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88���� aat ccg cag acg gtt ccc aac ttc aac ccc att gtc gca aag ccg 

    N   P   Q   T   V   P   N   F   N   P   I   V   A   K   P    �
133�� acg gtt gcc cca ctt caa act aac att aga agt gct agg agt gac   �
������� T   V   A   P   L   Q   T   N   I   R   S   A   R   S   D    �
178���� gtt aat gcc atc act gtt tta aat ggc agt gat ttt ctt aca act   �
������� V   N   A   I   T   V   L   N   G   S   D   F   L   T   T    �
223 gtc aaa gtc cga ggt tct aac aac tta act gat tcc aag tct aga   �
�������� �V   K   V   R   G   S   N   N   L   T   D   S   K   S   R    �
268��� atc ttg gtt aag caa cca att tct gcg agt tct ttt ctt ggt acc   �
�������� I   L   V   K   Q   P   I   S   A   S   S   F   L   G   T    �
313��� aga att tct ggc cta tcg caa ttt tgg gag cgt tat aga tgg cac   �
�������� R   I   S   G   L   S   Q   F   W   E   R   Y   R   W   H    �
358���� aag gct gca gtc aga tat gtt cct gca gta ccc aat act tta gct    

��������� K   A   A   V   R   Y   V   P   A   V   P   N   T   L   A    �
403��� tgc caa ctt att ggt tac atc gat aca aat cca cta gat gac cct   �
�������� C   Q   L   I   G   Y   I   D   T   N   P   L   D   D   P    �
448��� aac gtt atc ctc gat gtt gat cag tta ctt agg cag gct acg tca   �
�������� N   V   I   L   D   V   D   Q   L   L   R   Q   A   T   S    �
493���� caa gtg ggt gcg cgg cag tgg aat ttc tct gat aca aca act att   �
�������� Q   V   G   A   R   Q   W   N   F   S   D   T   T   T   I    �
538��� cca ttg att gtc agg cgt gat gat caa ttg tac tat act ggt caa   �
�������� P   L   I   V   R   R   D   D   Q   L   Y   Y   T   G   Q    �
583��� �gat aaa gag aac gtt cgt ttc tct cac cag ggt gta ttt tac ttc   �
�������� D   K   E   N   V   R   F   S   H   Q   G   V   F   Y   F    �
628��� ttg caa ggg act aca cta ctt aat att agt ggt gaa gcc att aca   �
�������� L   Q   G   T   T   L   L   N   I   S   G   E   A   I   T    �
673���� aat gat tta att tca ggt tca cta tat tta gat tgg gtc tgt gga   �
�������� N   D   L   I   S   G   S   L   Y   L   D   W   V   C   G    �
718��� ttt tcc atg cca caa att aat cct aca cca gtg gaa gtt tca cag   �
�������� F   S   M   P   Q   I   N   P   T   P   V   E   V   S   Q    �
763��� cta act tac gat gcg gat act att ggc agt tgg gtt cca cca aca   �
�������� L   T   Y   D   A   D   T   I   G   S   W   V   P   P   T    �
808��� gaa ctc aag caa act tat act caa gat att act ggt ttg aag cca   �
�������� E   L   K   Q   T   Y   T   Q   D   I   T   G   L   K   P    �
853��� aat tct aaa ttc att atc gta ccc tat atg gat aga gta agt tct   �
�������� N   S   K   F   I   I   V   P   Y   M   D   R   V   S   S    �
898��� gaa gta ttg cag aag tgc aca atc act tgt aat gag gtt gac gca   �
�������� E   V   L   Q   K   C   T   I   T   C   N   E   V   D   A    �
943��� gtt ggt tca atc tca tac ttc gat act aac gct atc aaa tgt gac   �
�������� V   G   S   I   S   Y   F   D   T   N   A   I   K   C   D    �
988��� ggg tac ata tca ttc cag gcc aat agc att ggt gaa gca acc ttc   �
�������� G   Y   I   S   F   Q   A   N   S   I   G   E   A   T   F    �
1033��� acc tta gtg acc gat tat cag ggt gcg gtt gac cct aaa ccc tat   �
�������� T   L   V   T   D   Y   Q   G   A   V   D   P   K   P   Y     
1078��� cag tat agg att atc aga gct atc gtc ggc aat aat tag    
���� Q   Y   R   I   I   R   A   I   V   G   N   N   *   �
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�U` à��b[� �HE���
�����O� S� 0"�H��
�/	�5?Z:YcWAB� Z**Z?ZB<Y� ($9AdZ;.�
E�	�����;9ZWXY9Y� /		C���E"�	���G�����/7�
�����	������	��H ���G��
� K*>>;)�Z=� (KZeZ:B.�	����
 ���H �'[\� KLK)4M+,�!�HN������I

 ������	������H��������#�V�6�
��	C��7	"����E��E��N��"��������
		��
����������	��
�������6�

���	�������O�PQ����E��E�"	�(R�!�������'S�
IH����Q.��
�
�
�
�
�
�
�



 

 

QT�
�

(kDa) 

 
205 

 
116 

 

97 
 

66 

 
 

45 

 

 
 

29 

  M        1         2        3        4      

  

   *   * 

 * 

� � � ����
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
R�!�������'S� �����H�������
��
�����
�������
		��
����������	��
�������� �
������	����
 ���H �'[\�KLK)4M+,�
E�H �����E��H �_AA1ZYY9>�c?9WW9Z:B�cW<>�d)&b[�
� � �

� 
IH����'�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'����U�N��!E������
� 
IH����&�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E������*+,-)P4)'�
� 
IH����T�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E����������)*+,-�
� 
IH����Q��������
		��
����������	��
������������/7�������#�V�
�

� � � 2�� �G��������	����f�	�
� � � ������G��������	�+K5��	���&P����E��E�"	��
� � �����������G����������
		��
����������	��
�������	���PQ����E��E�"	�
� � �
�
�
�
�
�
�
�



 

 

QQ�
�

	
��������	
��%�&�'
	��������
��
����
�����( 
&)
��*
&+',
������
� ������	���������
		��
����������	��
������ (+K5)����.� ������/7�������#�V�6�
��
�H��������	�����O�Q[[�U������"�g��EE�E������h��/7�7	J��H���	H	�Q��"H��� h���������
		��

����������	��
���������������#�V�����O�&[�U������"�g�"H�!�HN�7	J��H�����I����	�
�N�
�������
		��
����������	��
������U������"H/	���"����
���N�
�"	��� 
�	�����"����U����
�H������!���N��������
		��
����������	��
������
E������I�"��"������	�	���ED��HN�

