

1. การโคลนยีน carcininPm2 carcininPm2_WAP และ LvCrustinA 

 ในการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีนทัง้สาม พบว่า carcininPm2, carcininPm2_WAP และ 

LvCrustinA เป็นครัสทินท่ีประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 336 คู่เบส 246 คู่เบส และ 519 คู่เบส 

(ภาพประกอบ 9) สามารถแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 111 โมเลกลุ 81 โมเลกลุ และ 172 โมเลกลุ ซึ่งมี

มวลโมเลกลุ 12.28 kDa, 8.78 kDa และ18.02 kDa และมีคา่จดุไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point, pI 

) เท่ากับ  7.63, 9.03 และ 9.72 ตามล าดับ เมื่อใช้โปรมแกรม SignalP 4.1 Server ในการท านาย

บริเวณเพปไทด์สง่สญัญาณของยีน carcininPm2 และ LvCrustinA พบวา่ carcininPm2 มีบริเวณของ
เพปไทด์สง่สญัญาณตัง้แตก่รดอะมิโนตวัท่ี 1 (เมไทโอนีน หรือ Met หรือ M) ถึงกรดอะมิโนตวัท่ี 16 (อะ

ลานีน หรือ Ala หรือ A) ท่ีบริเวณปลายด้านกรดอะมิโน และเพปไทด์ส่งสัญญาณของ LvCrustinA 

ตัง้แตก่รดอะมิโนตวัท่ี 1 (เมไทโอนีน หรือ Met หรือ M) ถึงกรดอะมิโนตวัท่ี 16 (อะลานีน หรือ Ala หรือ 

A) ท่ีบริเวณปลายด้านกรดอะมิโน นอกจากนีร้ะหว่างเพปไทด์ส่งสัญญาณและโดเมน WAP ของ 
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carcininPm2 เป็นบริเวณ Cys-rich ดงัภาพประกอบ 9 (ก)  จึงสามารถบอกได้ว่า carcininPm2 เป็น

ยีนของครัสทินชนิดท่ี 1 และ LvCrustinA มีบริเวณ Gly-rich ดงัภาพประกอบ 9 (ข) จึงสามารถบอกได้

วา่ LvCrustinA เป็นยีนของครัสทินชนิดท่ี 2 แตอ่ย่างไรก็ตาม LvCrustinA มีความแตกตา่งจากครัสทิน

ชนิดท่ี 2 ไอโซฟอร์มอ่ืน ๆ คือ ไม่พบบริเวณ Cys-rich ดังนัน้โครงสร้างโดเมนของ LvCrustinA จึง

ประกอบด้วยเพปไทด์สง่สญัญาณ Gly-rich และโดเมน WAP ตามล าดบั  

(ก) 

 
(ข) 
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ภาพประกอบ 9 ล าดบัเบสและกรดอะมิโนของ carcininPm2 (ก) และ LvCrutinA (ข) โดยตวัหนาเป็น

ส่วนของเพปไทด์ส่งสญัญาณ ส่วนต่อมาเป็นบริเวณของ Cys-rich ส าหรับ carcininPm2 และ

บริเวณของ Gly-rich ส าหรับ LvCrustinA และสว่นท่ีขีดเส้นใต้จะเป็นสว่นของ WAP domain 

 

1.1. การออกแบบไพร์เมอร์ 

 การโคลนยีน carcininPm2 , carcininPm2_WAP และ LvCrustinA จะใ ช้ ไพร์ เมอร์ท่ีมี

ความจ าเพาะเจาะจง ซึ่งไพร์เมอร์ท่ีใช้ในงานวิจยันีจ้ะไมม่ีบริเวณของเพปไทด์สง่สญัญาณในการโคลน

ยีน ในการออกแบบไพร์เมอร์นัน้ ส าหรับยีน carcininPm2 และ carcininPm2_WAP ไพร์เมอร์ท่ีเป็น 

forward จะมีบริเวณของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NcoI เพ่ือใช้ในการโคลน และ 6×His-tag เพ่ือใช้ในการ

ท าให้โปรตีนบริสทุธ์ิ โดยท่ีไพร์เมอร์ชนิด forward ของยีน carcininPm2 จะเร่ิมท่ีเบสต าแหน่งท่ี 73 – 

90 ส าหรับ carcininPm2_WAP เร่ิมต าแหน่งท่ี 163 – 183 ของยีน carcininPm2 และไพร์เมอร์ชนิด 

reverse จะมีบริเวณของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol รวมทัง้รหัสหยุดการแปลรหัสพันธุกรรมไปเป็น

กรดอะมิโน และจะเร่ิมท่ีเบสต าแหน่งท่ี 385 - 405 ส าหรับไพร์เมอร์ของ LvCrustinA ชนิด forward จะ

มีเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRl เพ่ือใช้ในการโคลน และ 6×His-tag เพ่ือใช้ในการท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิ

เช่นกัน และเร่ิมท่ีเบสต าแหน่งท่ี 108 -125 ส่วนไพร์เมอร์ชนิด reverse จะมีบริเวณของเอนไซม์ตดั

จ าเพาะ Xhol พร้อมกับรหัสหยุดการแปลรหัสพันธุกรรมไปเป็นกรดอะมิโน  และเร่ิมท่ีเบสต าแหน่งท่ี 

569 – 585  

 

