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 การศึกษานี้ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) จําเพาะตอโปรตีนโครงสราง VP3 
ของ Taura syndrome virus (TSV) โดยนําแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL 21 ที่มียีนของ VP3 ใน 
pGEX-6P-1 plasmid ซึ่งผลิตโปรตีนลูกผสม GST-VP3 นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่ทําใหบริสุทธิ์
มาปลูกภูมิคุมกันในหนูขาว สําหรับนําไปสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสราง VP3 ของ 
Taura syndrome virus (TSV) การคัดเลือก hybridoma ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีทําโดยวิธี dot 
blotting, Western blotting และ immunohistochemistry โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมี 29 
โคลน สามารถแบงออกเปน 2 กลุมตามความจําเพาะ โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 มีจํานวน 27 
โคลน จําเพาะตอโปรตีนโครงสราง VP3 ของ Taura syndrome virus (TSV) และไมแสดงปฏิกิริยาขาม
กับไวรัสอ่ืนๆ ไดแก white spot syndrome virus (WSSV), yellow head virus (YHV) infectious 
hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV), hepatopancreatic parvovirus (HPV) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 มีจํานวน 2 โคลน จําเพาะตอ GST ดังนั้นสามารถนําโมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุมที่1 มาใชในการตรวจติดตามการติดเชื้อไวรัสโรคทอราดวยวิธี immunohistochemistry 
แล dot blotting ได และคาดวาจะสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดไปเตรียมเปนชุดตรวจ
สําเร็จรูปสะดวกใชซึ่งมีความไวสูงเพื่อใชวินิจฉัยไวรัสโรคทอราตอไปในอนาคต 
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The objective of this study was to produce monoclonal antibodies (MAbs) against 

recombinant VP3 protein of Taura syndrome virus (TSV) E. coli. stain BL21 with  VP3-pGEX-
6P-1 plasmid.Recombinant proteins, GST-VP3 produced by was used to immunize Swiss 
mice for antisera production. The hydridoma clones were selected by dot blotting, Western 
blotting and immunohistochemistry. Twenty-nine monoclonal antibodies (MAbs) against 
recombinant VP3 protein of Taura syndrome virus (TSV) were obtained. The were divided 
into 2 groups in which the first group consisted of twenty-seven monoclonal antibodies 
(MAbs) specific to VP3 protein of Taura syndrome virus (TSV). These MAbs did not cross 
react with other virus including white spot syndrome virus (WSSV), yellow head virus (YHV) 
infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV),hepatopancreatic 
parvovirus (HPV). The secondgroup comprised of two monoclonal antibodies (MAbs) 
specific to GST. Monoclonal antibodies (MAbs) of first groups could be used to detect 
Taura syndrome virus (TSV) infection in tissues by immunohistochemistry and dot blotting. 
The development of  highly specific assay and convenient kit using these monoclonal 
antibodies (MAbs) for detection of Taura syndrome virus (TSV) in  progress. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จไดดวยความชวยเหลือและคําแนะอยางดียิง่จาก ผูชวยศาสตราจารย 
ดร. ปรินทร ชยัวิสุทธางกูร อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธ และอาจารย ดร. ศิวาพร ลงยนัต อาจารยที่
ปรึกษาวทิยานิพนธรวม ผูซึ่งใหคําปรึกษาและคําแนะนําตางๆ ในการปฏิบัติงานวิจยัทาํใหงานวิจยันี้
สําเร็จลุลวงไดดวยดี ผูวจิัยขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงู 

ขอขอบพระคุณศาสตราจารย ดร.ไพศาล สิทธิกรกุล ที่กรุณาเปนประธานกรรมการการสอบ
ปริญญานิพนธ และรองศาสตราจารย ดร. สมเกียรติ ปยะธีรธิติวรกลุ ภาควิชาวทิยาศาสตรทางทะเล 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทีก่รุณาเปนกรรมการการสอบปริญญานิพนธและชวย
แกไขวิทยานพินธฉบับนี้ใหมคีวามสมบูรณและเปนทีย่อมรับในเชิงวิชาการมากขึน้ 

ขอขอบคณุ คุณสมบัติ รักประธานพร คุณธนวรรณ เตชางกูล ที่ไดใหความรูและขอคิดเห็นที่
เปนประโยชนซึ่งมีสวนชวยใหปริญญานพินธฉบับนี้สําเรจ็ไดดวยดี 

ขอขอบพระคุณภาควิชาชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรนีครินทรวิโรฒ ประสาน
มิตร ที่ไดเอื้อเฟอสถานที ่ เครื่องมือ และอุปกรณตาง ๆ ใหขาพเจาไดใชตลอดระยะเวลาของการทํา
วิทยานิพนธฉบับนี ้

ขอขอบคุณศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติที่ไดใหเงินอุดหนนุการศึกษา
และการวิจยัครั้งนี ้

ขอขอบคุณ คุณภิรมยศักดิ์ พัฒนไพจิตตกุล คุณฝน ตนัสกุล คุณพิงนภา ไกลชมุพล คุณรัตนา 
จิตรขํา คุณผจงสุข สุทธารัตน และทุกคนในหองปฏบิัติการโมโนโคลนอลแอนติบอดี ของภาควิชา
ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครนิทรวโิรฒ สําหรับน้ําใจอนัมีคายิ่งอีกทัง้ความ
ชวยเหลือตางๆ ที่ขาพเจาไดรับทั้งทางตรงและทางออม 

ขาพเจาขอนอมระลึกถงึพระคุณของบิดา มารดาและนองๆ ทุกคนที่ไดใหกําลงัใจ ชวยเหลือ 
สนับสนนุตลอดระยะเวลาทีศ่ึกษาและวิจยั 

ทายที่สุดนี้ขาพเจาขอนอมนําประโยชนทัง้หลายอนัเกิดจากวทิยานิพนธฉบับนี้ทัง้หมดมอบ
เปนกศุลแก หนูทดลอง กุงขาวทุกตัวที่ไดสละชีวิตเพื่อการทําวทิยานพินธของขาพเจา 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ภูมิหลัง 
 เนื่องจากธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในประเทศไทยกําลังประสบปญหาอยางมาก ทั้งใน
เร่ืองอัตราการเจริญเติบโตชาและการเกิดโรคระบาดซึ่งสงผลใหราคากุงกุลาดําตกต่ํา กรมประมงจึง
อนุมัติการนําเขาและเพาะเลี้ยงกุงขาวแปซิฟก หรือ Pacific White Shrimp (Penaeus vannamei) 
เพื่อเปนอีกทางเลือกหนึ่งของเกษตรกรนอกเหนือไปจากการเลี้ยงกุงกุลาดํา กุงแชบวยและกุงกามกราม
(Nielsen; et al.  2005: 101-106)  
 กุงขาว (P. vannamei) เปนสายพันธุกุงทะเลที่มีการเพาะเลี้ยงกันอยางกวางขวางในหลาย
ประเทศ เชน อเมริกา เม็กซิโก กัวเตมาลา นิคารากัว คอสตาริกา ปานามา โคลอมเบีย เอกวาดอรและ
เปรู เปนตน กุงขาวเปนกุงที่มีความแข็งแรงทนทานสูงจึงมีอัตราการขยายพันธุตามธรรมชาติไดไกลใน
แถบแนวชายฝงตะวันออกของมหาสมุทรแปซิฟก ตั้งแตเม็กซิโกถึงเปรู เนื่องจากภูมิภาคในแถบนี้มี
ระดับความลึกจากเสนแนวชายฝงทะเลลงไปประมาณ 72 เมตรหรือ 235 ฟุต และมีพื้นที่ทองทะเล
เหมือนโคลนที่เหมาะแกการเจริญเติบโตจึงเปนแหลงอาหารที่สมบูรณ โดยประเทศเอกวาดอรเปน
ประเทศผูผลิตรายใหญที่มีฟารมเพาะเลี้ยงลูกกุง พอพันธุและแมพันธุกุงขาว (Hasson; et al.  1997: 
236-237) 
 การเพาะเลี้ยงกุงขาวในปจจุบันนี้กําลังประสบปญหาการเกิดโรคระบาดซึ่งโรคระบาดที่
สําคัญของกุงขาวไดแก โรคทอรา (Taura syndrome) เกิดจากไวรัสโรคทอรา (Taura syndrome 
virus; TSV) โรคแคระแกร็น (runt deformity syndrome; RDS) เกิดจากเชื้อ infectious hypodermal 
and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) โรคตัวแดงดวงขาวเกิดจากไวรัสตัวแดงดวงขาว (white 
spot syndrome virus; WSSV) โรคหัวเหลืองเกิดจากไวรัสหัวเหลือง (yellow head virus; YHV) 
(Lightner; & Redman.  1998: 201-220) 
 โรคระบาดที่สําคัญและกอใหเกิดความเสียหายตอธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุงขาวอยางมาก คือ 
ไวรัสโรคทอราซึ่งเปนสาเหตุใหกุงขาวตายและสรางความเสียหายใหแกเกษตรกรผูเลี้ยงกุงขาวเปน
อยางมาก กุงขาวที่ติดไวรัสโรคทอราจะอยูในชวงวัยออนที่มีน้ําหนักประมาณ 0.1-0.5 กรัม หรือชวง
อายุ 2-4 สัปดาหหลังจากปลอยลงบอดิน อาการสําคัญของไวรัสโรคทอราคือ สวนหางมีสีแดง เซลล
บริเวณตางๆ ตาย เชนเยื่อบุผิวบริเวณผิวหนัง รยางคตางๆ เหงือก ทางเดินอาหารสวนทาย กระเพาะ
อาหาร รวมทั้งตอมน้ําเหลือง (Hasson; et al.  1998: 36-38) 
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 การระบาดของไวรัสโรคทอราพบครั้งแรกในทวีปอเมริกาใตที่ฟารมเลี้ยงกุงใกลกับแมน้ําทอรา
ในประเทศเอกวาดอรเมื่อเดือนมิถุนายน พ.ศ.2535 จากนั้นไดแพรระบาดไปทั่วทวีปอเมริกาเหนือและ
ใตรวมถึงฮาวายและบริเวณชายฝงมหาสมุทรแปซิฟก ซึ่งสงผลกระทบตอธุรกิจการเลี้ยงกุงในหลาย
ประเทศโดยเฉพาะอยางยิ่งประเทศโคลอมเบีย คอสตาริกา เอลซาวาดอร กัวเตมาลา ฮอนดูรัส เม็กซิโก 
นิคารากัว ปานามา และเปรู นอกจากนี้ไวรัสโรคทอราไดระบาดไปสูฟารมเลี้ยงกุงขาวในประเทศแถบ
ชายฝงมหาสมุทรแอตแลนติกหลายประเทศ ไดแก บราซิลและเวเนซูเอลา รวมถึงเขตตะวันออกเฉียงใต
ของอเมริกาในเซาทแคโรไลนา และเท็กซัส (Poulos; et al.  1999: 99-106)  
 สําหรับในประเทศไทยพบการระบาดของไวรัสโรคทอราครั้งแรกในเดือนเมษายน พ.ศ.2546 
ที่ฟารมเลี้ยงกุงขาวในจังหวัดจันทบุรี ชลบุรี และนครปฐม ซึ่งไดสรางความเสียหายใหกับเกษตรกรผู
เลี้ยงกุงขาวเปนอยางมากและสงผลใหมีการแพรระบาดไปยังบอเลี้ยงกุงขาวที่อยูขางเคียงไดงาย 
(Nielsen; et al.  2005: 101-106) 
 การศึกษาโครงสรางจีโนมของไวรัสโรคทอราพบวามีขนาด 10,205 เบส โดยมี poly (A) ที่
ปลาย 3’ และภายในจีโนมของไวรัสประกอบดวยบริเวณที่มีการถอดรหัสเปนโปรตีน 2 บริเวณ คือ 
ORF1 เปนบริเวณที่ถอดรหัสเปน non-structural proteins และ ORF2 ซึ่งเปนบริเวณที่ถอดรหัสเปน 
structural proteins ที่เปนองคประกอบของแคปซิดทั้ง 3 ชนิด คือ โปรตีนขนาด 55 กิโลดาลตัน (VP1) 
40 กิโลดาลตัน (VP2) และ 24 กิโลดาลตัน (VP3) (Mari; et al.  2002: 915-926) (ภาพประกอบ 1) 
การศึกษาครั้งนี้ไดนําแคปซิดโปรตีนขนาด 24 กิโลดาลตันที่สรางจากยีน VP3 มาใชในการผลิตพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีและพัฒนาเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อใชในการตรวจการติดไวรัสโรคทอราใน
กุงขาวตอไป 
 