I���
�������
		��
����������	����HN���������������E� ��
�������
		��
�����
�����	/	��7HN�
������� ���� U���EG��7	J�"H��������I����	�
�N��������
		�������	
E��
�����"��	GC�� G����
���
���������������0GC����������#���0������H H�#�� i>YB>?:� cWABB9:j�
(R�!�������'k)$.� 
E��N�0GC������� ��H H�#��311<:Al9YBA=l>19YB?X� �������������h����H �����
��
		��
����������	��
������ F���"��9:=A1*W>B>� m?><:;nY� Z;o<eZ:B� �����"C
�N�	���FE��
��EE�Up��������T�H"	�������FE��
E��"��EG�����	��E	�E
�	������������H������!���N�������
�� H�#��;AB� cWABB9:j� 
E�H�#��i>YB>?:� cWABB9:j� !�HN������IFE�����	��E	�E
�	�����������
�H������!���N������� U�����	H	� b� ��E	��"
	�C�����)&q� ����)@q� ����)kq� ����)''q� 
E��
����)'&�(����
�b.� �6�
���	��E	�E
�	���������U�������I�"��"�
����������	�	���QT��
���E��E�"	��
���������U����������"��	GC�� G�����
�������0GC����#���0�����H H�#��i>YB>?:�cWABB9:j�
(R�!�������'k�
IH����b.�
E�H�#��;AB�cWABB9:j�(R�!�������&[.��
� ���7�"������H��0GC������� /	���
�������0GC����#���0����� H�#��311<:Al9YBA=l>19YB?X�
!�HN����	��E	�E
�	���������FE��U�������I�"��"��0GC������� ����HOU���!E��6���
��EE�
�E����	GC�E� ��7
G�����EE��������
E��	GC�� G������ H!"	��
���
�������0GC����#���0���U���
(R�!�������&'.� �� U�N�����r����� ������"��
���������N�
s�/	�	GC�� G�����
������6�
���	
��E	�E
�	�����������)'&� �����I�"��"��0GC������� U��0"���	��������NH	���	��E	�E
�	���
���������)&� �����I�"�U�������HN��ED�	�� �
E����	��E	�E
�	�����������)@q� ����)kq�
����)''������I�"��"��0GC�������U��
�NU�N����N������)&�(����
�b.�
�
�
�
�
�
�
�



 

 

Qb�
�

 

* 

�
�
R�!�������'k� �����H�����H������!����

�	�����"����U�����7	J��H
E����	��E	�E�
�������
�	��������� H�#��KLK)4M+,�(M.�
E��i>YB>?:�cWABB9:j�($)_.��� 
 ������	��H �'[\��
�������KLK)4M+,� 
E�H �����E��H �_AA1ZYY9>� c?9WW9Z:B� cW<>� d)&b[���E�NH	7	6�
	���������
�������i>YB>?:� cWABB9:j��� ������"��!E���E	�E
�	���������IJ��J��"�
�	�����������G��	�N�	��
�������(*?>ZcYA?*B9A:.���H �WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E������*+,-)P4)'��
���������������
��
�����
�����	�+K5� �	���&P� ���E��E�"	�($.� 
E�������"����	��E	�E�
�������
�	�����������)'&�(_.�
�

� 
IH����'�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'����U�N��!E�������
� 
IH����&�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E������*+,-)P4)'�
� 
IH����T�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E����������)*+,-�
� 
IH����Q��������
		��
����������	��
������������/7�������#�V�
� 
IH����b������"��	GC�� G����
���
���������������0GC����������#���0����
� 
IH����P������"��	GC�� G����
���
�������������
�

� � � 2�� �G��������	����f�	�
� � � � �G��������	�+K5��	���&P����E��E�"	�
� � � � �G����������
		��
����������	��
�������	�������O�PQ����E��E�"	�
� � � � �G���
����������	��
�������	�������O�QT����E��E�"	�����
�
�
�



 

 

QP�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�

R�!�������&[� �����H�����H������!����
���	��E	�E
�	�������� H�#��;AB� cWABB9:j��
�������� 7 ������	0	���N�
s�E
�	�����tU	�����EEJ�E�������O�'�U����E���g7 ��
E��
������������"����	��E	�E
�	�����������)'&�
�

� ('.�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E������*+,-)P4)'�
� (&.�WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'������!E����������)*+,-�
� (T.������"��	GC�� G����
���
�������������
� (Q.������"��	GC�� G����
���
���������������0GC����������#���0����
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

��



 

 

Q@�
�

�
�
R�!�������&'������H��������0GC�������/	�	GC�� G��0	���N�
s� ��
���
u� �(M)L.�
E����
�
���������������(,)m.� ��H H�#��911<:Al9YBA=l>19YB?X��� /0����	��E	�E
�	�����������)'&���
������
E� ����"���H ���lZ>1ZBAvXW9:�
E��>AY9:.�(M.�Z:B>::ZW�jWZ:;�($.�e>:B?ZW�:>?e>�=A?;�(_.��
�������7
G���(L.��E����	GC��(,.��	GC�� G������ H!"	�
E��(m.� �E����	GC��!��911<:A?>Z=B9e9BX� ����HO�
������U���!E��6���
�	GC�� G����6�
���7D	�����8	��	C����E�
�
�
�
�
�
�



 

 

QS�
�

	
�)��-(����.���%���
���������
��
����
���
� ��������H�����H������!����
���	��E	�E
�	��������H H�#��;AB� cWABB9:j� 
E�H�#��
311<:Al9YBA=l>19YB?X� !�HN����	��E	�E
�	�����������E	���FE��U��U�N���r����� ������"��
�������
		�������	��
�32���(�����"�	����O�	!�"�	�]� &bbT.q�4>1A�4��(_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx�
>B�ZW]� &[[Sy�&P')&P@.q�4YBL��� (K9Bl9jA?:j<Wx�>B�ZW]� &[[ky�'&P)'T&.q�5K�� (%A:jXZ:Bx� >B�ZW]�
&[[Sy� @b)@S.q�iKK�� (_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx� >B� ZW]� &[[Qy� Tbk)TPT.q� -K�� 
E�� z{��
(_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Z�x�>B�ZW]�&[[Sy�')S.���G���������H H�#��;AB�cWABB9:j�(R�!�������&&.�
E�U�N
���r����� ������"��
���������N�
s���
�0GC�� 41L��q� 4YBL��q� 5K�q�iKK�� 
E�� z{�� /	
�	GC�� G����
���
�������0GC����#���0�����G���������H H�#��311<:Al9YBA=l>19YB?X� (R�!�������
&T.�
� ��G����H������!������

�	����	����"��� ���	��E	�E
�	��������E	�N�
s���H H�#��
9:;9?>=B� ,%3KM� �� 	�����	��E	�E
�	�������������!���N������� 
�NE���E	���FE��U����F��
�H��"	��E��JN�!�HN����	��E	�E
�	�����������E	���H������!���N���!������� H�"	7�G����
���� H�"	��	G��
������N�����J��EG	
�
��
�r����� ��������������F��
�	�������"C
�&�0	��U�N�����
�!����6C	��G����� ��"��r����� ����/0�
�	������0	����� H�"	�(R�!�������&Q.�
� ������
	��=WZYY� 
E��Y<c=WZYY���
���	��E	�E
�	�������� H�#��YZ:;|9=l� ,%3KM�
�� /0�0���}X1>;nY� 2A<Y>� 2A:AMc� 3L� w9B� ({d4.� !�HN����	��E	�E
�	�������"C
�b� ��E	���
FE��U����8	�3j+� �� ���Y<c=WZYY� ��8	�3j+&Zq� 3j+&c� 
E��W9jlB� =lZ9:� ��8	�^Z**Z� (^.� (����
�b.�
��� ���������H��UH��
���	��E	�E
�	������/	����"��"��������
		��
�����
�����	��
������ �� H�#��;AB� cWABB9:j� !�HN����	��E	�E
�	�����������)&� 
E�� ����)'&�
�����I��H�!��������
		��
����������	��H �H��UH�J
��������O�P&b� 	��	��"�g��EE�E����
7�G������O�'[� �`�����EgU����E�����NH	���	��E	�E
�	�����������)@q� ����)k� 
E��
����)''� �����I��H�!��������
		��
����������	��H �H��UH�����O�'q&b[� 	��	��"�g
��EE�E����7�G������O�&[� �`�����EgU����E����(R�!�������&b.����7�"����������H��UH
��
���	��E	�E
�	��������H H�#��;AB� cWABB9:j����� ���� ��"�H�#��d5)4_d� /	�����H�7��0GC��
����� ������
�������0GC����#���0���!�HN����	��E	�E
�	�����������)&q� ����)@q� ����)k�

E������)'&������I��H�!��0GC���������������"��	GC�� G�����
�������0GC����������#���0������
��G���
�'yPQ[��NH	���	��E	�E
�	�����������)''������I��H�!��0GC�������������
�������0GC��
����� ���#���0��������G���
�'yT&[� 
E���G��	���"H� N�
���
	�CU��������H H�#��d5)4_d� !�HN�
�����I��H�!��0GC������� ��������"��d�M� �����������G���
�'y'[q[[[� ��N���"
	"C	���/0����	
��E	�E
�	������/	H�#��;AB� cWABB9:j� ���H��UH�����HN�H�#��d5)4_d� �����O�&[� ��N��
(R�!�������&P.��
�



 

 

Qk�
�

�
�
�
�
�
�
�
�

�
R�!�������&&����������r����� �������7HN�
���	��E	�E
�	�������"��������
		�������	�
��������
�32��� (�����"�	����O�	!�"�	�]� &bbT.q� 4>1A�4�� (_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx� >B� ZW]� &[[Sy��
������&P')&P@.q�4YBL��� (K9Bl9jA?:j<Wx�>B�ZW]�&[[ky�'&S)'T&.q� 5K�� (%A:jXZ:Bx� >B� ZW]� � &[[Sy��
������@b)@S.q�iKK�� (_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx� >B� ZW]� &[[Qy� Tbk)TPT.q� -K�� 
E�� z{���
������(_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx� >B� ZW]� &[[Sy� ')S.� ��H H�#��;AB� cWABB9:j� �� 7 ��������
		�������	�
������0	���N�
s�E
�	�����tU	�����EEJ�E�������O�'�U����E���g7 ���"
	�C�
�

('. WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'����FE���������
		��
����������	��
��
�����

(&. WXYZB>� ��

������� ���� ���	��� !"	#���$%&'� ���FE���������
		��
����������	�
+K5)32��)_�

(T. WXYZB>� ��

������� ���� ���	��� !"	#���$%&'� ���FE���������
		��
����������	�
*AWXl>;?A:�(~$_.���
�4>1A�4��

(Q. WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'����FE���������
		��
����������	��
�
4YBL���

(b. WXYZB>� ��

������� ���� ���	��� !"	#���$%&'� ���FE���������
		��
����������	�
�4T��6�
��8	
����������	��
�5K��

(P. WXYZB>� ��

������� ���� ���	��� !"	#��� 2'b� (*d,4Q.� ���FE���������
		�������	�
�4&S��6�
��8	�����	�NH	��EG���(>:e>WA*.���
�iKK��

(@. WXYZB>���

������� �������	��� !"	#���$%&'����FE���������
		��
����������	��
�
-K���

(S. WXYZB>� ��

������� ���� ���	��� !"	#���$%&'� ���FE���������
		�������	�j*''P��
�6�
��8	�����	�NH	��EG����
�z{��

�
�



 

 

b[�
�

�����/������������������������������������������������������0�
 �
�
�
���1�
�
�
�

�
���2�
�
�
�
�
�

���3�
�
�
�

�
�����
�
�
�

�
���4�
�
�



 

 

b'�
�

R�!�������&T� ���������r����� �������H H�#��911<:Al9YBA=l>19YB?X� ��
���	��E	�E�
�������
�	�������������!���N��������"��
���������N�
s�R� /	�	GC�� G����
���
�������0GC�UH�"�0	���
��������N�
s����#���0����U��
�N�('.�� G����F�H�������0GC��4YBL��q�(&.��7
G�����
�������0GC��iKK�q�(T.��
��������"����
�������0GC��z{�q� (Q.� �	GC�� G������ H!"	�������0GC��5K�q� 
E��(b.� �"����
�������0GC��41L���
��������� /0����	��E	�E
�	�������������!���N��0GC�UH�"�0	���N�
s�(M.��G��('M.�3{')b��������!���
��������N��0GC��4YBL���(K9Bl9jA?:j<Wx�>B�ZW]�&[[ky�'&P)'T&.q� (&M.� i&k� �������!���N��0GC��iKK���
�������(_lZ9e9Y<BlZ:jw<?Zx�>B�ZW]�&[[Qy�Tbk)TPT.q�(TM.�z'k��������!���N��0GC��z{��(K9Bl9jA?:j<Wx��
�������>B�ZW]�&[[&y�@')@P.q�(QM.�5K�T)PPP��������!���N��0GC��5K��(%A:jXZ:Bx�>B�ZW]�&[[Sy�@b)@S.��
�������
E��(bM.�{4�'P)k_��������!���N��0GC��41L���(d<w*?ZBZ:*A?:x�>B�ZW]�&[[by�Sb)Sk.���� ��
��������"����	��E	�E
�	������� ����)'&� �������!���N��0GC������� ($')b.� 
E� ����"���H �
����������>AY9:�
��
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



 

 

b&�
�

5/67�
�����

����82� ����89� ����8:� ����811� ����812�

����82� ;<4�91� []b[P� []QS[� []Qb&� []b[k�

����89� � ;<3=>1� []TkQ� []TSS� []Q[S�

����8:� � � ;<�;>1� []Q'[� []Q'b�

����811� � � � ;<3:31� []Tkb�

����812� � � � � ;<�341�

�
R�!�������&Q� �N�����J��EG	
�
�(~L.���
�r��� ���������6C	/	�����H������!������
�
������
�	����	����"��� ���	��E	�E
�	������0	���N�
s���H H�#�� 9:;9?>=B� ,%3KM�(�"H�E������
�������7�G�	�"	�7	G��N��~L� �G����	��E	�E
�	�������E�N��N�
s�����"��"���!������� H�"	7�G��
������������� H�"	.�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



 

 

bT�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
R�!�������&b� ���������H��UH��
���	��E	�E
�	������0	���N�
s���H H�#��;AB� cWABB9:j��
������/	����"��"��(M.� �������
		��
����������	��
������ �H��������	�&[� I6
�[][@S��
������U������"�g��EE�E����
E��($.������"��	GC�� G����
���
���������������0GC����������#���0�����
�������6�
��G���
�'y&[�I6
�'yb'&[��� ��G���

���&��AW;�Y>?9ZW�;9W<B9A:���H �4$K����	"C	7 �E
�
�������	�����tU	�����EEJ�E��(�����
��
�H����G���
�J
�����������I�"
����7D	U��.�
�

A       B 

'y&[�

�

'yQ[�

�
�

'yS[�

�
�
�

'y'P[�

�
�
�

'yT&[�

�

'yPQ[�

�
�

'y'&S[�

�

�

'y&bP[�

�

�

'yb'&[�

�
�

�

�A?1ZW�
�

?@ABC@DE�
�

&[�

�
�

'[�

�
�
�

b�

�
�
�

&]b�

�
�

']&b�

�
�

[]P&b�

�
�
�

[]T'T�

�
�
�

[]'bP�

 
 
 

[][@S�

�

�

+K5�
�

FGHIA�
�

  A       B   A       B A       B   A       B 

MrNV-9 MrNV-7 MrNV-11 MrNV-12 MrNV-2 

 ���� ����  ���� 

 ���� 

 ���� 

 ���� 

 ���� 

 ����  ���� 

���� 



 

 

bQ�
�

�
�

R�!�������&P� ���������H��UH/	�����H��0GC���������H H�#��d5)4_d� ������
�������0GC��
���������#���0������ ��������G���
�d�M� �����"�U������	GC�� G����
���
���������������0GC��"C

�N��
������'[)')'[)b���H �����"��d�M�������
��������������� FEFE����
�4_d����	���'[Q'��JN�����
������(EJ���
��
�N��H����G���
�J
�����������I�"
����7D	U��.�
�

� 2���G�������D	������f�	�(&)WAj�L�M�WZ;;>?.�
� ����G��������"����U������	GC�� G����
���
���������������0GC����������#���0�����
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



 

 

bb�
�

����
�b���O���"����
���	��E	�E
�	�������������!���N��0GC����������FE��U����6�
������� H�#���
������;AB�cWABB9:jq�i>YB>?:�cWABB9:j�
E��311<:Al9YBA=l>19YB?X�(3{_.�
�

2McY�
(=WZYY.�

�H��UH��
����
��H�7�
�	����	�� �

H�#��;AB�cWABB9:j�����
(�`�����EgU����E���.�

�����H�7�
�	����	�� 
H�#��i>YB>?:�cWABB9:j�
(�����"��	GC�� GC����
)

���������������0GC������.�

3{_�

�r����� ������"��
32��q�41L��q�
4>1A�4�q�5K�q�
4YBL��q�iKK�q�
-K��
E��z{��

����)&�
3j+&Z�

'[� ���� ��� )�

����)@q�
kq�''�
3j+&Z�

&[� ��� �� )�

����)'&�
3j+&c�

'[� ���� ���� )�

�
� 7�� �7��� � ��)� � ���	��E	�E
�	������U�N
��
�r����� ��
������������������������ � ���� � ���	��E	�E
�	������
��
�r����� �U���ED�	�� �
��������������������� � � ����� ���	��E	�E
�	������
��
�r����� �U��0"���	�
�������������������� � � ���� ���	��E	�E
�	������
��
�r����� �U��0"���	����
�
�



��������
��	
���
��
���������
���
����

�
� �����������	
�����
������������
�����
��������� ������������������

��
�����
�����
����������
 !"	�����#�� ������	��� $%
&���'()*�$������
��+���
�
�,-�����
��
�%
�����������.�!/	�����
���0��������&�1��
 $������������
��+��
02�#�3
��������

���
�����
�����
�#�4+�
.������
��+5
	��6�
!/	/
7��0�$�02�/
7��0����������
���2��2������
���

�������
�����
5
	����%0�#�4+��
����0���.�#$�������
�����%���+5
	�2���������

���
�����
�����
��
 0�&��89:;9<=� >?@;;A=B� ����2�#"4C������� !
��	���+��
#"4C����&���"����
 0�&��
ADDE=@FA:;@GF9DA:;<H� �I�#�4��/
7�%0��+����
��
���+��
���������
���
����
����
��$�02�
�������������
���
����
����
�5
	�%C�/�
�J����
�
%�
�C�����K)L�����KML�����KNL�����K
**L���������K*)��I+����
���
����
����
��%C��J����
��+����5
	#�3
�OBP��
 ���:E>G?Q::�#�3

OBP)QL� OBP)>� ����?ABF;� GFQA=� #�3
�RQSSQ� TRU� �
 ���
���
����
����
�#/�2�
�C�������%��%�
��	���+��
#"4C������� ���&���"���
	0 0�&��V@;� >?@;;A=B� ����������%��%������
�����
���#"4C��
������
�
�-W�����
���%
�5
	
	0 0�&��89:;9<=�>?@;;A=B��
 ���
���
����
����
���+����5
	5�2
���X����� ��	���%���������

�������
����OY��L�Z9D@�Z�L�Z:;[��L�\]�L�8]]�L�^]������
_`�� #�4+��
���
	0 0�&��V@;� >?@;;A=B� �.�/�%������0�#"4C������� !
#
4C�# 4+������	���+��
#"4C����
&���"���
	0 0�&��ADDE=@FA:;@GF9DA:;<H� $�02����
���
����
����
���+5
	�������%��%�#"4C��
��������#0a5���$���I�!
#�	
���������	��#
4C��� �#/�4������#
4C�# 4+�#��+ 0$%
��
 $�02���
�
���
����
����
������K*)��������%��%�#"4C�������5
	"%
#�
��+��
��
 5�2���X����� ��	���%�
�����������2��b����#
4C�# 4+���	���������2�#"4C��ZD[��L�Z:;[��L�\]�L�8]]������_`��!

#
4C�# 4+������	���+��
#"4C����&���"����
%�
%C
���
���
����
����
���+����5
	�I�������!"	��0�
�����
#"4C��
 0�&��ADDE=@FA:;@GF9DA:;<H� 5
	
���I+�!/	��#"2
#
� 0�%�0�&��	
� �	�
� FH><AVAcQ;A@=� �I+�
�	��!"	�S<@>9���+���0���.�#$���%�#"4C�������T8Q=Bd�9;�Q?e�)ffgh�-*JK-))U�
�� ��������0������a���%��������
���
����
����
��%C��J����
��+����5
	$�02����

���
����
����
�������
���0���.�#$���2���$����#
� 0�%
/�4����#��+ 0�%
����������
�
����0��50������
���
����
����
�!
����%��%���������

�������
�����
���������
�
 0�&��V@;�>?@;;A=B�$�02����
���
����
����
������K)���������K*)���������0�$������
���

�������
�����

	0 �0��50�7���
�����a�,)J� 
��
��%�i����������/�4������a�,)J��
$�����%�i��
�T*f� #j������i5��������U� �I+��2�
/
	�
�C���� ��
�����$�����
����
����
�� �2�
#"4C�������$�02���������0�$�#"4C�5
	��+��
%��*f�5������%�i������������������%
#
4C�# 4+���	���+
��
"4C��
 0�&��A=VA<9G;�:Q=VkAGF�l(O]m�Tn@D9:;Q=Vd�o�'@=QDAe�)ffWh�M*KMWU�������������
�
���
����
����
�$�02���������0�$�#"4C�������������&�15
	��+��
%��feNg�
��
��%���
 0�&��



 JM�

;<AS?9�Q=;A>@VH�:Q=VkAGF�l(mO]m�TpAQ=d�9;�Q?e�)ff,h�**--K**JfU�������#��� �#�� ��0��50
����%C��W� 0�&��$�02�5�2�������.�5
	#
4+�����"
�
�����
��#�
��+!"	���0������2���%
� � 2��5��q
������
���
����
����
���+����5
	
%C
���0��50!��	#�� ��%����
���
����
����
���+!"	!