1.2. การโคลนยีน carcininPm2 carcininPm2_WAP และ LvCrustunA เข้าสู่เวคเตอร์ 
pVR500 
  หลงัจากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง
กับยีนนัน้ ๆ แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย 1.5% agarose gel ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
พบว่า ผลิตภัณฑ์ PCR ของ carcininPm2 จากกุ้ งกุลาด ามีขนาด 418 คู่เบส (ภาพประกอบ 10(ก)) 
แล้วน าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ และเวคเตอร์ pVR500 ไปตัดด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Ncol และ Xhol 
หลงัจากน าไปเช่ือมต่อระหว่าง carcininPm2 และเวคเตอร์ pVR500 เข้าด้วยกัน จะได้พลาสมิดลูก
ผสม pVR500_carcininPm2 จากนัน้น าไปเป็นต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณยีน carcininPm2_WAP 
โดยผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้มีขนาด 331 คู่เบส (ภาพประกอบ 10(ข)) แล้วจึงน าไปตดัด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Ncol และ Xhol ก่อนจะเช่ือมกับเวคเตอร์ pVR500 จนได้เป็นพลาสมิดลูกผสม pVR500_ 
carcininPm2_WAP ส าหรับการเพ่ิมปริมาณยีน LvCrustinA ผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้มีขนาด 538 คู่เบส 
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(ภาพประกอบ 10(ค)) แล้วน าไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRl และ Xhol ก่อนน าไปเช่ือมกับ
เวคเตอร์ pVR500 จนได้เป็นพลาสมิดลกูผสม pVR500_ LvCrustinA ดงัภาพประกอบ 10 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 1.5% agarose gel ของผลิตภณัฑ์ PCR ของ carcininPm2 (ก) carcininPm2_WAP 

(ข) และ LvCrustinA (ค) โดย  

 M คือ ขนาดของ DNA มาตรฐาน  

 แถวท่ี 1 คือ ผลิตภณัฑ์ PCR ของยีน carcininPm2 

 แถวท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑ์ PCR ของยีน carcininPm2_WAP  

 แถวท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑ์ PCR ของยีน LvCrustinA  

 

1.3. การตรวจสอบความถูกต้องของยีน 

   ก่อนน าพลาสมิดลกูผสมส่งไปตรวจสอบล าดบัเบส พลาสมิดลกูผสมจะถกูน าไปบ่ม

กับเอนไซม์ตัดจ าเพาะเ พ่ือตรวจสอบชิน้ส่วนของยีนท่ีสนใจ ดังภาพประกอบ 11 โดยทัง้ 

pVR500_carcininPm2 pVR500_carcininPm2_WAP และ pVR500_LvCrustinA เมื่อถูกตัดด้วย 

Ncol/Xhol Ncol/Xhol และ EcoRl/Xhol จะให้ชิน้สว่นของยีนท่ีมีขนาดถกูต้องตามท่ีได้โคลนยีนเข้าไป

ใน pVR500 

 

(ก) (ข) (ค) 
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ภาพประกอบ 11 1.5% agarose gel ของพลาสมิดลกูผสมท่ีตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ โดย  

 M คือ ขนาดของ DNA มาตรฐาน 

 แถวท่ี 1 คือ pVR500_carcininPm2 ท่ีตดัด้วย Ncol และ Xhol 

 แถวท่ี 2 คือ pVR500_carcininPm2_WAP ท่ีตดัด้วย Ncol และ Xhol 

 แถวท่ี 3 คือ pVR500_LvCrustinA ท่ีตดัด้วย EcoRl และ Xhol 

 

   จากนัน้จึงได้น าพลาสมิดลกูผสมทัง้ 3 ไปส่งหาล าดบัเบส น าผลการวิเคราะห์ล าดบั

เบสท่ีได้ไปการตรวจสอบความถกูต้องของล าดบัเบสและล าดบักรดอะมิโนเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู

ของยีนทัง้ 3 ด้วยโปรแกรม Clustal Omega ซึ่งจะเห็นได้ว่า ล าดบัเบสของยีน carcininPm2 มีความ

เหมือนกับล าดบัเบสของยีนในฐานข้อมลูคิดเป็น 99.11% ซึ่งเมื่อน าไปแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน แล้ว

น ามาเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูพบวา่ มีความเหมือนคิดเป็น 98.20% (ภาพประกอบ 12(ก)) สว่นเบส

ของยีน carcininPm2_WAP มีความเหมือนของล าดับเบสและกรดอะมิโนคิดเป็น 98.78% และ 

97.53% ตามล าดบั (ภาพประกอบ 12(ข)) ส าหรับเบสของยีน LvCrustinA มีความเหมือนของล าดบั

เบสและกรดอะมิโนคิดเป็น 96.17%  และ 96.15% ตามล าดบั (ภาพประกอบ 12(ค)) ดงัภาพประกอบ 

12 
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(ก)  
 

  
 

 

(ข) 

 

  

 

 

 

 

 



38 
 

(ค) 

 

 
 

 

ภาพประกอบ 12 การเปรียบเทียบล าดบัเบสและล าดบักรดอะมิโนกบัฐานข้อมลูด้วยโปรแกรม Clustal 

Omaga โดย  

(ก) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (carcininPm2) และล าดบักรดอะมิโน (carcininPm2 (amino)) 

ของ carcininPm2 กบัล าดบัเบส (carcininPm2.database) และล าดบักรดอะมิโน 

(carcininPm2.database(amino)) ของฐานข้อมลู 

(ข) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (carcininPm2WAP) และล าดบักรดอะมิโน (arcininPm2WAP 

(amino)) ของ carcininPm2_WAP กบัล าดบัเบส (carcininPm2WAP.database) และล าดบั

กรดอะมิโน (carcininPm2WAP.database(amino)) ของฐานข้อมลู 

(ค) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (LvCrustinA) และล าดบักรดอะมิโน (LvCrustinA(amino)) ของ 