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสรางจโีนมของไวรัสโรคทอรา (Mari; et al.  2002: 915-926) 
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ความมุงหมายการวิจัย  
 เพื่อทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแคปซิดโปรตีน VP3 ของไวรัสโรคทอรา  
 
ความสําคัญของงานวิจัย 
 1. เพื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมาใชตรวจไวรัสโรคทอราในกุงขาว 
 2. เพื่อการพัฒนาวิธีการตรวจไวรัสโรคทอราอยางรวดเร็ว โดยใชประโยชนจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตขึ้น 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 
 1. การทําใหบริสุทธิ์โปรตีน VP3 ลูกผสมที่ไดจากการกระตุนการแสดงออกใน E. coli 
 2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสโรคทอรา โดยใชโปรตีน VP3 ลูกผสมที่ผลิตได 
 3. การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสโรคทอรา โดยวิธี dot blotting วิธี 
Western blotting และวิธี immunohistochemistry 
 4.การทดสอบประสิทธิภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดในการตรวจกุงที่ติดไวรัส
โรคทอรา ดวยวิธี immunohistochemistry และ dot blotting 
 
นิยามศัพทเฉพาะ 
  
 ศัพทที่ 1 ไวรัสโรคทอรา (Taura syndrome virus : TSV) 
  ไวรัสโรคทอรามีโครงสรางลักษณะรูปรางเปนแบบ icosahedral ขนาดประมาณ 31-32 
นาโนเมตร อนุภาคไวรัสเปน non-enveloped มีจีโนมเปน RNA สายเดี่ยว (ssRNA : single-stranded 
RNA) ประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 3 ชนิด ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 24 40 และ 55 กิโลดาลตัน ปจจุบัน
จัดอยูในวงศ Picornaviridae (Bonami; et al.  1997: 313-319) 
  
 ศัพทที่ 2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies) 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สรางมาจากกลุมเซลลพลาสมาซึ่งมีตนกําเนิด
มาจากบี-เซลล เซลลเดียวจึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ 
ทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (light chain) และสาย
ยาว (heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพ
ของแอนติบอดีชนิดนั้น (สิริฤกษ ทรงศิวิไล.  2537: 365-369)  
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 เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชักนํากระตุนการ
ตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลลจํานวนมากที่ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสราง
แอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกัน
ในซีรัมเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตางๆ กัน เชน จับ
กับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนตในการสลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัวของสิง่มชีวีติ
เองที่สามารถชักนําการตอบสนองในรูปแบบตางๆ เพื่อปองกันอันตรายจากสิ่งแปลกปลอม แตความ
หลากหลายของแอนติบอดีในซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะต่ําและอาจไปทําปฏิกิริยาขาม
กลุม (cross reaction) กับแอนติเจนอื่นซึ่งสงผลใหการใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้นมีไมมาก
เทาที่ควร ดังนั้นการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สรางจาก 1 โคลนของบี-เซลลที่มีความจําเพาะตออิพิ
โทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 90-100)  
 ในป ค.ศ. 1975 Kohler และ Milestein สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธีหลอม
รวมเซลล (somatic hybridization) ไดเปนผลสําเร็จ โดยการนําบี-เซลลที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนที่
ตองการมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งของพลาสมาเซลลหรือไมอิโลมาเซลล (myeloma cell) จาก
คุณสมบัติของเซลลทั้ง 2 ชนิดคือบี-เซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดแตไมสามารถมีชีวิตยาวนานใน
ภาวะ in vitro และไมอิโลมาเซลลซึ่งไมผลิตแอนติบอดีแตสามารถแบงตัวเติบโตไดตลอดในภาวะ in 
vitro ทําใหไดเปนเซลลลูกผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ซึ่งสามารถสรางแอนติบอดีไดเปนจํานวน
มาก และแบงตัวเจริญเติบโตในภาวะ in vitro ไดไมส้ินสุด เทคนิคนี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและ
ไดนํามาประยุกตใชในงานตางๆ อยางกวางขวาง (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 90-100) (ภาพประกอบ 
2) 
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ภาพประกอบ 2 หลักการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี somatic hybridization 
 
ที่มา : http://images.encarta.msn.com/xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T059309A.gif" 

 
 การหลอมรวมไมอิโลมาเซลลกับบี-เซลลจากสัตวที่ปลูกภูมิคุมกันดวยแอนติเจนที่ตองการให
สรางแอนติบอดีสามารถทําไดโดยการใชพอลิเอทิลีนไกลคอล ในทางปฏิบัตินั้นไมสามารถหลอมรวม
เซลลเพื่อผลิตไฮบริโดมาไดทั้งหมด ดังนั้นจึงมีทั้งเซลลที่หลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกัน และมี
ไฮบริโดมาที่ไมตองการปะปนอยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองหาภาวะที่เลือกใหเฉพาะไฮบริโดมา
เทานั้นสามารถมีชีวิตรอดและเจริญเติบโตได วิธีที่ใชทั่วไปไดแก การใชไมอิโลมาเซลลที่มีความ
บกพรองในการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวกับการสังเคราะหนิวคลีโอไทดในวิถี salvage ซึ่งทําใหไม
สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเซลลที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT 
medium) ซึ่งเมื่อนําเซลลผสมที่ไดมาเลี้ยงใน HAT medium นี้ ไมอิโลมาเซลลที่ไมหลอมรวมกันหรือ
หลอมรวมกันเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได แตไฮบริโดมาที่หลอมรวมระหวางไมอิโลมาเซลลกับบี-
เซลลเทานั้นที่สามารถมีชีวิตรอด เพราะไดเอนไซมในวิถี salvage จากบี-เซลล สวนบี-เซลลที่ไมหลอม
รวมกันหรือหลอมรวมกันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสั้นๆ และตายไปเองในที่สุด (ไพศาล สิทธิกร
กุล.  2548: 90-100) 
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 การคัดเลือกของ HAT medium มีพื้นฐานจากเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมสวนใหญ
สามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 วิถีคือ วิถี de novo และวิถี salvage ในกรณีของวิถี de novo 
(ภาพประกอบ 3) จะมีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยายหมู 
methyl หรือ formyl นี้สามารถถูกยับยั้งดวย aminopterine ดังนั้นเมื่อวิถี de novo ถูกยับยั้ง เซลลก็จะ
เปลี่ยนมาใชวิถี salvage โดยการเปลี่ยนพิวรีน (purine) หรือ ไพริมิดีน (pyrimidine) เปนนิวคลีโอไทด
โดยตรงเพื่อใชในการสังเคราะห DNA แทน เอนไซมที่เกี่ยวของในวิถี salvage นั้นไดแก เอนไซม 
hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และเอนไซม thymidine kinase 
(TK) ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะยับยั้งการสังเคราะห DNA โดยวิถี 
salvage ได ดังนั้น aminopterine ที่มีอยูใน HAT medium จะไปขัดขวางวิถี de novo สวน 
hypoxanthine และ thymidine จะทําใหเซลลสามารถเจริญไดโดยใชวิถี salvage ดังนั้นเซลลที่มีความ
บกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT หรือ TK จะไมสามารถเจริญไดใน HAT medium เพราะไม
สามารถใชวิถี salvage ในการสังเคราะห DNA ได (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 90-100) 
 การผลิตไฮบริโดมานั้นมักจะใชไมอิโลมาเซลลที่มีความบกพรอง 2 ประการดวยกันคือ (1) มี
ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase  
(HGPRT-) และ (2) ไมสามารถสรางอิมมูโนโกลบูลินได (Ig-) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจาก
ไฮบริโดมานั้นเปนการถอดรหัสการสรางมาจากยีนของเซลลมาม และไมอิโลมาเพียงแตทําใหเซลล
สามารถเจริญไดไมมีที่ส้ินสุดเทานั้น 
 เมื่อไดไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีแลว ตองมีการคัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่
จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ เนื่องจากมีไฮบริโดมาบางเซลลเทานั้นที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
แอนติเจนที่ใหแกสัตวทดลอง วิธีที่ใชคัดเลือกโดยทั่วไปไดแก ELISA (Enzyme linked 
immunosorbent assay) และการทดสอบทางวิทยาภูมิคุมกัน (immunoassay) รูปแบบตางๆ เชน dot 
blotting, Western blotting, immunohistochemistry และอื่นๆ ตามแตความเหมาะสม เมื่อคัดเลือก
ไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) 
เพื่อใหแนใจวาไฮบริโดมานั้นมีตนกําเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริงๆ และขยายเพิ่มจํานวนเพื่อ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 90-100) 
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  ภาพประกอบ 3 การสงัเคราะห DNA โดยวิถี de novo และ วิถ ีsalvage และการยบัยั้ง             
     สังเคราะห DNA ของ aminopterine ในวิถี de novo 
  