��0������
#"4C�50�%�"
�
�2��b�!
��	��#"2
����
���
����
����
���+�.�#$���2�#"4C��8]]��$�02�
������!"	��0������
��Z*N� 5
	��+�����a�MfK)gf� $�����%�i��
�TrFQAsA:E;FQ=BtE<Qd� 9;� Q?e�
)f*fh�JgWKJNfU���������
��Z)g�5
	��+�����a�Jff�$�����%�i��
�Tm=A?d�9;�Q?e�)ff)h�,MKMJU����

���
����
����
���+�.�#$���2�#"4C��\]��$�02�������!"	��0������
��ZW�5
	��+�����a�-ffKgff�
$�����%�i��
�T(@=BHQ=;d� 9;� Q?e� )ffgh� MJKg*U�������
���
����
����
���+�.�#$���2�#"4C��
Z:;[���$�02�������!"	��0������
�P]\KrZW�5
	��+�����a�Wff�$�����%�i��
�T]A;FAB@<=BE?d�9;�
Q?e� )ffNh� *),K*W)U��.�/�%�����
����0��50������
���
����
����
�
	0 0�&��V@;� >?@;;A=B�
#��� �#�� ��%�0�&��n\KZrn� !
�����0�/�#"4C������� �����	���+��
#"4C����&���"���$�02����

���
����
����
������K)L�����KML�����KN� ��������K*)� ��������0�$�#"4C������� ���
��	���+��
#"4C������� ���&���"�����+#�4�����*h,-f� ���#�4+�
.��%0� 2����	�
�C5��
���
	0 0�&��n\K
Zrn�$�02���������0�$�#"4C���������������%
�n�m���+�.����#�4�����*h*fLfff� #�2��
%�
%C

���!"	���
���
����
����
�!
0�&��V@;�>?@;;A=B����0��50�+.��02�0�&��n\KZrn������a�)f�#�2���
�� ������uI�v���%C�
�C$�02����!"	��������

�������
�����
���#"4C�������#�3

��
��#�
#$4+�!"	!
����������
���
����
����
������� "
�� 2������#
4+���������������
�����
5
	��������a��+�	������
 5�2�.�#�3
�	��� �#"4C�50�%������	���+��
#"4C�����"20 �
�wx/�
���#��
�X����� ��	���%������������2��b�!
#
4C�# 4+���	���
 ���
���
����
����
���+����5
	�
���0���.�#$���2�#"4C������� �I�������
.�5�!"	�.�/�%���0������
#"4C������� !
��	�
	0 0�&�� V@;�
>?@;;A=BL�89:;9<=�>?@;;A=B�����ADDE=@FA:;@GF9DA:;<H�5
	�
� �.�/�%����
���
����
����
������K*)��I+����0��50�7���
!
�����0�/�#"4C�������
����%0� 2����	���+��
#"4C����&���"���
	0 0�&��V@;� >?@;;A=B� ����ADDE=@FA:;@GF9DA:;<H� 
%C
���
������
.�5�$%y
�#�3
"�
��0�50�%�� 2���2� �#"2
�:;<AS� ;9:;� #"2
#
� 0�%�"�
��0�#"4C��8]]��
T]A;FAB@<=BE?d�9;�Q?e�)ff,h�*f*K*f,UL��	��	��������	�T]A;FAB@<=BE?d�9;�Q?e�)ffMh�)J,K),-U����
_`��T]A;FAB@<=BE?d�9;�Q?e�)ffMh�*NWK*NNU�
	0 0�&��:Q=VkAGF�l(O]m��
 ����������
���
��
��
����
���+���0���.�#$���2���$������+�2����������K*)� #$�+�#���� ��������"�
��0�#"4C��
8]]����+!"	���
���
����
����
��8)N� ��+�.�#$���2������
�20
#��4����Z)g� #"4+���%��
G@??@AVQ?� B@?V� #�3
��
����
���+��������0������
#"4C��8]]�� 5
	� 2���.�#$����
 ���0��50!

�����0�/�#"4C��7��02����!"	0�&��V@;� >?@;;A=B� -� #�2����2 %������0��50�+.��02�0�&��Zrn� � 2��5��q
���"�
��0�
%���2�0������!"	!
�����0� 4
 %
�����
#"4C�50�%�!
��	���+#��C �!
�2���+���������

�������%0�
�
0���05
	�T]A;FAB@<=BE?d� 9;� Q?e� )ff,h� *f*K*f,U� 
%�
%C
"�
��0�50�%�� 2���2� 
������
.���!"	#�3
#��4+���4�!
�����0������
#"4C�50�%���������#�� 5
	�2� �02�#�4+�#�� ��%����
!"	0�&����0�� �z7����	��%
�#"2
�V@;�>?@;;A=B�/�4��89:;9<=�>?@;;A=B�#
4+�����"�
��0����0���.�#$���



 Jg�

!"	��
�2� ������0���0
#�q0��
 !"	#0��#$� ��*J�
����T]A;FAB@<=BE?d�9;�Q?e�)ffMh�)J,K),-U��.�
!/	��������0���������
#"4C�50�%���������#�� ��+#��C �!
j������	�5
	� 2���%
�20�����I���
/0%�
02����
���
����
����
���+���0���.�#$���2������
�����
���#"4C���������+����5
	
�C��������
$%y
�#�3
"�
��0�50�%�����2� #$4+�#�3
���� "
��2�5�!
�
�����



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

บรรณานุกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 60 
 

บรรณานุกรม 
 
จักพงศ นีละมนต .   (2549).  ผลของไวรัส Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) และ   
  extra small virus (XSV) ในแมพันธุกุงกามกรามตอคุณภาพลูกกุง.  วิทยานิพนธ วท.ม. 
    (วิทยาศาสตรการประมง).  กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.  
             ถายเอกสาร. 
ชลอ ลิ้มสุวรรณ; และ พรเลิศ จันทรรัชชกูล. (2547). อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงในประเทศไทย. 
        กรุงเทพฯ: บริษัท เมจิค พับบลิเคชั่น จํากัด. 
ชูชาติ ชัยรัตน; และ ประวิทย อินทรโชติ. (2515). การศึกษาอาหารในกระเพาะของกุงกามกราม  
         (Macrobrachium rosenbergii de Man) ในทะเลสาปสงขลา. รายงานประจําป 2515.  
         กรุงเทพฯ: สถานีประมงสงขลา กรมประมง. 
ชัยวุฒิ สุดทองคง. (2550). การจําแนกไวรัสที่เปนสาเหตุการตายของลูกกุงกาม (Macrobrachium  
        rosenbergii). สมุทรสาคร: ศูนยวิจัยและพัฒนาประมงชายฝงสมุทรสาคร กรมประมง.  
  293-301 
ทิตยา ศรีบุรินทร; และ ฐิติยา ลอยแกว. (2550). การโคลนและการแสดงออกของยีนแคปซิดโปรตีน 
  ของ Macrobrachium rosenbergii  nodavirus (MrNV) ในกุงกามกราม. ปญหาพิเศษ  
  วท.บ. (ชีววิทยา). กรุงเทพฯ: คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ. ถาย 
  เอกสาร. 
ธีรพันธุ ภูคาสวรรค. (2523). บทบรรณาธิการกุงกามกราม. วารสารการประมง. 33: 511-518. 
นิติ ชูเชิด; และคนอื่นๆ. (2547). รายงานการวิจัยการศึกษาความสัมพันธคุณภาพน้ํา การเกิดโรค   
  และอัตราการรอดในการอนุบาลกุงกามกรามสายพันธุที่ปรับปรุงแลว. กรุงเทพฯ:   
  สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ. หนา 65-81  
บรรจง เทียนสงรัศมี. (2535). หลักการเลี้ยงกุงกามกราม. กรุงเทพฯ: คณะประมง มหาวิทยาลัย   
        เกษตรศาสตร. 
ไพโรจน พรหมานนท; และ ทรงชัย สหวัชรินทร. (2512). ผลการทดลองเพาะเลี้ยงกุงกามกรามวัย 
  ออนที่สถานีประมงทะเลสงขลา, รายงานประจําป 2512. กรุงเทพฯ: สถานีประมง ทะเล 
  สงขลา กรมประมง.  
ไพศาล สิทธิกรกุล. (2548). วิทยาภูมิคุมกันสําหรับการเรียนการสอนและการวิจัย. กรุงเทพฯ: ศูนสื่อ 
   เสริมกรุงเทพ. 
ยนต มุสิก. (2529). การเพาะเลี้ยงกุงกามกราม. กรุงเทพฯ: ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง 
        มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 