LvCrustinA กบัล าดบัเบส (LvCrustinA.database) และล าดบักรดอะมิโน 

(LvCrustinA.database(amino)) ของฐานข้อมลู 
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2. การแสดงออกของโปรตีนและการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ 
2.1. การแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาต่าง ๆ  

 ก า ร ผ ลิ ต โ ป ร ตี น ลู ก ผ สม เ พ่ื อ ใ ช้ ใ น ก า ร ท ดสอบฤท ธ์ิ ท า ง จุ ล ชี พ ต่ า ง ๆ   โ ด ย 

pVR500_carcininPm2  และ  pVR500_carcininPm2_WAP ไ ด้ ถู ก น า เ ข้ าสู่  E. coli สายพัน ธุ์  
BL21(DE3) และ pVR500_LvCrustinA ได้ถกูน าเข้าสู ่E. coli สายพนัธุ์ NiCo21(DE3) โดยถกูเลีย้งใน

อาหารเลีย้งเชือ้ LB ท่ีมียา amplicillin ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 100 µg/ml ท่ี 37oC ซึ่งหลงัจากเติม 

IPTG แ ล้ ว น า ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห์ ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  15% SDS-PAGE พ บ ว่ า  rcarcininPm2  แ ล ะ
rcarcininPm2_WAP มีขนาด 24.72 kDa และ 21.22 kDa ตามล าดับ ซึ่งมีค่า pI เท่ากับ 6.44 และ 

7.91 มีการแสดงออกตัง้แต่ชัว่โมงท่ี 1 และมีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึน้เมื่อเวลาผ่านไป ดงัภาพประกอบ 

13(ก) และ (ข) ส่วนโปรตีนลกูผสม rLvCrustinA นีม้ีขนาด 28.83 kDa ซึ่งมีค่า pI เท่ากับ 8.37 และมี

การแสดงออกของโปรตีนลกูผสมตัง้แต ่1 ชั่วโมง ดงัภาพประกอบ 13(ค) ซึ่งการแสดงออกของโปรตีน

คล้ายกบัวา่จะลดลงเมื่อเวลาผา่นไป  

 

 

     

(ค) 

(ข) 

(ก) 

carcininPm2 

carcininPm2_WAP 

LvCrustinA 
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ภาพประกอบ 13 15% SDS-PAGE ของเซลล์แบคที เ รีย ท่ีถูกกระตุ้ นใ ห้ผลิตโปรตีนลูกผสม  
rcarcininPm2 (ก) rcarcininPm2_WAP (ข) และ rLvCrustinA (ค) ด้วย IPTG ณ เวลาตา่งๆ โดย 
แถว M คือ โปรตีนมาตรฐาน  
แถวท่ี 1 -5 คือ เซลล์แบคทีเรียท่ีถูกกระตุ้นให้ผลิตโปรตีนด้วย IPTG ท่ีเวลา 0 1 2 3 และ 4    

  ชัว่โมง ตามล าดบั 
 
 จากนัน้จึงน าเฉพาะเซลล์แบคทีเรียลูกผสมท่ีถูกกระตุ้นให้มีการผลิตโปรตีน  ณ เวลาท่ี
เหมาะสมด้วยการเติม IPTG ซึ่ง rcarcininPm2 rcarcininPm2_WAP และ rLvCrustinA เลือกใช้ท่ีเวลา 
2 ชัว่โมง 4 ชัว่โมง และ 1 ชัว่โมง ตามล าดบั ไปท าให้เซลล์แตก เพ่ือตรวจสอบสภาพของโปรตีนวา่ อยู่
ในรูปของสารละลายหรือตะกอนด้วย 15% SDS-PAGE  ซึ่งผลการทดลองท่ีได้พบว่า rcarcininPm2 
และ rcarcininPm2_WAP อยู่ในรูปของสารละลาย (ภาพประกอบ 14(ก) และ (ข)) และ rLvCrustinA 
อยู่ในรูปของตะกอน (ภาพประกอบ 14(ค)) จึงได้น าตะกอนของ rLvCrustinA ท่ีได้ไปละลายด้วย
สารละลายคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ pH 10 ก่อนน าไปท าให้บริสทุธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิ
ตีชนิด Ni-NTA column  แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย 15% SDS-PAGE  อีกครัง้ ได้ผลดงัภาพประกอบ 14 
นัน้คือได้โปรตีนลกูผสมทัง้ 3 มีความบริสทุธ์ิมากขึน้ และสามารถน าโปรตีนลกูผสมท่ีได้ไปทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพตอ่ไป 
 

 

     

(ก) 

(ข) 

carcininPm2 

carcininPm2_WAP 
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ภาพประกอบ  14 15% SDS-PAGE ของโปรตีนลกูผสม rcarcininPm2 (ก) rcarcininPm2_WAP  
 (ข) และ rLvCrustinA (ค) เมื่อถกูท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกด้วยเคร่ือง sonicator แล้วน าไปท าให้  
 โปรตีนบริสทุธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตีชนิด Ni-NTA column โดยท่ี  
แถว M คือ โปรตีนมาตรฐาน  
แถวท่ี 1 คือ สว่นของสารละลายหลงัจากท่ีท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกด้วยเคร่ือง sonicator 
แถวท่ี 2 คือ สว่นของตะกอนหลงัจากท่ีท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกด้วยเคร่ือง sonicator 
แถวท่ี 3 คือโปรตีนท่ีถกูท าให้บริสทุธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตชีนิด Ni-NTA  

      column 
 
3. การทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียด้วยวิธี agar diffusion assay 
 การศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรีย ของโปรตีนลกูผสมทัง้ 3 นัน้ ได้มี

การศกึษาการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก 4 ชนิด คือ B. Megaterium, B. subtilis, 