 ที่มา: http://immuneweb.xxmc.edu.cn/images/figure04-21.jpg 
 

 ในปจจุบันไดมีการนําเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ไปใชประโยชนในหลายๆ ดานไดแก (1) 
ดานการวิจัย เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบดวยแอนติบอดีชนิดเดียวที่มีความจําเพาะ
ตออิพิโทปเพียง 1 ตําแหนงบนแอนติเจน จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชในการพิสูจน
ทราบ วัดปริมาณ หรือตรวจหาตําแหนงของโมเลกุล เซลลหรือจุลินทรียตางๆ ไดอยางถูกตองและ
แมนยํา (2) ในดานการแพทย โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีประโยชนอยางมากในทางการแพทยในแงการ
วินิจฉัย การตรวจ และการรักษาโรค ซึ่งในปจจุบันจะพบการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการวินิจฉัย
การตั้งครรภ โรคจากจุลินทรียตางๆ วัดปริมาณยาในเลือด ตรวจความเขากันไดของเนื้อเยื่อ และตรวจ
แอนติเจนของเซลลมะเร็งบางชนิด (ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548: 90-100)  
  
 ศัพทที่ 3 Indirect peroxidase immunohistochemistry 
  เทคนิคที่ใชตรวจหาแอนติเจนซึ่งก็คือ เชื้อไวรัสภายในเนื้อเยื่อของสัตวอาศัยหลักการทํา
ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอกัน โดยเทคนิคนี้ใชวิธีแบบออม 
(indirect) คือใชแอนติบอดีตัวที่สองติดฉลากดวยเอนไซม โดยเอนไซมที่นิยมใชไดแก horseradish 
peroxidase มาจับกับแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง จากนั้นเติมสับสเตรต คือ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

 



 8

และสารที่ทําใหเกิดสี (chromogen) ไดแก 3,3’-diaminobenzidene tetrahydrochlorine (DAB) 
ปฏิกิ ริยาที่ได เกิดขึ้นโดยไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ถูกเรงปฏิกิ ริยาดวย  เอนไซม horseradish 
peroxidase (HRP) กลายเปนผลผลิต (product) ไดแก ออกซิเจน (O2) และน้ํา (H2O) ออกซิเจนที่เกิด
ในสารละลายจะไปทําปฏิกิริยากับ DAB เปลี่ยนสภาพจากสารละลายเปนตะกอนจับอยูบริเวณ
แอนติบอดีจับกับแอนติเจนทําใหเกิดการติดสีบริเวณที่มีแอนติเจนอยู หลังจากนั้นจึงยอมเนื้อเยื่อดวย
สีฮีมาทอกไซลินซึ่งจะติดสีน้ําเงินบริเวณนิวเคลียส ยอมเนื้อเยื่อดวยสีอีโอซินจะติดสีแดงบริเวณไซ
โทพลาซึมทําใหสามารถมองเห็นและระบุชนิดเนื้อเยื่อโดยรอบได ซึ่งวิธีนี้ยังชวยใหเพิ่มความไวในการ
ติดสี เนื่องจากมีแอนติบอดีตัวที่สองจํานวนมากสามารถจับกับแอนติบอดีตัวที่หนึ่งแตละตัวจึงเปนการ
เพิ่มจํานวนโมเลกุลที่เกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนที่ตําแหนงที่แอนติบอดีจับอยูและไมเกิดความยุงยาก
ตอการนําเอนไซมไปติดกับแอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่ผลิตและมีปริมาณอยูจํากัดดวย (Sithigorngul; et al.  
2002: 71-76) 
 
สมมติฐานการวิจัย 
 การสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนที่ผลิตไดในการตรวจกุงขาวที่ติดไวรัส
โรคทอรา อาจทําไดโดยใชโปรตีนลูกผสมที่สรางจากยีน VP3 ซึ่งกําหนดการสังเคราะหแคปซิดโปรตีน
ของไวรัสโรคทอราเปนแอนติเจนสําหรับใชในการปลูกภูมิคุมในหนูขาว 

 



บทที่ 2 
เอกสารวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
กุงขาว (Pacific white shrimp) 
อนุกรมวธิาน 
Phylum  Arthropoda 
  Class    Crustacea 
    Subclass     Malacostraca 
     Superorder       Eucarid Ecarida 
      Order                    Decapoda 
        Section                 Penaeidea 
          Family                  Picornaviridae 
            Genus                 Penaeus Litopenaeus 
              Species              vannamei 
 
ลักษณะทั่วไป 
 ลักษณะทั่วไปของกุงขาวลําตัวมี 8 ปลองและมีสีขาว หนาอกใหญ การเคลื่อนไหวเร็ว สวน
ปลองมีกรีอยูในระดับยาวประมาณ 0.8 เทาของความยาวเปลือก หัวสันกรีสูง ปลายกรีแคบ สวนของ
กรีมีลักษณะเปนสามเหลี่ยมมีสีแดงอมน้ําตาล กรีดานบนมี 8 ฟน กรีดานลางมี 2 ฟน รองบนกรี
มองเห็นไดชัด เปลือกหัวมีสีขาวอมชมพูถึงแดง ขาเดินมีสีขาวเปนลักษณะที่โดดเดน หนวดแดงยาว 2 
เสน ตาสีแดงเขม สวนตัวมี 6 ปลอง เปลือกตัวบางสีขาวอมชมพูถึงแดง ขาวายน้ํา 5 คู โดยที่ปลายมีสี
แดงและขางในมีสีขาว สวนหางมี 1 ปลอง ปลายหางมีสีแดงเขมแพนหางมี 4 ใบและ 1 กรีหาง ขนาด
ตัวที่โตสมบูรณเต็มที่ของกุงสายพันธุนี้จะมีขนาดที่เล็กกวากุงกุลาดํา กุงขาวหากินทุกระดับความลึก
ของน้ํา ชอบวายลองน้ําแกง ลอกคราบเร็วทุกๆ สัปดาหไมหมกตัว (ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 
121-124) (ภาพประกอบ 4) 
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ภาพประกอบ 4 กุงขาว Penaeus vannamei

 
วงจรชีวิตและการสืบพันธุ 
 ในธรรมชาติของกุงขาวจะมีอายุขัยประมาณเกือบ 36 เดือน โดยจะวางไขที่ระดับน้ําลึก
ประมาณ 30-60 มิลลิเมตร ใกลพื้นทรายปกติแลวแมกุงขนาด 60-120 กรัม จะวางไขประมาณ 
150,000 ถึง 250,000 ฟอง สวนแมกุงขนาด 30-45 กรัม จะวางไขประมาณไมเกิน 100,000 ฟอง โดย
จะวางไขในตอนกลางคืน แมกุงจะวายน้ําอยางรวดเร็วอยูประมาณ 45-60 วินาที แลวจึงเริ่มออกไข
ขณะที่ลดความเร็วลงอยางชาๆ เนื่องจากลักษณะอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของกุงขาวมีลักษณะเปน
แบบเปด (opened thelycum) แตกตางจากลักษณะอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของกุงกุลาดําและกุง
แชบวย ซึ่งมีลักษณะเปนแบบปด (closed thelycum) ดังนั้นรูปแบบของการสืบพันธุและพฤติกรรมใน
การผสมพันธุจึงเปนไปคนละลักษณะกับกุงกุลาดําและกุงแชบวย ระบบสืบพันธุและการผสมพันธุใน
การผสมพันธุปกติแลวกุงขาวจะผสมพันธุในเวลากลางคืนหลังจากมีการลอกคราบของตัวเมียและผสม
พันธุกันที่ความลึก 10-15 เมตรถึง 30-50 เมตร ในธรรมชาติแมกุงที่มีไขแกพรอมที่จะวางไขนั้นจะ
สังเกตไดจากรังไขเปนลําทึบมีสีเขียวเกือบดําอยูบนแถบหลังของลําตัวทั้งสองขาง (ปยะบุตร วานิช
พงษพันธุ.  2545: 121-124) 
 
การคัดเลือกลูกกุง 
 ลูกกุงตองเปนลูกกุงที่ไดรับการปรับสภาพเพื่อเลี้ยงที่ระดับความเค็มที่ 10 สวนในพันสวน
จากโรงเพาะฟกที่เปนบอปูน ลูกกุงที่มีขนาดระหวาง พี 15-พี 16 จะมีลักษณะของพุมเหงือกพัฒนา
ครบสมบูรณ มีหนวดสีแดงทั่วทั้งเสน สีแดงของหนวดตองไมแดงเปนปลองๆ ปลายกรีตรงไมงอนขึ้น 
ตาโต ลําตัวอวนและสั้น หนาอกใหญ การเคลื่อนไหวเร็ว และมีชีวิตรอดหลังจากที่ผานการทดสอบการ



 11

ลองน้ําจากบอทดสอบที่เตรียมไวมากกวา 80% ในเวลา 48 ชั่วโมง สวนลักษณะของลูกกุงที่ไม
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงคือลูกกุงที่มีลําตัวยาว ผอม ปลายกรีงอนขึ้น ตาเล็ก หนวดมีสีแดงเปนปลอง    
(ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 121-124)  
 