 61 
 
อภิรักษ ตันศิริสิทธิกุล. (2548). การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Vibrio alginolyticus.   
  วิทยานิพนธ วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ  
  มหาวิทยาลัย. ถายเอกสาร. 
อารีรัตน คุณานพรัตน. (2553). การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีน 
  ของ infectious myonecrosis virus (IMNV) . วิทยานิพนธ วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ).   
  กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ. ถายเอกสาร. 
Anil, T.M.; Shankar, K.M.; Mohan, C.V. (2002) Monoclonal antibodies developed for   
  sensitive detection and comparison of white spot syndrome virus isolates in India.  
  Diseases of  Aquatic Organisms. 51: 67-75. 
Abbas, A.K.; Lichtman, A.H.; & Pober, J.S. (1991). Cellular and Mollecular Immunology.  
            London: W.B. Saunder Company. 
Arcier, J.M.; et al. (1999). A viral disease associated with mortalities in hatchery-reared   
       postlarvae of the giant freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii. Diseases of      
        Aquatic Organisms. 38: 177-18. 
Bachere, E. (2000). Introduction shrimp immunity and disease control. Aquarculture. 191: 
   3-11. 
Bonami, J.R.; et al. (2005). White tail disease of the giant freshwater prawn, Macrobrachium  
        rosenbergii: separation of the associated virions and characterization of MrNV as a   
            new type of nodavirus. Journal of Fish Diseases. 28: 23–31. 
Bradford, M.M.; (1976). A rapid and sensitivity method for the quantification of microgram  
          quantities of protein utilizingthe principle of protein dye binding. Analytical  
     Biochemistry. 72: 248-254  
Chaivisuthangkura, P.; et al. (2004). Monoclonal antibodies against a truncated viral  

envelope protein (VP28) can detect white spot syndrome virus (WSSV) infection in 
shrimp. ScienceAsia. 30: 359–363. 

Chaivisuthangkura, P.; et al. (2008). Molecular isolation and characterization of a novel   
  occlusion body protein gene from Penaeus monodon nucleopolyhedrovirus.   
  Virology. 381: 261-267. 
Chaivisuthangkura, P.; et al. (2008). Preferential suppression of yellow head virus (YHV)  
          envelope protein gp116 in shrimp that survive challenge with YHV. Diseases of      
           Aquatic Organisms. 79: 1-8.  
 

 



 62 
 
Chaivisuthangkura, P.; et al. (2010). Enhanced white spot syndrome virus (WSSV)  
  detection sensitivity using monoclonal antibody specific to heterologously  
  expressed VP19 envelope protein. Aquaculture. 299: 15–20.  
Eshhar, Z. (1985). Monoclonal antibody strategy and technique. In T.A. Springer (ed),   
        Hybridoma Technology in Bioscience and Medicine. New York: Plenum Press. 
Flegel, T. W.; et al. (1992). Occurrence, diagnosis and treatment of shrimp disease in  
  Thailand. In: Fulks W, Main KL (eds) Diseases of cultured penaeid shrimp in Asia  
  and the United States. Oceanic Institute, Honolulu. 57–112. 
Flegel, T. W.; Fegan, D. F.; & Sriurairatana, S. (1995). Environmental control of infectious   
       shrimp diseases in Thailand. In: Shariff, M., Subasinghe, R.P., Arthur, J.R. (Eds.),   
       Diseases in Asian Aquaculture, vol. II. Fish Health Section, Asian Fisheries Society,  
       Manila.: 65–79. 
Garzon, S.; & Charpentier, G. (1992). Nodaviridae. In: Adams, J.R.; Bonami, J.R. (Eds.),  
  Atlas of Invertebrate Viruses. Boca Raton, FL: CRC Press. 
Hameed, S.A.S.; et al. (2004). Studies on the occurrence and RT-PCR detection of  
        Macrobrachium rosenbergii nodavirus and extra small virus-like particles  
  associated with white tail disease of Macrobrachium rosenbergii in India.  
  Aquaculture. 238: 127–133. 
Houlthuis, L.B.; (1995). Note on Indo-West Pacific Crustacea Decapoda III to IX.   
  Zoologische Mededelingen. 69: 139-151. 
Hsieh, C.Y.; et al. (2006). Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus (IHHNV)   
             infections in giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii. Aquaculture 258:   
             73–79. 
Hsieh, C.Y.; et al. (2006). In situ hybridization and RT-PCR detection of Macrobrachium  
        rosenbergii nodavirus in giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii  
  (de Man), in Taiwan. Journal of Fish Diseases 29: 665–671. 
Köhler, G.; & Milstein, C. (1976). Derivation of specific antibody producing tissue culture   
  and tumor cell fusion.  European Journal of Immunology.  6: 511-519. 
Lightner, D. V.; & Redman, R. M. (1998). Shrimp diseases and current diagnostic methods.     
          Aquaculture. 164: 201–220. 
Loh, P. C.; et al. (1997). Viral pathogens of the penaeid shrimp. Advances in Virus  
  Research. 48: 263–312. 