S. aureus และ M. luteus และแบคทีเรียแกรมลบ 5 ชนิด คือ E. coli 363,  V. parahaemolyticus, V. 
parahaemolyticus (AHPND)  V. harveyi 639 และ  K. pneumoniae โดยใช้ ยาปฏิชีวนะ ในการ
เปรียบเทียบกบัฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียกับโปรตีนลกูผสม ซึ่งฤทธ์ิการยบัยัง้การ

เจริญของแบคทีเรียนัน้วดัได้จากเส้นผา่นศนูย์กลางของบริเวณใสของโปรตีนลกูผสม และยาปฏิชีวนะ  

 การทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเ รียของ  rcarcininPm2 พบว่า 

rcarcininPm2 มีฤท ธ์ิ ในการยับยั ง้การ เจ ริญเติบโตของแบคที เ รียแกรมลบ 2 ช นิด  คื อ  V. 
parahaemolyticus (AHPND) และ V. harveyi 639 เมื่อน าข้อมลูมาสร้างกราฟอตัราส่วนระหวา่งเส้น

ผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสท่ีเกิดจาก rcarcininPm2 กับ 3 nmol carbenicillin พบว่า เมื่อความ

เข้มข้นของโปรตีนเพ่ิมขึน้ ฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตเติบโตของแบคทีเรียจะเพ่ิมขึน้ด้วย ดงั

ประกอบ 15(ก) สว่น rcarcininPm2_WAP ไมมี่ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

(ค) 

LvCrutinA 
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 ในการการทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของ rLvCrustinA พบว่า มี

ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ S. aureus และ B. subtilis เมื่อ
น าข้อมลูมาสร้างกราฟเป็นอตัราส่วนระหว่างเส้นผ่านศนูย์กลางของบริเวณใสท่ีเกิดจาก rLvCrustinA 

กับ 3 nmol ampicillin พบว่าเม่ือความเข้มข้นของโปรตีนเพ่ิมขึน้ ฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียจะเพ่ิมขึน้ด้วย ดังภาพประกอบ 15(ข) ซึ่งโปรตีน rLvCrustinA มีฤทธ์ิในการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ S. aureus และ B. subtilis 

 
 

 
 

 

              
 

(ก) 

(ข) 
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ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของโปรตีน 
rcarcininPm2 และ rLvCrustinA ด้วยเทคนิค agar diffusion assay โดยแสดงเป็นอตัราสว่น
ระหวา่งบริเวณใสของฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจากโปรตีนเทียบกบัยา
ปฏิชีวนะ 
(ก) การยบัยัง้การเจริญเตบิโตของแบคทีเรียด้วย rcarcininPm2 
(ข)  การยบัยัง้การเจริญเตบิโตของแบคทีเรียด้วย LvCrustinA 

 
4. การทดสอบการจับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

  ในการทดสอบการจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ S. aureus และ B. 
subtilis และแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด คือ V. harveyi และ V. parahaemolyticus AHPND โดยเซลล์

แบคทีเรียจะถกูบ่มกบั rcarcininPm2 หรือ rcarininPm2_WAP จากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงแยกเอาสว่น

ของตะกอนของเซลล์แบคทีเรียออกจากสว่นของสารละลาย แล้วน าตะกอนและสว่นของสารละลายไป

วิ เคราะ ห์ ด้ วย  15% SDS-PAGE และ  western blot hybridization พบว่า  rcarcininPm2 และ 

rcarininPm2_WAP  ไม่สามารถจับกับเ ย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียทัง้แกรมบวกและลบได้ ดัง

ภาพประกอบ 16 

  
 

ภาพประกอบ 16 western bolt hybridization ของการจับกับเ ย่ือหุ้ ม เซลล์ของแบคทีเ รียของ 

rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP โดย 

  แถวท่ี 1 คือ rcarcininPm2 
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 แถวท่ี 2 คือ ส่วนของสารละลายหลังจากการป่ันเหว่ียงแยกเซลล์แบคทีเรียท่ีบ่มกับโปรตีน   

    rcarcininPm2 ออกไป 

 แถวท่ี 3 คือ สว่นของตะกอนเซลล์แบคทีเรียท่ีบ่มกบัโปรตีน rcarcininPm2 หลงัจากการป่ันเหว่ียง 

  เอาสว่นของสารลายออกไป 

 แถวท่ี 4 คือ rcarcininPm2_WAP 

 แถวท่ี 5 คือ ส่วนของสารละลายหลังจากการป่ันเหว่ียงแยกเซลล์แบคทีเรียท่ีบ่มกับโปรตีน   

  rcarcininPm2_WAP ออกไป  

 แถวท่ี 6 คือ สว่นของตะกอนเซลล์แบคทีเรียท่ีบม่กบัโปรตีน rcarcininPm2_WAP หลงัจากการป่ัน 

  เหว่ียงเอาสว่นของสารละลายออกไป 

 

5. การทดสอบกระบวนการเกิด agglutination ของแบคทีเรีย 

 ในการทดสอบการเกิด agglutination ของแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ S. aureus และ B. 
subtilis และแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด คือ V. harveyi และ V. parahaemolyticus AHPND โดย

แบคทีเรียจะถกูบ่มด้วย rcarcininPm2 และ rcarininPm2_WAP ก่อนจะน าไปตรวจสอบการเกาะกลุ่ม

ของแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่า rcarcininPm2 และ rcarininPm2_WAP ไม่สามารถท าให้

แบคทีเรียเกิดกระบวนการ agglutination ดงัภาพประกอบ 17 
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ภาพประกอบ 17 การเกิดกระบวนการ agglutination ของแบคทีเรีย เมื่อบ่มด้วย PBS rcarcininPm2 