ขั้นตอนการพัฒนาของตัวออน 
 ตัวออนของกุงขาวมีการพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงไปตามชวงการลอกคราบ โดยไขที่ไดรับ
การปฏิสนธิจะมีลักษณะกลมมีเมือกหอหุม เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.22 มิลลิเมตร ไขจะจมลงสู
พื้นเพราะหนักกวาน้ําทะเลเล็กนอย ปกติไขกุงจะฟกเปนตัวในบริเวณที่วางไขจากนั้นลูกกุงวัยออนจะ
เคลื่อนยายเขาสูบริเวณชายฝงในยานน้ํากรอยซึ่งเปนบริเวณที่มีอาหารธรรมชาติสมบูรณ ลูกกุงจะ
เลี้ยงตัวเองอยูบริเวณนี้จนโตถึงขั้นพอแมพันธุจึงคอยอพยพสูทะเลลึกเพื่อทําการสืบพันธุวางไขตอไป 
การพัฒนาตัวออนระยะของกุงขาวเมื่อไขที่ไดรับการปฏิสนธิแลวภายใน 12-14 ชั่วโมง ก็จะฟกเปนตัว
ออน ในระยะนอเพลียส (nauplius) ลูกกุงที่ฟกออกมาเปนตัวนี้จะมีการพัฒนาและการเปลี่ยนแปลง
รูปร างไปจนกระทั่ ง เหมือนตั ว เต็มวัยซึ่ งสามารถแบ งออกเปนระยะต างๆ  ไดดั งตอ ไปนี้ 
ตัวออนระยะที่ 1 นอเพลียส (nauplius) รูปรางคลายแมงมุมยังไมตองการอาหารเนื่องจากมีถุง
อาหาร (yolk sac) ติดอยูกับลําตัว ตัวออนระยะนี้จะผานการลอกคราบ 5-6 คร้ังภายในเวลา 36-48 
ชั่วโมง กอนจะเขาสูระะยะที่ 2 
ตัวออนระยะที่ 2 โปรโตซูเอีย (protozoea) ตัวออนระยะนี้จะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวและลําตัวแยก
จากกันอยางเห็นไดชัดเจน ระยะนี้มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง 3 ข้ันตอน ใชระยะเวลาประมาณ 4-7 วัน 
ตัวออนระยะที่ 3 ไมซีส (mysis) ระยะนี้ลูกกุงจะมีลักษณะคลายลูกกุงวัยรุนแตการวายน้ํายังวายน้ํา
แบบหัวทิ่มลงและดีดขึ้นลง พัฒนาการของลูกกุงระยะนี้มี 3 ข้ันตอน ใชเวลาทั้งหมดประมาณ 5-7 วัน 
วัยออนระยะที่ 4 โพสลาวา (post larva) ลูกกุงระยะนี้มีลักษณะใกลเคียงกับลูกกุงวัยรุนมากขึ้นมี
อวัยวะตางๆ เกือบครบทุกสวนและพัฒนาการไปเรื่อยๆ จนเขาสูระยะกุงวัยรุน (ในการเพาะเลี้ยงในบอ
ดินหากอนุบาลลูกกุงใหโตไปจนถึงชวงโพสลาวา PL-15 เปนตนไปก็สามารถที่จะใชเปนพันธุสําหรับ
ปลอยเลี้ยงได ที่ประเทศเม็กซิโกมีการอนุบาลไปจนถึงขนาด PL-45) ลูกกุงในระยะโพสลาวานี้จะมีขา
เดิน 3 คู คูแรกมองเห็นเปนกามชัดเจน หางแคบเขาเปนระยะที่มีรยางคครบ มีขากรรไกร (mandible) 
ที่ชัดเจน ขาวายน้ําเจริญใหเห็นชัดเจนขึ้นกรีส้ันกวาดวงตา ระยะระหวางตากางออกมองเห็นไดชัดเจน
ลักษณะลําตัวสั้นปอมจะมีลักษณะใสมีเสนสีน้ําตาลพาดยาวจากบริเวณหนวดถึงหางโดยปลองทอง
ปลองที่ 6 จะยาวกวาปลองหัวเล็กนอย กุงวัยรุน (juvenille) ลูกกุงจะมีขนาดตัวโตขึ้นโดยมีการเจริญ
ของเหงือกที่สมบูรณ กุงในระยะนี้จะมีการพัฒนาของกรีอยางเต็มที่ มองเห็นกรีดานบนมี 8-9 ฟน 
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ความยาวกรีจะสั้นกวา exopodite ของหนวด ปลายกรีเรียวตรง การเคลื่อนไหวจะคลายกับกุงที่โต
เต็มที่แลว คือ ใชขาเดินและขาวายน้ํา 
ลูกกุงชํา (adolescent) ระยะนี้ลูกกุงจะมีอวัยวะครบสมบูรณเชนเดียวกับพอแมทุกอยางสามารถแยก
เพศไดเนื่องจากการเจริญเติบโตที่สมบูรณของอวัยวะสืบพันธุในตัวผูจะมี petasma สมบูรณ ในตัวเมีย
จะมี thelycum สมบูรณ ลูกกุงวัยเจริญพันธุ (subadult) ลูกกุงในระยะนี้จะมีความสมบูรณทางเพศ 
โดยตัวผูจะมีการผลิตน้ําเชื้อและเก็บเอาไวในถุงเก็บน้ําเชื้อ (terminal ampules) และถามีการผสม
พันธุตัวเมียสามารถเก็บน้ําเชื้อใน thelycum การผสมพันธุคร้ังแรกมักจะเริ่มเมื่อตัวผูมีความยาวของ
ปลองหัวตั้งแตประมาณ 30 มิลลิเมตร และตัวเมียมีความยาวปลองหัวประมาณ 40 มิลลิเมตร ข้ึนไป
ถาอยูในธรรมชาติกุงจะผสมพันธุในบริเวณชายฝงในยานน้ํากรอยกอนในครั้งแรกแลวจึงอพยพไปสู
บริเวณทะเลน้ําลึกตอไป กุงโตเต็มวัย (adult) กุงระยะนี้จะมีการสืบพันธุที่สมบูรณแบบ ผสมพันธุกันที่
ความลึก 10-15 เมตร ในธรรมชาติโดยมีการผสมพันธุไดหลายครั้งจะมีการลอกคราบทุก 7-10 วัน ใน
ตัวเมียและตัวผูจะลอกคราบทุก 14-21 วัน ตัวเมียสามารถจะวางไขไดทั้งในน้ําตื้นและน้ําลึก (ปยะบุตร 
วานิชพงษพันธุ.  2545: 121-124) 
 
สภาพแวดลอมในการเลี้ยง 
 กุงขาวเปนกุงที่เลี้ยงไดทั้งระบบธรรมชาติและระบบกึ่งหนาแนน ลักษณะพิเศษของกุงสาย
พันธุนี้คือสามารถสรางความคุนเคยหรือปรับลักษณะนิสัยภายใตระบบการเพาะเลี้ยงได เชน สามารถ
ทําการเพาะเลี้ยงไดทั้งในน้ําที่มีระดับความเค็มที่ 5-35 สวนในพันสวน และระดับความเค็มตํ่า 0-5 
สวน แตระดับความเค็มที่สามารถเจริญเติบโตไดดีคือ 10-22 สวนในพันสวน สวนอุณหภูมิที่สามารถ
เจริญเติบโตไดดีคือ 26-29 องศาเซลเซียส แตสามารถทําการเพาะเลี้ยงไดที่อุณหภูมิ 25-35 องศา
เซลเซียส ระดับออกซิเจนที่ละลายในน้ําควรมีคา 4-9 มิลลิกรัมตอลิตร และสําหรับคาความเปนกรด
และดางควรอยูระหวาง 7.2-8.6 ซึ่งสามารถทําการเพาะเลี้ยงไดทั้งในบริเวณพื้นที่ชายฝง หรือบริเวณ
พื้นที่ที่มีความเค็มตํ่า กุงชนิดนี้ชอบน้ํากระดางที่มีความกระดางรวม 120 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาอัล
คาไลนในชวง 80-150 มิลลิกรัมตอลิตร มีนิสัยที่ไวตอการเปลี่ยนแปลงสภาวะของน้ําในบอเพาะเลี้ยง
และตื่นตกใจงาย (ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 121-124) 
 
โรคในกุง 
 โรคที่เกิดกับกุงเปนผลของความสัมพันธเชิงซอนระหวางกุง สภาพแวดลอม และเชื้อกอโรค 
เมื่อปจจัยใดปจจัยหนึ่งมีอิทธิพลเพิ่มมากขึ้น เชน ความรุนแรงของเชื้อกอโรค การปรากฏของเชื้อกอ
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โรคหลายๆ ชนิด สภาพแวดลอมในการเลี้ยงหรือภาวะทางโภชนาการที่ไมเหมาะสมก็จะสงผลทําให
การกอเกิดหรือความรุนแรงของโรคขยายเพิ่มมากขึ้นตามไปดวย (Snieszko.  1973: 201-220) 
 โรคสวนใหญที่เกิดกับกุงที่ทําการเพาะเลี้ยงแบงเปน 2 ประเภทคือ (1) โรคไมติดเชื้อ และ (2) 
โรคติดเชื้อ โรคไมติดเชื้อที่เกิดขึ้นกับกุงมักมีสาเหตุมาจากภาวะแวดลอมในบอเลี้ยงที่ไมเหมาะสม เชน 
อุณหภูมิของน้ํา ความเค็ม ปริมาณออกซิเจน ภาวะทางโภชนาการ สารพิษ และความเครียด 
(Bachere.  2000: 3-11) สวนโรคติดเชื้อนั้นเปนสาเหตุหลักสําคัญซึ่งสงผลกระทบเชิงลบตอ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงเปนอยางมาก โรคติดเชื้อในกุงที่สําคัญเกิดจากการติดเชื้อไวรัส 
แบคทีเรีย รา โปรโตซัว และพยาธิ (Lightner; & Redman.  1998: 201-220) ซึ่งการติดเชื้อไวรัสและ
แบคทีเรียนั้นสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทั้งในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ 
ในแถบเอเชียอยางรุนแรง (Flegel; et al.  1992: 57-112) 
 