 



 63 
 
Longyant S.; et al. (2008). Specific monoclonal antibodies raised againt Taurasyndrome  
  virus (TSV) capsid protein VP3 detect TSV in single and dual infections with white  
  spot syndrome virus (WSSV). Diseases of Aquatic Organisms.  79: 75-81. 
Macrobrachium rosenbergii. (2010). Retrived January 10, 2010, from http://www.jjphoto.dk/  
        animal_archive/macrobrachium_rosenbergii.htm 
Mosmann, T. R.; Bauman, R.; & Williamson, A. R. (1979). Mutations affecting  
  immunoglobulin light chain secretion by myeloma cells l. Functional analysis by  
  cell fusion. European Journal of Immunology.  9: 511-516. 
Nash, G.; Chinabut, S.; and Limsuwan, C. (1987). Idiopathic muscle necrosis in the  
  freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii de Man , cultured in Thailand.  
  Journal of Fish Diseases. 10: 109-120. 
Network Aquaculture Centres in Asia-Pacific. (2010). Nodavirus: an Emerging Threat to   
        Freshwater Prawn Farming. Retrived December 5, 2010, from  
  http://www.enaca.org/ modules/news/article.php?storyid=1802 
Owens, Leigh.; et al. (2009). Macrobrachium rosenbergii nodavirus disease (white tail  
  disease) in Australia. Diseases of Aquatic Organisms. 85: 175–180. 
Pillai, D.; Bonami, J.R.; & Sri Widada, J. (2006). Rapid detection of Macrobrachium  
  rosenbergii  nodavirus (MrNV) and extra small virus (XSV), the pathogenic agents  
  of white tail disease of Macrobrachium rosenbergii (De Man), by loop-mediated  
  isothermal amplification. Journal of Fish Diseases. 29: 275–283. 
Qian, D.; et al. (2003). Extra small virus-like particles (XSV) and nodavirus associated with  
        whitish muscle disease in the giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii.   
            Journal of Fish Diseases. 26: 521–527. 
Qian, D.; et al. (2006). Preparation of monoclonal antibody against Macrobrachium  
  rosenbergii  Nodavirus and application of TAS-ELISA for virus diagnosis in post- 
  larvae hatcheries in east China during 2000–2004. Aquaculture. 261: 1,144–1,150. 
RaviI, M.; et al. (2009). Studies on the occurrence of white tail disease (WTD) caused by  
  MrNV and XSV in hatchery-reared post-larvae of Penaeus indicus and P.  
  monodon. Aquaculture. 292: 117-120. 
Romestand, B.; & Bonami, J.R. (2003). A sandwich enzyme linked immunosorbent assay 
        (S-ELISA) for detection of MrNV in the giant freshwater prawn, Macrobrachium   
            rosenbergii  (de Man). Journal of Fish Diseases. 26: 71–75. 

 

http://www.jjphoto/
http://www.enaca.org/


 64 
 
Rukpratanporn, S.; et al. (2005). Generation of Monoclonal antibodies specific to 
        Hepatopancreatic parvovirus (HPV) from Penaeus monodon. Diseases of Aquatic  
  Organisms. 65: 85–89. 
Sambrook, J.; Fritsch, E. F.; & Maniatis, T. (2000). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
            (Third Edition). New York. 
Shekhar, M.S.; Azad, I.S.; & Jithendran, K.P. (2006). RT-PCR and sequence analysis of  
  Macrobrachium rosenbergii nodavirus: Indian isolate. Aquaculture. 252: 128-132. 
Sithigorngul, P.; et al. (2000). Development of monoclonal antibody specific to yellow head  
            virus (YHV) from Penaeus monodon. Diseases of Aquatic  Organisms. 42: 27-34. 
Sithigorngul, P.; et al. (2002). Monoclonal antibodies specific to Yellow-head virus (YHV) of   
        Penaeus monodon. Diseases of Aquatic Organisms. 49: 71-76. 
Sithigorngul, P.; et al. (2007). A simple and rapid immunochromatographic test strip for  
        detection of pathogen isolates of Vibrio harveyi. Journal of Microbiology Methods.  
  (71): 256-264   
Sithigorngul, P.; et al. (2009). Simple immunoblot and immunohistochemical detection of   
            Penaeus stylirostris densovirus using monoclonal antibodies to viral capsid protein 
           expressed heterologously. Journal of Virological Methods. 
Sithigorngul, W.; et al. (2006). A simple and rapid immunochromatographic test strip for  
        detection of white spot syndrome virus (WSSV) of shrimp. Diseases of Aquatic  
            Organisms. 72: 101-106. 
Sithigorngul, W.; et al. (2007). A convenient immunochromatographic test strip for rapid  
        diagnosis of yellow head virus infection. Journal of Virological methods. 72:  
  193-199.   
Snieszko, S.F., (1973). Disease of fishes and their control in the U.S. In: The Two Lakes  
  Fifth Fishery Management Training Course Report. Janon, London, 55-56. 
Sommerset, I.; & Nerland (2004). Complete sequence of RNA1 and subgenomic RNA3 of  
        Atlantic halibut nodavirus (AHNV). Diseases of Aquatic Organisms. 58: 117-125 
Sudhakaran, R.; Parameswaran, V.; & Sahul Hameed, A.S. (2007). In vitro replication of  
        Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) and extra small virus (XSV) in C6/36  
             cell line. Journal of Virological Methods. 146: 112–118. 
Sudhakaran, R.; et al.  (2007). Experimental vertical transmission of Macrobrachium  
  rosenbergii  nodavirus (MrNV) and extra small virus (XSV) from brooders to  
  progeny in Macrobrachium rosenbergii and Artemia. Journal of Fish Diseases. 30:  
  27-35 

 



 
 

 

65 

Sudhakaran, R.; et al. (2008). Natural aquatic insect carriers of Macrobrachium rosenbergii  
        nodavirus (MrNV) and extra small virus (XSV). Diseases of Aquatic Organisms. 79:  
        141–145. 
Tonguthai, K. (1995). Diseases of the freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii. The  
            Aquat. Anim. Health Res. Inst. Newsletter. 42: 1–4. 
Tung, C.W.; Wang, C.S.; & Chen, S.N. (1999). Histological and electron microscopic study 
        on Macrobrachium rosenbergii muscle virus (MMV) infection in the giant freshwater 
        prawn, Macrobrachium rosenbergii (de Man), culture in Taiwan. Journal of Fish  
            Diseases. 22: 319-323. 
Van, Regenmortel.; et al (2000). Virus Taxonomy: Classification and Nomenclature of  
  Viruses. Seventh Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses.  
  San Diego: Academic Press. 
Wang, C. S.; et al. (2008). Macrobrachium rosenbergii nodavirus infection in M. rosenbergii 
        (de Man) with white tail disease cultured in Taiwan. Journal of Fish Diseases. 31:  
             415–422. 
Widada, S.J.; et al. (2003). Genome-based detection methods of Macrobrachium  
  rosenbergii  nodavirus, a pathogen of the giant freshwater prawn, Macrobrachium  
  rosenbergii: dot-blot, in situ hybridization and RT-PCR. Journal of Fish Diseases.  
  26:583–590. 
Widada, S.J.; & Bonami, J.R. (2004). Characteristics of the monocistronic genome of extra    
        small virus, a virus-like particle associated with Macrobrachium rosenbergii   
  nodavirus: possible candidate for a new species of satellite virus. Journal of  
  General Virology. 85: 643–646. 
Winotaphan, P.; et al. (2005). Monoclonal Antibodies Specific to Haemocytes of Black Tiger 

Prawn Penaeus monodon.  Fish & Shellfish Immunology. 18: 189-198. 
Yoganadhan, K.; et al.  (2005). Simultaneous detection of Macrobrachium rosenbergii  
  nodavirus and extra small virus by a single tube, one-step multiplex RT-PCR  
  assay. Journal of Fish Diseases.  28: 1–5. 
Yoganandhan, K.; et al. (2006). White tail disease of the giant freshwater prawn  
        Macrobrachium rosenbergii in Thailand. Diseases of Aquatic Organisms. 69:  
   255–258. 
 