และ rcarcininPm2_WAP  

 

6. การทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของไวรัส WSSV และ YHV 

 การทดสอบการยบัยัง้การเจริญเติบโตของไวรัส WSSV และ YHV ด้วยการใช้เซลล์เมด็เลือด

ของกุ้ง โดยในการทดสอบครัง้นีไ้วรัส WSSV และ YHV จะถกูบ่มด้วย rcarcininPm2 แล้วเติมลงเซลล์

เมด็เลือดของกุ้ง จากนัน้ RNA ทัง้หมดถกูสกดัท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง เพ่ือสงัเคราะห์ cDNA 

แล้วน าไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน  EF-1α (ยีนมาตรฐานของกุ้ ง), WSV477 (ยีนของ WSSV) 
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และ GP_64YHV (ยีนของ YHV) พบว่า ท่ีชั่วโมงท่ี 12 และ 24 การแบ่งตวัของไวรัสไม่มีการลด เมื่อ

เทียบกบัการเติม PBS และ Thioredoxin  

 

 
 

 

   
   

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 
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ภาพประกอบ 18 15% agarose gel (ก) และกราฟแสดงความสัมพันธ์ (ข และ ค) การยับยัง้การ

เจริญเติบโตของไวรัส WSSV และไวรัส YHV ด้วยการบ่มกบั PBS Thioredoxin และ carcininPm2 

เป็นเวลา 15 นาที ก่อนเติมลงในเมด็เลือดกุ้ง และเก็บเมด็เลือดกุ้งท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง 

เพ่ือดกูารแสดงออกของยีน WSV477 (ยีนของ WSSV) และ YHV_GP64 (ยีนของ YHV) เทียบกบั 

EF-1α ท่ีเป็น internal control โดยใช้ RT-PCR แล้วน าผลมาวดัความเข้มของแบน ซึ่งรายงานผล

โดยใช้ค่าความเข้มของแบนเทียบของยีนของไวรัสกับยีน  EF-1α โดยใช้ค่าทางสถิติในการ

วิเคราะห์ท่ี P < 0.05 

(ก) ผลิตภณัฑ์ RT-PCR ของยีน WSV 477 YHV_GP64 และ EF-1α ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

(ข) การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน WSV 477 กบั EF-1α ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

(ค) การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน YHV_GP64 กบั EF-1α ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

  

 

 

(ค) 
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บทท่ี 5 

สรุปผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

 
 สินค้าส่งออกท่ีส าคญัของไทยอย่างหนึ่งคือ กุ้ ง แต่กลบัพบปัญหาต่าง ๆ  เก่ียวกบัโรคระบาด

ท าให้มลูคา่การสง่ออกลดลง ดงันัน้การศกึษาเพ่ือหาแนวทางป้องกนัโรคระบาดตา่ง ๆ จึงเป็นสว่นหนึง่

ในการพฒันาเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยแนวทางหนึ่งในการหาแนวทางคือ การศึกษาเก่ียวระบบ

ภมูิคุ้มกันของกุ้ ง ซึ่งเป็นระบบภมูิคุ้มกนัท่ีมีแต่ก าเนิดจึงไม่มีความจ าเพาะตอ่สิ่งแปลกปลอมท่ีเข้ามา

ภายในตวักุ้ง (Tassanakajon; el al.  2013: 954-967) 

 เพปไทด์ต้านจลุชีพ เป็นเพปไทด์กลุ่มหนึ่งท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของจลุชีพไม่

วา่จะเป็นแบคทีเรีย ไวรัส หรือเชือ้ราได้ ซึ่งครัสทินเป็นหนึ่งในเพปไทด์ต้านจลุชีพท่ีมีลกัษณะเฉพาะคือ 

บริเวณท่ีเรียกว่า WAP domain  ซึ่งมีกรดอะมิโนท่ีเป็น Cys อยู่ 8 โมเลกุล โดย WAP domain จะอยู่

บริเวณปลายด้านคาร์บอกซิลของสายพอลิเพปไทด์ และส่วนของเพปไทด์ส่งสญัญาณท่ีบริเวณปลาย

ด้านกรดอะมิโนของสายพอลิเพปไทด์ สามารถแบ่งออกได้ 5 ชนิดตามความแตกตา่งของกรดอะมิโนท่ี

อยู่ บ ริ เ วณระหว่าง  WAP domain และ เพปไทด์ส่ งสัญญาณ (Smith; et al.  2008: 758–772; 

Tassanakajon; el al.  2015: 324–341)  

 เน่ืองจากการศกึษาของ Donpudsa; et al.  (2014: 95–103) ได้มีการค้นพบครัสทินชนิดท่ี 1 

ในกุ้ งกุลาด า ซึ่งยังไม่มีรายงานเก่ียวกับครัสทินชนิดนี ้ นอกจากนี ้Li; et al. (2018: 42-49) ได้มีการ

รายงานยีน LvCrustinA จากกุ้งขาวซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 2 แตยี่นนีม้ีความแตกตา่งจากครัสทินชนิดท่ี 

2 อ่ืน ๆ เน่ืองจากขาดบริเวณของ Cys-rich และครัสทินชนิดนีจ้ากกุ้งขาวมีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึน้เมื่อ

กุ้ งขาวได้รับ V. parahaemolyticus และไวรัสตวัแดงดวงขาว แสดงว่า ยีนนีน้่าจะมีความเก่ียวข้องกบั

ระบบภมิูคุ้มกนั ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้จลุชีพของ carcininPm2 และ LvCrustinA 