ไวรัสโรคทอรา (Taura syndrome virus) 
 โบนาไมและคนอื่นๆ (Bonami; et al.  1997: 313-319) ไดศึกษาเกี่ยวกับไวรัสโรคทอรา
พบวามีลักษณะสําคัญสรุปไดดังนี้ 
ชื่อวงศ    : Picornaviridae 
ชื่อสามัญ   : Taura Syndrome Virus 
ชื่ออ่ืน      : Taura Syndrome(TS), Taura Virus, TSdisease, Red tail disease,La Colita 
                                 Foja disease 
ลักษณะอนุภาค  : Icosahedral และ non-enveloped 
ขนาดอนุภาค  : 31-32 นาโนเมตร 
จีโนม        : RNA เสนเดี่ยวสายบวกที่มีการเติม poly(A) ตรงปลาย 3’ เปนจํานวนมากและมี   
       ความยาวประมาณ 10 กิโลเบส 
แคปซิด    : ประกอบดวยโพลีเปปไทดสายหลัก 3 สาย คือ 24, 40 และ 55 กิโลดาลตัน 
บริเวณเพิ่มจํานวน : เพิ่มจํานวนในไซโทพลาซึมของเซลลบุผิวหนังของกุงที่ติดเชื้อ 
โฮสตหลัก    : Penaeus vannamei 
โฮสตอ่ืนๆ     : Penaeus stylirostris, Penaeus setiferus, Penaeus chinensis,  Penaeus  
        aztecus และ Penaeus duorarum 
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 โบนาไมและคณะ (Bonami; et al.  1997: 313-319) พบการระบาดของไวรัสโรคทอราซึ่งพบ
คร้ังแรกในทวีปอเมริกาใตที่ฟารมเลี้ยงกุงขาวใกลกับแมน้ําทอราในประเทศเอกวาดอรเมื่อเดือน
มิถุนายน พ.ศ. 2535 จากนั้นไดแพรระบาดไปทั่วทวีปอเมริกาเหนือและใตรวมถึงฮาวายและบริเวณ
ชายฝงมหาสมุทรแปซิฟก ซึ่งสงผลกระทบตอธุรกิจการเลี้ยงกุงในหลายประเทศโดยเฉพาะอยางยิ่ง
ประเทศโคลอมเบีย คอสตาริกา เอลซาวาดอร กัวเตมาลา ฮอนดูรัส เม็กซิโก นิคารากัว ปานามา และ
เปรู นอกจากนี้ไวรัสโรคทอราไดระบาดไปสูฟารมเลี้ยงกุงขาวที่ประเทศชายฝงแอตแลนติกหลาย
ประเทศ ไดแก บราซิล เบลิซ และเวเนซูเอลา รวมถึงเขตตะวันออกเฉียงใตของอเมริกาในรัฐฟลอริดา 
แคโรไลนา และเท็กซัส โดยในเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2538 พบการแพรระบาดของไวรัสโรคทอราในบอ
อนุบาลลูกกุงในเมืองริโอ แกรนเดอวาลเลยในรัฐเท็กซัส และในเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2539 พบในฟารม 
4 แหงในรัฐเซาท แคโรไลนา  
 ฮาซสันและคณะ (Hasson; et al.  1995: 115-126) พบการติดไวรัสโรคทอราในกุงขาวระยะ
วัยออนซึ่งอยูในชวงน้ําหนัก 0.1-0.5 กรัม หรือชวง 2-4 สัปดาหหลังจากปลอยลงบอดิน กุงขาวที่ติด
ไวรัสโรคทอรามีลักษณะอาการดังนี้ คือ สวนหางมีสีแดงเขม เซลลเยื่อบุผิวบริเวณผิวหนัง รยางคตางๆ 
เหงือก ทางเดินอาหารสวนทาย กระเพาะอาหาร รวมทั้งตอมน้ําเหลืองตาย 
 ทูและคณะ (Tu; et al.  1999: 159-161) ไดรายงานการระบาดของไวรัสโรคทอราในเอเชีย
พบการระบาดในไตหวันและบางจังหวัดของประเทศจีนซึ่งมีรายงานการติดเชื้อและการระบาดของ
ไวรัสโรคทอราจากกุงขาวที่นําเขาจากอเมริกากลาง 
 มาไรและคณะ (Mari; et al.  2002: 915-926) ไดศึกษาโครงสรางจีโนมของไวรัสโรคทอรา
พบวามีขนาด 10,205 เบส โดยมี poly (A) ที่ปลาย 3’ ภายในจีโนมประกอบดวยบริเวณที่มีการ
ถอดรหัสเปนโปรตีน 2 บริเวณ คือ ORF1 เปนบริเวณที่ถอดรหัสเปน non-structural proteins และ 
ORF2 ซึ่งเปนบริเวณที่ถอดรหัสเปน structural proteins ที่เปนองคประกอบของแคปซิดทั้ง 3 ชนิด คือ 
โปรตีนขนาด 55, 40 และ 24 กิโลดาลตัน  
  
ลักษณะอาการของไวรัสโรคทอรา 
  
 1) ระยะติดเชื้อรุนแรง หรือระยะเฉียบพลัน (acute)  

  เปนระยะที่มีการติดเชื้อในเนื้อเยื่อชั้นนอกอยางรุนแรงและทําใหเกิดอัตราการตายสูงสุด 
คือ 40-90 % อาการของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในระยะนี้ คือ ลําตัวมีสีชมพูแดง หรือพบปนสีแดงซีดที่
เกิดจากการอักเสบของเซลลสีแดงในชั้นผิวหนัง โดยเฉพาะบริเวณแพนหางและรยางคขาทั้งหมดซึ่ง
เปนที่มาของชื่อโรคหางแดง (red tail disease) เมื่อนํารยางคกุงที่ติดเชื้อไปตรวจดวยกลองจุลทรรศน
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จะพบวาปลายรยางคเร่ิมกรอนและเนา นอกจากนี้กุงที่ติดเชื้อในระยะนี้จะมีเปลือกนิ่ม ลําไสใสไมมี
อาหาร และจะตายเมื่อกุงลอกคราบ (ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 121-124) (ภาพประกอบ 5) 
  
 2) ระยะการรับเชื้อผาน หรือระยะคาบเกี่ยว (transition)  
  เปนระยะที่ไวรัสผานเขาสูอวัยวะน้ําเหลืองซึ่งจะใชเวลา 2-3 วัน กุงที่รอดตายจากระยะที่ 
1 จะพบจุดแผลสีน้ําตาลดําขนาดเล็กอยูประปรายที่เปลือกกุงอาจมีเปลือกนิ่มหรือปกติ และอาจไม
แสดงลักษณะลําตัวสีแดงหรือหางแดง นอกจากนี้ยังอาจกินอาหารไดตามปกติซึ่งอาจรอดไปจนถึง
ระยะที่ 3 อยางไรก็ตามการสะสมของเชื้อที่อวัยวะน้ําเหลืองในปริมาณสูงอาจทําใหกุงตายได (ปยะ
บุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 121-124) 
  
 3) ระยะติดเชื้อแบบเรื้อรัง (chronic หรือ recovery)  
  กุงที่รอดตายจากการติดเชื้อระยะที่ 1 และผานระยะที่ 2 มาถึงในระยะนี้จะเปนพาหะนํา
ไวรัสโรคทอราไปสูกุงตัวอื่นๆ เปนสาเหตุการแพรกระจายของโรคอยางรวดเร็ว กุงที่ติดไวรัสโรคทอราใน
ระยะที่ 3 บางตัวอาจมีแผลจุดดําตามเปลือกซึ่งจะหายไปเมื่อกุงลอกคราบ อยางไรก็ตามกุงระยะนี้จะ
ยังมีเชื้อไวรัสโรคทอราอยูในตัวและจะกลายเปนพาหะนําโรคตอไป (ปยะบุตร วานิชพงษพันธุ.  2545: 
121-124) (ภาพประกอบ 6) 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงลักษณะอาการของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในระยะติดเชื้อรุนแรงหรือระยะ 
         เฉียบพลัน (acute) 
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ภาพประกอบ 6 แสดงลักษณะอาการของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในระยะติดเชื้อแบบเรื้อรัง 

             (chronic หรือ recovery) 
 