 



66 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 67  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 68 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

1. LB broth    

Tryptone 5.0  กรัม 

Yeast-extract 2.5  กรัม 

NaCl 5.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500.0  มิลลิลติร 
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บัฟเฟอรและสารเคมี 
 

1. 100 mM IPTG 

IPTG  238.0  มิลลิกรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 10.0  มิลลิลติร 

2. Buffer B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea pH 6.3) 
NaH2PO4 1.38  กรัม 

Tris-HCl (ปรับ pH 6.3) 0.12  กรัม 

Urea 48.05  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 

3. 100 mM PMSF 

PMSF 17.4  มิลลิกรัม 

Isopropanol 1.0  มิลลิลติร 

4. 0.15 M Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 
NaCl 8.00  กรัม 

KCl 0.20  กรัม 

KH2PO4 0.20  กรัม 

Na2HPO4 1.15  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.00  มิลลิลติร 

5. 5% Blotto 

นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 5.0  กรัม 

PBS 100.0  มิลลิลติร 

1% Merthiolate (Sigma) 1.0  มิลลิลติร 
Triton X-100 (Sigma)  0.1  มิลลิลติร 

6. 1% Merthiolate   
Thimerosal (Sigma) 1.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 

7. 1 M KCl 
KCl 7.46  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.00  มิลลิลติร 

8. 1% SDS 
SDS 1.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 
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สารเคมีสําหรับใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 
 

1. RPMI medium 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)  10.4000  กรัม 

D-glucose (Sigma) 3.6000  กรัม 

L-glutamine (Sigma) 0.2923  กรัม 

C3H3O3Na 1.1005  กรัม 

NaHCO3 2.0160  กรัม 

HEPES 5.9525  กรัม 

Penicillin G 20,000.0000  units 
Streptomycin 200.0000  มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น (Milli Q water) 1,000.0000  มิลลิลติร 

กรองดวย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร 

2. 20% Fetal bovine serum   
RPMI medium 80.0  มิลลิลติร 

Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)    

หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 20.0  มิลลิลติร 

100X HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0  มิลลิลติร 

3. HAT medium 

เม็ดเลือดแดงจากหนูเมาสเขมขน 1%    

ใน RPMI medium 80.0  มิลลิลติร 

FBS 20.0  มิลลิลติร 
100X HT supplement 1.0  มิลลิลติร 
50X Aminopterin (Sigma) 2.0  มิลลิลติร 

4. 40% Polyethylene glycol 
Polyethylene glycol 2.0  กรัม 
RPMI medium 3.0  มิลลิลติร 

5. 12% Dimethylsulfoxide    
Dimethylsulfoxide (Sigma) 12.0  มิลลิลติร 
RPMI medium 88.0  มิลลิลติร 

 
 
 
 



 73  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 74 

สารเคมีสําหรับ SDS-PAGE และ Western blotting 
 

1. Stock solution    

1.1 Monomer solution (30% T, 2.7% CBis) 
Acrylamide 58.4  กรัม 

N,N’-methylene-bis-acrylamide 1.6  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 200.0  มิลลิลติร 

1.2 4X Running gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 36.3  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 200.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N NaOH 

1.3 4X Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 
Tris 3.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 50.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N NaOH 

1.4 10% SDS     

sodium dodecyl sulfate 50.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500.0  มิลลิลติร 

1.5 แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 0.1  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1.0  มิลลิลติร 

1.6 Running gel overlay 

0.15 M Tris-HCl (1.2) 25.0  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 1.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 
1.7 2X Treatment buffer 

0.5 M Tris-HCl (1.3) 2.5  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 4.0  มิลลิลติร 

Glycerol 2.0  มิลลิลติร 
2-mercaptoethanol 1.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 0.5  มิลลิลติร 
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2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 
2.1 12% separating gel  

Monomer solution (1.1) 10.0  มิลลิลติร 

0.15 M Tris-HCl (1.2) 7.5  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 0.3  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 12.1  มิลลิลติร 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10% (1.5) 150.0  ไมโครลิตร 
TEMED 10.0  ไมโครลิตร 

2.2 4% Stacking gel  
Monomer solution (1.1) 2.7  มิลลิลติร 

0.5 M Tris-HCl (1.3) 5.0  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 0.2  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 12.2  มิลลิลติร 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10% (1.5) 100.0  ไมโครลิตร 
TEMED 10.0  ไมโครลิตร 

3. Running buffer    

4X Tank buffer    

Tris 12.0  กรัม 

Glycine 57.6  กรัม 

10% SDS (1.4) 40.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 4,000.0  มิลลิลติร 
4. สารละลายยอมสีโปรตีน และลางสียอมสวนเกิน 

4.1 สารละลายยอมสีโปรตีน (Coomassie blue) 
4.1.1 Stain stock (1% Coomassie blue R-250) 

Coomassie blue R-250 1.0  กรัม 
น้ํากลั่น 100.0  มิลลิลติร 

4.1.2 Stain 

Stain stock (4.1.1) 50.0  มิลลิลติร 

Methanol 250.0  มิลลิลติร 
Glacial acetic acid 50.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 500.0  มิลลิลติร 
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4.2 สารละลายลางสียอมสวนเกิน 

4.2.1 Destain 1 
Methanol 500.0  มิลลิลติร 
Glacial acetic acid 100.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 1,000.0  มิลลิลติร 
4.2.2 Destain 2 

Methanol 50.0  มิลลิลติร 
Glacial acetic acid 70.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 1,000.0  มิลลิลติร 
5. Towbin transfer buffer pH 8.8  

Tris 3.0  กรัม 
Glycine 14.4  กรัม 
Methanol 200.0  มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 

6. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma) ประกอบดวย 
β-Galactosidase, Escherichia coli 116.0  กิโลดาลตัน 
Phosphorylase b, rabbit muscle 97.0  กิโลดาลตัน 
Albumin, bovine serum 66.0  กิโลดาลตัน 
Ovalbumin, chicken egg 45.0  กิโลดาลตัน 
Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 29.0  กิโลดาลตัน 
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สารเคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE ของ                
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 

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 ที่เสริมดวย 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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สารเคมีสําหรับ ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 
 

1. 0.1 M Citrate buffer, pH 4.5 

Sodium citrate 29.4  กรัม 

1% Merthiolate 10.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N HCl    

2. 1 N H2SO4 

H2SO4 (conc.) 27.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 
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สารเคมีสําหรับ immunohistochemistry 
 

1. coated slide solution 

Gelatin 1.0  กรัม 

CrK(SO4)2.12H2O 50.0  มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น 100.0  มิลลิลติร 

2. Davidson’s fixative 

95% ethanol 30.0  มิลลิลติร 

100% formalin 20.0  มิลลิลติร 

Glacial acetic acid 10.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 30.0  มิลลิลติร 

3. Calf serum 10% (P1
+) 

Calf serum 10.0  มิลลิลติร 

PBS 100.0  มิลลิลติร 

4. สี Enrilich’s acid hematoxylin 

Hematoxylin 8.0  กรัม 

95% ethanol 400.0  มิลลิลติร 

Aluminium Potassium Sulphate 8.0  กรัม 

Glycerine 400.0  มิลลิลติร 

Glacial acetic acid 400.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 400.0  มิลลิลติร 

5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 
Eosin Y 0.2  กรัม 

95% ethanol 100.0  มิลลิลติร 
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