รวมไปถึง carcininPm2_WAP  

 ในการวิเคราะห์ยีน carcininPm2 เป็นครัสทินชนิดท่ี 1 เน่ืองจากมีบริเวณของ Cys-rich อยู่

ระหวา่ง WAP domain และเพปไทด์สง่สญัญาณ สว่น LvCrustinA เป็นครัสทินชนิดท่ี 2 แตจ่ะแตกตา่ง

กบัครัสทินชนิดท่ี 2 ทัว่ไปคือ จะมีเฉพาะบริเวณของ Gly-rich และไมม่ีบริเวณของ Cys-rich 

 ในการผลิตโปรตีน rcarcininPm2, rcarcininPm2_WAP และ rLvCrustinA  ในระบบ E. coli  
พบว่า rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP สามารถถูกผลิตได้ใน E. coli  สายพันธ์ BL21(DE3) 
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และมีการแสดงออกตัง้แต่ชั่วโมงท่ี 1 rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP มีขนาด 24.72 kDa 

และ 21.22 kDa ตามล าดบั นอกจากนีรู้ปแบบของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรียอยู่ในรูปของสารละลาย 

เน่ืองจากได้มีการเพ่ิมบริเวณของ Thioredoxin เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการละลายของโปรตีน ซึ่งท า

ให้โปรตีนมีขนาดใหญ่ขึน้ ด้วย ส าหรับการผลิตโปรตีน rLvCrustinA นัน้  ใ ช้  E. coli สายพันธุ์  
NiCo21(DE3) เน่ืองจากผู้ วิจัยได้ทดลองการผลิตโปรตีนใน E. coli สายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า แบคทีเรีย
สายพันธุ์นีส้ามารถท าให้ยีน LvCrustinA ของกุ้ งขาวนีเ้กิดการแสดงออกของโปรตีนได้ และการ

แสดงออกของ rLvCrustinA มีการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 1 และการแสดงออกลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 

เน่ืองจากโปรตีนอาจจะไมม่ีความเสถียร ผู้ วิจยัจึงได้เพ่ิมบริเวณของ Thioredoxin เข้าไปเพ่ือเพ่ิมความ

เสถียรของ rLvCrustinA ซึ่งท าให้ขนาดของโปรตีนเท่ากบั 28.83 kDa นอกจากนีโ้ปรตีนนีย้ังอยู่ในรูป

ของตะกอนจึงต้องละลายด้วย carbonate buffer pH 10 ก่อนน าไปท าให้โปรตีนบริสทุธ์ิ เน่ืองจากคา่ 

pI ของ rLvCrustinA เท่ากบั 8.37 เมื่อละลายด้วย PBS อาจจะท าให้เกิดการตะกอนได้ จึงต้องละลาย

ด้วย carbonate buffer pH 10 นอกจากนีใ้นการท าโปรตีนทัง้สามให้บริสทุธ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี

แบบแอฟฟินิตี (affinity chromatography) ชนิด Ni-NTA column เน่ืองจากผู้ จิจัยได้เพ่ิมบริเวณของ 

6×His tag เข้าไปเพ่ือท าให้โปรตีนสามารถจบักบั Nickel ในคอลมัน์ได้  ในการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้

การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบวา่ carcininPm2 สามารถยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบได้ 2 ชนิด คือ V. 
harveyi และ V. parahaemolyticus AHPND และ LvCrustinA สามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้ 

2 ชนิดคือ S. aureus และ B. subtilis สว่น carcininPm2_WAP ไมมี่ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโต

ของแบคทีเรีย ซึ่งจากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า โดยส่วนใหญ่แล้วครัสทินจะมีฤทธ์ิในการยับยัง้การ

เจริญเติบโตเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก แต่ครัสทินบางชนิดพบว่ามีฤทธ์ิการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียนแกรมลบด้วย จากการรายงานของครัสทินชนิดท่ี 1 สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดได้ แตไ่มส่ามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดได้ 

(Donpudsa; et al.  2010: 234-238) แตก่ารศกึษาครัสทินชนิดท่ี 1 ในกุ้งเรนโบว์ หรือกุ้งก้ามแดง (red 

claw crayfish) พบว่าความสามารถของ rPcCru ซึ่งเป็นครัสทินชนิดท่ี 1 ในกุ้ งเรนโบว์สามารถยบัยัง้

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Liu; et al.  2016: 145-153)  

 การทดสอบการจับกับ เ ย่ื อหุ้ ม เ ซ ลล์ ขอ งแบค ที เ รี ย  พบว่ า  rcarcininPm2 และ 

rcarcininPm2_WAP ไม่สามารถจับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ ถึงแม้ว่าครัสทินจะเป็นเพปไทด์ท่ีมี

ประจเุป็นบวกท่ีสามารถจบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ด้วยแรงทางไฟฟ้า แตค่วามสามารถในการ

จบักบัเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบแตกตา่งกนั เน่ืองจากองค์ประกอบของเย่ือหุ้ม
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เซลล์ท่ีแตกตา่งกนั (Expand; et al. 2016: 980-987) และโครงสร้างของโปรตีนท่ีแตกต่างกนั สง่ผลให้ 

rcarcininPm2 และ rcarcininPm2_WAP ไม่สามารถจับกับเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ นอกจากนี ้

การท่ีครัสทินสามารถจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียได้ ครัสทินอาจจะท าให้เกิดกระบวนการ 

agglutination ได้เช่นเดียวกนั ซึ่งกระบวนการนีจ้ะสง่ผลไมใ่ห้แบคทีเรียกระจายตวัไปต าแหน่งอ่ืน ๆ ได้ 

ท าให้ต าแหน่งอ่ืน ๆ  ของร่างกายไม่ได้รับเชือ้จลุชีพ ซึ่งเป็นแนวทางหนึ่งในการป้องกันร่ายกายจากสิ่ง