การศึกษาเกี่ยวกับไวรัสโรคทอรา 
 โบนาไมและคณะ (Bonami; et al.  1994: 187-193) พบวากุงทะเลไดรับผลกระทบจากไวรัส
ประมาณ  20 ชนิด  ซึ่งสงผลกระทบตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในอเมริกา  ซึ่งไวรัส  infectious 
hypodermal and haematopoietic necrosis (IHHNV) และไวรัสโรคทอราไดสรางความเสียหาย
ใหกับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยไวรัส IHHNV สรางความเสียหายใหกับกุง Penaeus 
stylirostris สวนกุง Penaeus vannamei ตานทานตอไวรัส IHHNV แตการติดเชื้อก็มีผล อยางไรก็ตาม
ไวรัสโรคทอราก็เปนเสมือนกระจกของไวรัส IHHNV ที่มีผลตอกุง P. stylirostris และ P.  vannamei 
ไวรัสโรคทอราเปนสาเหตุใหกุง P. vannamei ตายเปนจํานวนมาก ตรงกันขามกับกุง P. stylirostris มี
ความตานทานสูงตอไวรัสโรคทอรา ต้ังแตมีการคนพบการแพรระบาดของไวรัสโรคทอราในประเทศ
เอกวาดอรในป ค.ศ. 1992 ไวรัสโรคทอราก็ไดแพรระบาดอยางรวดเร็วและเปนสาเหตุสําคัญที่สราง
ความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงในอเมริกาเปนอยางมาก 
 ไลนเนอรและคณะ (Lightner; et al.  1995: 53-59) พบวาไวรัสโรคทอราเปนไวรัสที่มี
ความสําคัญตอกุง P.  vanamei และพบวามีการแพรระบาดในฟารมเลี้ยงกุงใกลกับแมน้ําทอรา
ประเทศเอกวาดอรในป ค.ศ.1992 ไดแพรระบาดไปยังฟารมเลี้ยงกุงในประเทศเปรู โคลัมเบีย ฮอนดูรา 
โอไฮโอและฮาวาย ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับสาเหตุของการติดไวรัสโรคทอราในชวงที่กุงติดเชื้อในระยะ
กอนระยะเฉียบพลันสวนใหญจะพบในลูกกุงชวงน้ําหนัก 0.1 ถึง 5.0 กรัม ในชวงอายุ 14 ถึง 40 วัน 
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โดยกุงที่ตายจะแสดงอาการใหเห็นคือ บริเวณแพนหางมีสีแดงเขมและกุงจะตายในชวงลอกคราบ สวน
กุงที่รอดตายจากระยะเฉียบพลันจะเขาสูระยะเรื้อรังหรือหายเปนปกติจะมีรอยโรคปรากฏใหเห็นตาม
บริเวณเปลือก 
 บูนและคณะ (Boone; et al.  1997: 4-51) ไดศึกษาเกี่ยวกับไวรัสโรคทอราพบวาเปนโรคที่
สําคัญที่สรางความเสียหายเปนอยางมากใหกับเกษตรกรที่เลี้ยงกุงขาว P.  vannamei ในซีกโลก
ตะวันตก วิธีหนึ่งที่จะลดอัตราการตายของการติดเชื้อไวรัสโรคทอราโดยใชกุงที่มีขนาดใหญข้ึน ใน
การศึกษาแบงการทดลองออกเปน 4 การทดลอง ซึ่งใชทดสอบความทนทานตอการติดไวรัสโรคทอรา
ของกุงขาว P.  vannamei โดยทดลองเลี้ยงกุงขาวในตูกระจกขนาด 100 ลิตร หรือในถังทรงกระบอก
ขนาด 4000 ลิตร กุงขาวที่ใชในการทดลองเปนกุงที่ไมติดเชื้อไดมาจาก United States Marine 
Shrimp Farming Program Population ไวรัสโรคทอราที่ใชในการทดลองไดมาจากกุงที่คัดทิ้งมาจาก
ฟารมที่ติดเชื้อในชวงป ค.ศ.1995 ที่ระบาดในรัฐเท็กซัส ประเทศอเมริกา การทดลองฉีดไวรัสโรคทอรา
ใหกับกุงขาวและใหอาหารบดดวยเนื้อกุงที่ติดเชื้อหรือโดยการฉีดเนื้อเยื่อกุงที่ติดเชื้อเขาชองทองกุง 
จากการทดลองพบวาในชวง 9 ถึง 14 วัน กุงขาวที่รอดตายมีอัตราสวน 0 ถึง 60 % แสดงใหเห็นวากุง
ขาวที่มีขนาดใหญจะมีแนวโนมที่จะไมไดรับการติดเชื้อ อยางไรก็ตามผลการทดลองที่ไดเปนคาจาก
การทดลองเพียง 2 การทดลองเทานั้นจึงยังไมเพียงพอที่จะสรุปวากุงขาว P.  vannamei ที่เพิ่มข้ึนตาม
ขนาดจาก 1 ถึง 30 กรัม มีความทนทานตอไวรัสโรคทอรา 
 ไลทเนอรและคณะ (Lightner; et al.  1997: 165-176) พบวาในชวงระยะเวลา 10 ปที่ผาน
มาเชื้อไวรัสไดสรางความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงไปทั่วโลก โดยแถบซีกโลกตะวันตก
ไวรัสโรคทอราและไวรัส IHHNV เปนสาเหตุของการระบาดในฟารมกุงในอเมริกาและฮาวาย แตในแถบ
เอเซียไวรัสตัวแดงดวงขาวและไวรัสหัวเหลืองไดสรางความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเลีย้งกุง สวน
การขนสงกุงเปนๆ ระหวางประเทศสําหรับใชเพาะเลี้ยงนั้นเปนกลไกที่เห็นไดชัดเจนของการแพรระบาด
ของไวรัสซึ่งสามารถที่จะแพรกระจายภายในประเทศและระหวางภูมิภาคก็อาจเกิดจากนกทะเลตางๆ 
ซึ่งเปนปจจัยในการแพรกระจายของไวรัสที่เกิดกับกุง และอีกอยางหนึ่งที่เปนไปไดและเปนกลไกสําคัญ
ในการแพรระบาดระหวางประเทศคือสินคากุงแชแข็งซึ่งอาจมีไวรัสปนเปอนแลวสงไปจําหนายยัง
ประเทศตางๆ และมีการตรวจพบการปนเปอนของไวรัสตัวแดงดวงขาว ไวรัสหัวเหลืองและไวรัสโรคทอ
ราในกุงแชแข็งที่เปนสินคานําเขาในประเทศอเมริกา สินคากุงแชแข็งนําเขาอาจติดเชื้อมาจากฟารม
เลี้ยงหรืออาจติดมาจากแหลงธรรมชาติซึ่งรวมถึงการปลอยน้ําเสียหรือส่ิงปฏิกูลตางๆ จากฟารมเลี้ยง
กุงโดยไมไดมีการบําบัดกอนที่จะปลอยออกสูทะเล 
 โอเวอรสตีทและคณะ (Overstreet; et al.  1997: 313-319) ไดทดลองกับกุง P. setiferus 
แตไมไดทดลองกับกุง P. aztecus หรือกุง P. duorarun ซึ่งกุงทั้งสองชนิดนี้สามารถติดไวรัสโรคทอรา
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และทําใหกุงตายได อยางไรก็ตามกุง P. setiferus  P. aztecus และ P. duorarun หลังจากติดเชื้อ
ไวรัสโรคทอรา 79 วัน จะไมแสดงอาการที่ชัดเจน นอกจากนี้ยังไดศึกษาในกุง P. vannamei ซึ่งเปน
โฮสตที่มีความไวสูงตอไวรัสโรคทอรา ซึ่งกุง P. setiferus P. aztecus และ P. duorarun เปนกุงทองถิ่น
ในแถบตะวันออกเฉียงใตของประเทศอเมริกาสามารถที่จะเปนพาหะนําไวรัสโรคทอราโดยไมแสดง
อาการ กุง P. setiferus ที่ติดไวรัสโรคทอราจะตายชากวากุง P. vannamei และเปอรเซนตในการเปน
โฮสตต่ํากวา การวิเคราะหการติดไวรัสโรคทอราของกุง P. setiferus ดวยวิธีทางเนื้อเยื่อวิทยาพบวายัง
ไมพบลักษณะทางเนื้อเยื่อที่ปรากฏเดนชัดซึ่งโดยทั่วไปจะพบลักษณะเดนชัดของเนื้อเยื่อในชวงวันที่ 4-
7 หลังการติดเชื้อโดยเปรียบเทียบกับรอยโรคที่ปรากฏกับกุง P. vannamei 
 นูนานและคณะ (Nunan; et al.  1998: 87-91) ไดศึกษาเกี่ยวกับไวรัสโรคทอราพบวาไวรัส
โรคทอรามีผลกระทบตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงในประเทศอเมริกา ไดมีการบันทึกในป ค.ศ. 
1992 วาไวรัสโรคทอราไดแพรระบาดไปทั่วอเมริกากลางและอเมริกาใต จากหลักฐานพิสูจนไดวาไวรัส
โรคทอรามาจากอเมริกาเหนือในชวงระยะเวลา 5 ป การตรวจสอบเกี่ยวกับไวรัสโรคทอรามีวิธีทาง
เนื้อเยื่อวิทยา การวิเคราะหทางชีววิทยาที่ใชความไวเปนตัวชี้บงสายพันธุของกุง P.  vannamei  และ
วิธี in situ hybridization กับ TSV specific complementary DNA (cDNA) gene probe นอกจากนี้
ยังมีวิธีการอื่นๆ ในการตรวจหาไวรัสโรคทอราคือ reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) เลือกใช primer oligonucleotide 2ตัว จากโคลน cDNA ของยีนไวรัสโรคทอราและใช 
primer 9195 และ 9992 ในการตรวจดวยวิธี RT-PCR ซึ่งตรวจพบไวรัสทอราใน haemolymph ของกุง 
P. stylirostris และ P. vannamei 

พอลอสและคณะ (Poulos; et al.  1999: 99-106) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิ
โคลนอลแอนติบอดี มีความจําเพาะตอไวรัสโรคทอราที่ไดจากกุง P. vannamei ที่ติดเชื้อในธรรมชาติ
จากแหลงเพาะเลี้ยงกุงในเอกวาดอร ฮาวาย และเท็กซัส พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากไกและ
หนูสามารถใชตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสโรคทอราใน hemolymph ของกุงในระยะติดเชื้อรุนแรงโดยวิธี 
immunoblotting โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นไดถูกนํามาทดสอบความจําเพาะกับ hemolymph 
ที่ไดจากกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในระยะรุนแรงและเรื้อรังรวมทั้งทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามกับไวรัสใน
กุงชนิดอื่นๆ และไดนําวิธี Western blotting มาใชในการเปรียบเทียบความจําเพาะเจาะจงของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดตอโปรตีนโครงสรางของไวรัสทั้ง 3 ชนิดโดยใชไวรัสโรคทอราที่ทําใหบริสุทธิ์ใน
การทดลอง เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาตรวจการติดเชื้อในกุง P. vannamei ในระยะวัยรุน
ที่มีการติดไวรัสโรคทอราพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถตรวจพบไวรัสโรคทอราใน 
hemolymph ของตัวอยางทั้งในการติดเชื้อระยะรุนแรงและเรื้อรังได 



 19

 ทูและคณะ (Tu; et al.  1999: 159-161) พบวากุงขาวมีอัตราการตายสูงมากทางตอนใตของ
ประเทศไตหวันที่พบการระบาดของไวรัสโรคทอราอยางรุนแรงในปลายป ค.ศ.1998 ซึ่งจากการ
ตรวจสอบทางเนื้อเยื่อพบการตายของเนื้อเยื่อของผิวหนังสวนติดเปลือกเปนรอยโรคหลักของการติด
เชื้อและในสวนที่พบเนื้อตายเมื่อสองดูดวยกลอง transmission electron microscopy (TEM) พบวา
ไวรัสมีขนาดเล็กรูปรางเปน icosahedral อนุภาคไวรัสคลายกับไวรัส Picornavirus มีเสนผาศูนยกลาง 
30 นาโนเมตร ซึ่งไวรัสโรคทอรามีความเกี่ยวของในการปนเปอนมากับกุงขาวและกุงตัวออนจากพื้นที่ที่
ระบาด 
 มาไรและคณะ (Mari; et al.  2002: 915-926) พบวาไวรัสโรคทอรามีจีโนมเปน RNA เสน
เดี่ยวที่มีความยาว 10,205 นิวคลีโอไทด โดยไมรวม 3’ poly (A) tail และประกอบดวย open reading 
frame (ORFs) หลัก 2 open reading frame ซึ่งแยกจากกันโดย intragenic region ที่มีขนาด 207   
นิวคลีโอไทด  ORFs ถูกขนาบขางดวย 5’ untranslated region (UTR) ขนาด 377 นิวคลีโอไทด และ 
3’ UTR ขนาด 226 นิวคลีโอไทดและตามดวย poly (A) tail ลําดับกรดอะมิโนของ ORF1 ที่ไดเปน 
helicase, pretease และ RNA-dependent RNA polymerase ซึ่งคลายกับ non-structural protein 
ของRNA ในไวรัสพืชและสัตวโดยทั่วไป นอกจากนี้ลําดับกรดอะมิโนสายสั้นๆ ที่มีตําแหนงอยูที่ N-
terminal region ของ ORF1 ของ double-stranded DNA ที่เปนไวรัสในสัตว ซึ่งเปนครั้งแรกที่มี
รายงานการปรากฏของลําดับอะมิโนที่คลาย single-stranded RNA virus แตยังไมทราบหนาที่ลําดับ
กรดอะมิโนที่ปลาย N ของแคปซิดโปรตีน 3 ชนิดของไวรัสโรคทอรา 55, 40 และ 24 กิโลดาลตันใน 
ORF2 ซึ่งไมอยูใน reading frame เดียวกับ ORF1 และมี AUG codon อยูทางตอนตนของยีน
โครงสราง intergenic region มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับใน genus Cricket paralysis-like 
viruses โครงสราง genome ของ TSV [5’ UTR-non-structural proteins-intergenic UTR-structural 
protein-3’ UTR-poly(A) tail] คลายกับ genome ของ RNA ไวรัสขนาดเล็กที่กอโรคในแมลง ซึ่งลาสุด
นี้ไดมีการจัดกลุมใหมเขาเปนไวรัส genus ใหม คือ Cricket paralysis-like virus 
 อิริกสันและคณะ (Erickson; et al.  2005: 91-98) ไดทดลองแยกสายพันธุไวรัสโรคทอราจาก
กุง P. vannamei จากเบลิสในอเมริกากลางพบวาลักษณะที่แยกไดนั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปจากสาย
พันธุที่แยกไดจากฮาวายในป ค.ศ. 1994 (HI94TSV GenBank: AF277675) ซึ่งเปนสายพันธุที่ใชใน
การอางอิงในการทดลอง และจากการทดลองไดฉีดไวรัสโรคทอราสายพันธุBLZ02TSV ที่แยกไดจากเบ
ลิสใหกับกุง P. vannamei พบวาอัตราการตายของกุงสูงกวากุงที่ฉีดดวยไวรัสโรคทอราสายพันธุ 
HI94TSV 
 เคซีและไลนเนอร (Kathy; & Lightner.  2005: 69-76) ไดอธิบายเกี่ยวกับไวรัสโรคทอราวามี
ประสิทธิภาพการกอโรคสูงตอกุงขาว Litopenaeus vanamei และกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
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อยางมากในธุรกิจเพาะเลี้ยงกุงขาวซึ่งไวรัสโรคทอรามีรายงานครั้งแรกในเอกวาดอรในป ค.ศ. 1992 
และไดแพรกระจายไปทั่วอเมริกาและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางสาย
พันธุที่แยกจากกันโดยสภาพภูมิศาสตร โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ควบคุมการสราง
โปรตีนเปลือก CP2 ของไวรัสโรคทอรามีขนาด 1.3 กิโลเบส จากทั้งหมด 34 สายพันธุและจากแหลง
เก็บพันธุกุงในเอกวาดอร กัมพูชา ฮอนดูรัส อเมริกา เม็กซิโก เบลีส ไทย จีน และอินโดนีเซีย และลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน CP2 อีก 6 ลําดับที่ไดจาก GENBANK ใชในการวิเคราะหดวย ผลการทดลอง
ชี้ใหเห็นวามีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา (0-5.6 % จากลําดับนิวคลีโอไทดและ 0-0.7 % 
สําหรับลําดับกรดอะมิโน) ระหวางสายพันธุทั้ง 40 สายพันธุนี้ การวิเคราะหทาง phylogenetic ของ
ลําดับกรดอะมิโนของ CP2 พบวาแบงออกเปน 3 กลุมไดแก อเมริกา เบลีส และเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต โดยกลุมเบลิสและเอเชียตะวันออกเฉียงใตมีความแตกตางทางลําดับกรดอะมิโนสมมติ 4.7 % 
กลุมเบลิสและอเมริกาตางกัน 4.4 % กลุมอเมริกาและ เอเชียตะวันออกเฉียงใตมีความใกลเคียงกัน
ที่สุด โดยความแตกตางเพียง 3.3 % การเปรียบเทียบ ไวรัสโรคทอราระหวางเบลิสและฮาวาย (สาย
พันธุอางอิงสําหรับกลุมอเมริกา) แสดงวาไวรัสโรคทอราจากเบลิสกอโรครุนแรงกวาไวรัสจากฮาวายมี
อัตราการตาย 50 % ในระยะเวลามากกวา 4-5 วัน โดยวิเคราะหทาง phylogenetics และการ
เปรียบเทียบความรุนแรงสายพันธุเบลิสควรจะไดรับการพิจารณาเปนสายพันธุใหม 
 นีลเซนและคณะ (Nielsen; et al.  2005: 101-106) พบวาประเทศไทยมีการขยายพื้นที่การ
เพาะเลี้ยงกุงขาว P. vanamei ออกไปเร่ือย ๆ เพราะวารัฐบาลไดส่ังหามใหมีการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา
ในน้ําจืดจึงมีการนํากุงขาว P. vannamei เขามาเลี้ยง กุงที่นําเขาสวนใหญมาจากประเทศจีนและ
ไตหวัน และพบการระบาดของไวรัสโรคทอราตั้งแตในชวงตนป ค.ศ. 2003 แตการระบาดของไวรัสโรค
ทอราในปจจุบันก็ยังพบวายังมีการระบาดอยู นอกจากนี้ยังไดศึกษาเกี่ยวกับยีน VP1 ของไวรัสโรคทอ
ราและไดนําตัวอยางกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในประเทศไทยและจีนมาเปรียบเทียบพบวาลําดับกรดอะมิ
โน VP1 ของไวรัสโรคทอรามีลักษณะที่คลายกัน 97.7% 
 ศรีสุวรรณและคณะ (Srisuvan; et al.  2005: 1-8) ตรวจพบอาการและรอยโรคของกุง 
Penaeus monodon ที่ติดไวรัสโรคทอราแตยังไมปรากฏอาการใหเห็นแมวาจะมีการตรวจพบไวรัสโรค
ทอราดวยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ใชกุง P. monodon ที่
ติดไวรัสโรคทอราซึ่งตรวจดวยวิธีทางเนื้อเยื่อวิทยาและ in situ hybridization และจากการทดลอง
เลือกกุงที่ติดไวรัสโรคทอราจากประเทศไทยในป ค.ศ. 2004 คือ กุง P. monodon  (Th04PmTSV) และ
กุง L. vannamei (Th04LvTSV) ที่ตรวจสอบดวยวิธี PCR ที่ใหผลบวก จากนั้นสกัดไวรัสที่มาจากกุงทั้ง
สองแลวนํามาฉีดใหกับกุง P. monodon ซึ่งแบงออกเปน 2 กลุม เก็บตัวอยางกุงในวันที่ 2, 14 และ 28 
หลังจากกุงติดเชื้อและศึกษาดวยวิธีทางเนื้อเยื่อวิทยาและ วิธี in situ hybridization พบอาการ
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กลามเนื้อตายของกุง P. monodon ที่บริเวณ cuticular epithelial cell และ lymphoid organ บงชี้กับ
ระยะรุนแรงและระยะเรื้อรังของการติดไวรัสโรคทอราและจากการวิเคราะหลําดับยีนของโปรตีนสวน
เปลือกของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราในกุง P. monodon (Th04PmTSV) และกุง L. vannamei 
(Th04LvTSV) พบวามีวิวัฒนาการมาจากสายพันธุไวรัสโรคทอราในแถบเอเซีย  
 ชัยวิสุทธางกูรและคณะ (Chaivisuthangkura; et al.  2006) ไดนํายีน VP1 และ VP3 ของ
ไวรัสโรคทอรามาโคลนใสพลาสมิด pGEX-6P-1 และนําเขาสู E. coli สายพันธุ BL21 หลังจากนั้นชัก
นําใหผลิตโปรตีนลูกผสม VP1 และ โปรตีนลูกผสม VP3 เมื่อไดโปรตีนลูกผสมแลวนําไปทําใหบริสุทธิ์
ดวยวิธี SDS-PAGE และนําไปฉีดกระตุนภูมิคุมกันใหกับหนูสายพันธุ Swiss mice เพื่อสรางพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีและนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่สรางจากหนูไปตรวจสอบดวยวิธี Western 
blotting พบวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากหนูที่จําเพาะตอโปรตีนลูกผสมทั้งสองสามารถนําไปใช
ในการตรวจการติดไวรัสโรคทอราในเนื้อเยื่อกุงที่นําไปตรวจสอบดวยวิธี immunohistochemistry ได 
 

 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
สัตวทดลองและแบคทีเรีย 
 กุงขาวแปซิฟกที่ติดไวรัสโรคทอราที่ไดจากเกษตรกรที่เลี้ยงกุงในจังหวัดพังงา ตราดและ
จันทบุรี 
 กุงขาวแปซิฟกมีชีวิตจากคลอง 8 อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี อายุ 50 วัน น้ําหนัก
ประมาณ 170 กรัมตอตัว 
 หนูสายพันธุ Swiss mice จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา 
 E. coli ที่มียีน VP3 ใน พลาสมิด pGEX-6P–1 ดําเนินการผลิตโดย ผศ.ดร. ปรินทร ชัยวิ
สุทธางกูร ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (Chaivisuthangkura; 
et al.  2006) 
 
เครื่องมือ 
 1. เครื่องชั่งสาร บริษัท Denver instrument company                                  
 2. เครื่องปนเหวี่ยง (microcentrifuge) บริษัท Spectrafuge     
 3. เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันสูง (autoclave) บริษัท Huxley 
 4. เครื่องเขยาเลี้ยงเชื้อควบคุมอุณหภูมิ บริษัท New Brunwick science 
 5. เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ บริษัท Sorvall 
 6. ตูปลอดเชื้อสําหรับทํา culture (laminar flow) บริษัท NUAIRE 
 7. ตูเพาะเลี้ยงเซลล (5% CO2 Incubator) บริษัท NUAIRE 
 8. ชุด transblot apparatus บริษัท Bio-Rad 
 9. เครื่อง vacuum concentrator บริษัท Savant 
            10. ตูอบ (hot air oven) บริษัท Sanyo 
            11. เตาไฟฟา (hot plate) บริษัท Sybron 
            12. แทนอุนสไลด (slide warmer) บริษัท Medax 
            13. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส บริษัท Sanyo 
            14. ตูแชแข็ง -70 องศาเซลเซียส บริษัท Sanyo 
            15. กลองจุลทรรศน (light microscope) บริษัท Olympus 
            16. ตูดูดควัน (chemical fume hood) บริษัท New lab 