แปลกปลอมกระบวนการหนึ่ง (Pulido; et al.  2012: 2378–2385; Liu; et al.  2016: 145-153) ในการ

ทดสอบกระบวนการ agglutination ของ carcininPm2 และ carcininPm2_WAP พบว่า ไม่มีฤทธ์ิใน

ก า ร ก ร ะ ตุ้ น ใ ห้ เ กิ ด ก า ร ะบ วน ก า ร  agglutination ไ ด้  เ น่ื อ ง ม า จ า ก  rcarcininPm2 แ ล ะ 

rcarcininPm2_WAP ไม่สามารถจับกับเย่ือหุ้ มเซลล์ของแบคทีเรียได้  ถึงแม้ว่า ได้มีการศึกษาของ 

Krusong; et al. (2012) พบวา่ rcrustinPm1 และ rcrustinPm7 มีคณุสมบตัิในการจบัเย่ือหุ้มเซลล์ของ

แบคที เ รียทั ง้แกรมบวก คือ B. megaterium, M. luteus, S. aureus และ  S. haemolyticus และ

แบคทีเรียแกรมลบ คือ E. cloacae, E. coli และ V. harveyi  ได้ และยังสามารถท าให้แบคทีเรียเกิด 
agglutination ได้ทัง้แบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบ แตค่รัสทินชนิดนีย้งัไมส่ามารถท าให้

แบคทีเรียบางชนิดเกิดกระบวนเกิดนีไ้ด้เช่นกนั  

 ส าหรับการทดสอบการยับยัง้การเจริญเติบโตของไวรัส ในงานวิจัยนีไ้ด้ใช้วิธี primary cell 

culture โดยตรวจสอบจากการแสดงออกของยีน WSV477 และ YHV_GP64 เทียบกับ EF-α1 พบว่า 

การแสดงออกของยีนจากไวรัสตวัแดงดวงขาวและไวรัสหวัเหลืองท่ีถกูบ่มกบั carcininPm2 ไมม่ีความ

แตกตา่งกบัการแสดงออกของยีนของไวรัสท่ีถกูบ่มด้วย PBS และ Thioredoxin แสดงวา่ carcininPm2 

ไมส่ามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของไวรัสตวัแดงดวงขาวและไวรัสหวัเหลือง   
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การเตรียมสารเคม ี

 

1. การเตรียมสารเคม ี
1.1. อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB เหลว ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

  - NaCl      10 g 

  - Peptone      10 g 

  - Yeast extract     5 g 

1.2. อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB แขง็  

-  Agar 15 g ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB เหลว 1 ลิตร 

1.3. อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TBS เหลว ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

   - TSB      30 g 

   - NaCl     30 g 

1.4. อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TSB แขง็ 

- Agar 15 g ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TSB เหลว 1 ลิตร 

1.5. การเตรียม 10×PBS (pH 7.4) 1000 ml 

  - NaCl      80 g 

  - KCl       2 g 

  - Na2HPO4    14.4 g 

  - KH2PO4     2.4 g 

 

2. การวิเคราะห์ DNA ด้วยเทคนิคอะกาโรสอิเลก็โทรโฟริซิส 
2.1. การเตรียมสารท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

2.1.1. สาระลาย 10×TBE Buffer ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

    - Tris    108.0 g 

    - Boric acid  35.0 g 

    - EDTA   7.44 g 
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2.2. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสอิเลก็โฟรซิส 

2.2.1. การเตรียม 1.5% Agarose gel 

   - ชัง่ Agarose gel   0.3 g 

   - ใสต่วัท าละลาย 1×TBE  20 ml  

   - น าไปให้ความร้อนเพ่ือให้ Agarose gel ละลายหมด 

    - ย้อมเจลโดยใช้ Eco dry  1µl 

    - เทในกระบะท่ีมหีวีส าหรับท าให้เกิดหลมุเสยีบอยู่ โดยระวงัไมใ่ห้เกิดฟองอากาศ  

    - รอให้เจลแขง็ แล้วดงึหวีออก 

2.2.2. การหยอดสารตวัอย่าง 

 - วางเจลลงบนเคร่ืองอิเลก็โทรโฟริซิส โดยน าด้านท่ีมหีลมุไว้ทางด้านประจลุบ 

 - เท 1×TBE ให้ท่วมเจล 

 - ผสมตวัอย่างกบั 6× DNA loading dry ในอตัราสว่นของตวัอย่างตอ่ 

6×loading dry DNA เท่ากบั 5 : 1 แล้วหยอดลงในหลมุในเจล 

 - ตอ่เคร่ืองกบัเคร่ืองจ่ายไฟ โดยตัง้คา่เป็น 100 V เป็นเวลา 20 นาที  

 - ตรวจสอบผลท่ีได้ด้วยเคร่ืองก าเนิดแสงอตุราไวโอเลต 

   

3. การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการวิเคราะห์โปรตีน 

3.1. การเตรียมสารท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

3.1.1. การเตรียม 10× SDS running buffer ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

- Tris Base   30 g 

- SDS           10 g 

- Glycine    144 g  

3.1.2. การเตรียมสารละลาย coomassie gel stain ปริมาตรรวม 1 ลิตร 

 - Coomessie Blue   1 g 

 - methanol    450 ml 

 - glacial acetic acid 100 ml 

 - H2O     450 ml 

3.1.3. การเตรียมสารละลาย coomassie gel destain ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
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 - methanol    450 ml 

 - glacial acetic acid 100 ml 

 - H2O     450 ml 

3.1.4. การเตรียม transfer buffer pH 9.2 ส าหรับ western bolt 

  - Tris pH 9.2   1.164 g 

  - Glycine    0.586 g 

  - Methanol    40.0 ml 

  - ปรับ H2O    200 ml 

3.1.5. การเตรียม Detection ส าหรับ western bolt  

  - 1 M      1,000 µl 

  - 4 M Nacl    375 µl 

  - 100 mM MgCl2  100 µl 

  - NBT     52.5 µl 

  - BCIP     67.5 µl 

  - ปรับปริมาตรด้วยน า้ เป็น  10 ml 

3.2. การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

3.2.1. เตรียม 15% SDS PAGE  ตามจ านวนท่ีต้องการวิเคราะห์ โดย 1 แผน่มีปริมาตร

เท่ากบั 5 ml สามารถเตรียมได้ดงันี ้

 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml 

- H2O   1.1 ml 2.3 ml 3.4 ml 5.7 ml 

- 30% acrylamide mix 2.5 ml 5.0 ml  7.5 ml 10.0 ml 

- 1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 ml 2.5 ml 3.8 ml  5.0 ml 

- 10% SDS 0.05 ml 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 

- 10% APS 0.05 ml 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 

- TEMED   0.002 ml 0.004 ml 0.006 ml 0.008 ml 

3.2.2. เตรียม  Stacking Gel ตามจ านวนท่ีต้องการวิเคราะห์ โดย 1 แผน่มีปริมาตร

เท่ากบั 1 ml สามารถเตรียมได้ดงันี ้
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   1 ml 2 ml 3 ml 4 ml 

- H2O   0.68 ml 1.4 ml 2.1 ml 2.7 ml 

- 30% acrylamide mix 0.17 ml 0.33 ml  0.5 ml 0.67 ml 

- 1.5 M Tris (pH 6.8) 0.13 ml 0.25 ml 0.38 ml  0.5 ml 

- 10% SDS 0.01 ml 0.02 ml 0.03 ml 0.04 ml 

- 10% APS 0.01 ml 0.02 ml 0.03 ml 0.04 ml 

- TEMED   0.001 ml 0.002 ml 0.003 ml 0.004 ml 

 

3.2.3. รอจนแผน่เจลแขง็ จากนัน้ประกอบแผน่เจลเข้ากบัเคร่ืองรนัโปรตีน  

3.2.4. เติม 1×SDS running buffer ใหมล่งในช่องระหวา่งแผน่เจลด้านใน แล้วหยอด

โปรตีนผสมกบั loading dry แล้วลงไปในหลมุ หลมุละ 20 µl  

3.2.5. ตัง้คา่เคร่ืองโดยแผน่เจล 1 แผน่ตอ่ 25 mA เป็นเวลา 60 นาที 

3.2.6. ย้อมสีด้วย Coomassie blue เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

3.2.7. ล้างสีด้วย destain จนแผน่เจลใส 
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การเตรียม competent cell  
1. น าโคโลนีเดีย่วของแบคทีเรียท่ีต้องการท าให้อยู่ในรูป competent cell ลงอาหารเลีย้ง

เพาะเลีย้งเชือ้ LB แล้วเลีย้งไว้บ่มท่ี 37oC เป็นเวลา ประมาณ 16-18 ชัว่โมง 

2. น าแบคทีเรียท่ีเลีย้งไว้มาเจือจาง 100 เท่า ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB แล้ว แล้วเลีย้งไว้

บ่มท่ี 37oC เป็นเวลา จนกระทัง่คา่ OD600 มีคา่ประมาณ 0.4  

3. น าหลอดทดลองท่ีผา่นการฆ่าเชือ้ แล้ววางไว้ในน า้แขง็เป็นเวลา 30 นาที 

4. น าไปป่ันเหว่ียงให้เซลล์แบคทีเรียตกตะกอนท่ีความเร็ว 5000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 

5. เก็บเฉพาะสว่นท่ีเป็นตะกอน แล้วเติมสารผสมของ 0.02 M MgCl2 และ 0.02 M CaCl2 

จากนัน้ท าให้เซลล์เป็นเนือ้เดยีวกบัสารละลายด้วยปิเปต แล้ววางไว้ในน า้แขง็เป็นเวลา 30 นาที ก่อน

น าไปน าไปป่ันเหว่ียงให้เซลล์แบคทีเรียตกตะกอนท่ีความเร็ว 5000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 

6. เก็บเฉพาะสว่นของตะกอนมาเติมสารผสมของ 0.1 M CaCl2 และ 15% glycerol ท่ีเยน็ 

จากนัน้ท าให้เซลล์เป็นเนือ้เดยีวกบัสารละลายด้วยปิเปต 

7. แบ่ง competent cell ใสห่ลอดไมโครเซนติฟิวจ์ หลอดละ 100 µl  

8. เก็บท่ี -80oC 
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การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับโปรตีน 

1. เตรียมสารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ดงันี ้0 mg/ml, 0.03125 mg/ml, 0.0625 

mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml และ 1 mg/ml 

2. เติมสารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ลงในเพลต ความเข้มข้นละ 10 µl  

3. เติมสารละลาย Bradford 200 µl แล้วบ่มเป็นเวลา 5 นาที 

4. น าไปวดัคา่การดดูกลนืคลื่นแสงท่ี 595 นาโนเมตร แล้วน าไปสร้างกราฟ 

 

ภาพประกอบ 19 กราฟมาตรของความเข้มข้นของสารละลาย BSA ท่ีใช้ในการเทียบกบัความเข้มข้น

ของโปรตีนตวัอย่าง 

 

 

y = 1.5783x + 0.0267
R² = 0.9925
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ประวติัยอ่ผู้วิจยั 
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