 23

             17. เครื่องปมดูดอากาศ (suction pump) บริษัท New lab 
 
สารเคมี 

1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 (ภาคผนวก ก) 
2. Merthiolate เขมขน 1% (ภาคผนวก ก) 
3. สารละลายยอมสีโปรตีนและลางสียอมสวนเกิน (ภาคผนวก ค) 
4. Towbin transfer buffer pH 8.8 (ภาคผนวก ค) 

 5. สารละลาย blotto เขมขน 5%   (ภาคผนวก จ)  
 6. Citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร  pH 4.5 (ภาคผนวก จ) 

7. กรดซัลฟูริกเขมขน 1 นอรมอล (ภาคผนวก จ) 
8. น้ํายาคงสภาพ Davidson’s fixative (ภาคผนวก จ) 
9. สี Eosin Y 0.2% ใน 95% ethanol (ภาคผนวก ฉ) 
10. โปรตีนลูกผสมและไวรัสชนิดตางๆ  

-สารสกัดจากเหงือกของกุงที่ติด white spot syndrome virus (WSSV) 
-โปรตีนลูกผสม GST-VP3 
-โปรตีนลูกผสม GST-YHV (yellow head virus) 
-โปรตีนลูกผสม GST-IHHNV (infectious hypodermal and hematopoietic necrosis  
    virus)  

      -โปรตีนลูกผสม GST-HPV (hepatopancreatic parvovirus)  
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วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การเตรียมตัวอยางกุงขาวแปซิฟกที่ติดไวรัสโรคทอรา 
 นํากุงขาวมาชักนําใหติดไวรัสโรคทอราโดยการฉีดสารสกัดจากเหงือกกุงขาวที่ติดไวรัสโรคทอ
ราที่กรองดวยแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร และนํามาเจือจาง 1:50 ดวย 2X PBS 
จากนั้นนําไปฉีดใหกุงขาวขนาด 15-20 กรัมปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอตัว และเก็บ haemolymph จาก
กุงแตละตัวอยางแยกจากกัน สวนหัวนําไปแชใน Davidson’s fixative และผานกระบวนการเตรียม 
paraffin section สําหรับใชในการตรวจการติดเชื้อไวรัสโรคทอราโดยวิธี immunohistochemistry  
สวน haemolymph จากกุงแตละตัวนํามาตรวจหาไวรัสโรคทอราโดยวิธี dot blotting 
 
2. การผลิตโปรตีนลูกผสม VP3 
 นําแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 ที่มียีนของ VP3 ใน pGEX-6P-1 plasmid 
(Chaivisuthangkura; et al.  2006) ซึ่งผลิตโปรตีนลูกผสม GST-VP3 มาเลี้ยงใน LB broth ที่มี 
ampicilin 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (LB-Amp) แลวนําไปเขยาใน incubator shaker ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 225 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปเปต culture 500 
ไมโครลิตร ใสในหลอดที่มี LB-Amp broth 10 มิลลิลิตร และนําไปบมตอและวัดความขุน (optical 
density, OD) ของเชื้อที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จนมีคา OD อยูระหวาง 0.5-0.7 แลวเติม 
IPTG (isopropylthio-β-D-galacto-pyranoside) ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร นําไป
บมตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 
3. การสกัดโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ออกจากเซลลแบคทีเรีย 
 นําเซลลแบคทีเรียที่กระตุนใหสรางโปรตีนลูกผสม GST-VP3 แลวไปปนแยกที่ความเร็ว 6,000 
x g เปนเวลา 30 นาที เทสวนใสทิ้งจากนั้นเติมบัฟเฟอร B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl และ 8 
M Urea pH 8) 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเติม PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) ใหมี
ความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร จากนั้นทําใหผนังเซลลของแบคทีเรียแตกโดยใชคลื่นเสียง
ความถี่สูง (sonicate) จน lysate ของแบคทีเรียใส 
 
4. การทําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ใหบริสุทธิ์ 
 นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่สกัดไดจากแบคทีเรียมาผสมกับ 2 X treatment buffer   
จากนั้นนําไปแยกตามน้ําหนักโมเลกุลใน 10% Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) โดยผานกระแสไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 1 ชั่วโมงหรือจนกวาสี
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เคลื่อนที่มาถึงขอบเจล นําแผนเจลที่ไดมายอมสี Coomassie brillant blue ประมาณ 30 นาที ตัดเจล
ตรงตําแหนงโปรตีนขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน (VP3 protein 24 kDa + GST protein 26 KDa ) 
นําเจลที่ตัดแลวมาแชใน destain solution I จนกระทั่งเจลใส จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นแลวจึงนําไปแช
ใน 1 % SDS ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิหอง ตัดเจลที่อยูใน 1 % SDS ใหเปนชิ้นเล็กๆ แลวยายใสถุง 
dialysis และสกัดโปรตีนออกจากเจลโดยผานกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 5 ชั่วโมง ในสารละลาย 
Towbin buffer จากนั้นยายทั้งสวนใสและเจลลงในหลอดทดลองและทําความสะอาดถุง dialysis ดวย
น้ํากลั่นแลวจึงนําสวนใสใสกลับเขาไปในถุง dialysis ดังเดิมและนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ในน้ํากลั่นเปนเวลา 3 วัน โดยเปลี่ยนน้ํากลั่น 2 คร้ังเชา-เย็น สวนเจลที่อยูในหลอดทดลองให
เติม 1% SDS แลวบมไว 3 วันที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วันแลวนํามาใสในถุง dialysis และทําเหมือน
ดังขางตน 
 จากนั้นนําสวนใสที่ไดจากการทํา dialysis แลวใสในหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลิตร 
นําไปเขาเครื่อง vacuum concentrator (Speed-Vac) เพื่อระเหยน้ําและใหมีความเขมขนมากขึ้น 
จากนั้นนํามาแบงใส microcentrifuge tube หลอดละ 200 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศา
เซลเซียส สําหรับใชในการปลูกภูมิคุมกันในหนูขาวเพื่อสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดี โดยแบงโปรตีน
สวนหนึ่งนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบความเขมขนโปรตีนโดยวิธี 
Bradford (Bradford.  1976) 
 
5. การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโปรตีน VP3 (Anti-VP3 antiserum)  
 นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณโปรตีน 0.65 ไมโครกรัมตอ
ไมโครลิตร มาปลูกภูมิคุมกันในหนูขาวโดยผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1:1 
จากนั้นฉีดเขาชองทองของหนูขาวปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอตัว หลังจากนั้นอีก 2 สัปดาหนําโปรตีน
ลูกผสม GST-VP3 ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1:1 ฉีดเขาชองทองของหนู
ขาวปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอตัว โดยทําการฉีดกระตุนซ้ําอีก 2 คร้ัง แตละครั้งหางกัน 2 สัปดาห 
จากนั้นเก็บซีรัมจากหนูแตละตัวหลังจากฉีดเข็มที่ 4 ไปแลว 1 สัปดาหมาทดสอบความจําเพาะของ
แอนติซีรัม (anti-VP3 antiserum) ที่ไดโดยวิธี Western blotting 
 
6. การตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัม (anti-VP3 antiserum) โดยวิธี Western blotting 
 นําตัวอยางโปรตีนซึ่งประกอบดวยโปรตีนจาก lysate ของ BL21 โปรตีน GST และโปรตีน
ลูกผสม GST-VP3 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาแยกโปรตีนแตละชนิดตามขนาดดวย 10 % SDS-PAGE 
จากนั้นยายโปรตีนจากเจลสูแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดวยเครื่อง transblot ใน 1X Towbin buffer  
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โดยผานกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นแชแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนใน 5 % 
blotto ที่ละลายใน PBS เปนเวลา 10 นาทีแลวยายลงในแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนลูกผสม VP3 ที่
ผลิตไดจากหนู บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นลางดวย PBS 4 คร้ังๆ ละ 7 นาที แลว
นํามาบมใน horseradish peroxidase labeled goat anti-mouse IgG heavy ang light chain 
specific antibody (GAM-HRP) เจือจาง 1:1,500 ดวย 5% blotto นาน 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลว
ลางออกดวย PBS 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที จากนั้นยายแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนลงในสารละลาย
สับสเตรตที่ประกอบดวย 0.03% diaminobenzidine (DAB),0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 
0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS จนกระทั่งเห็นแถบสีเกิดขึ้นแลวลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ คร้ัง  
 
7.การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
ไวรัสโรคทอรา  
 7.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวรัสโรคทอรา  
  การทํา cell fusion ไดพัฒนามาจากวิธีการของ Köhler และ Milstein (1976) ซึ่ง
ดัดแปลงโดย Mosmann และคณะ (1979) โดยฉีดโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ใหกับหนูที่ใหผลของการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันที่ดีที่สุดกอนทําการ fusion 3 วัน และใช P3X myeloma cell เปน fusion 
partner จากนั้นผาตัดมามจากหนูและกระจายเซลลมามออกใหเปนเซลลเดี่ยวและนํามาหลอมรวมกับ 
P3X myeloma cell line โดยใช 40 % polyethylene glycol หลังจากนั้นนําเซลลผสมมาเลี้ยงในน้ํายา
เลี้ยงเซลล (selective medium–HAT medium) ซึ่งประกอบดวย hypoxanthine, aminopterin, 
thymidine และ 20 % fetal calf serum ใน RPIM medium ซึ่งมี 1 % mouse red blood cell เปน 
feeder layer ใน 96 wells culture plate บมไวในตูเพาะเลี้ยงเซลลภายใตบรรยากาศ
คารบอนไดออกไซด 5 % อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 สัปดาห ตรวจดูการเจริญของเซลล
ไฮบริโดมาและคัดเลือกเซลลที่สรางแอนติบอดีตอไวรัสโรคทอราโดยวิธี dot-blotting, immuno-
histochemistry และ Western blotting โคลนของ hybridoma ที่มีการสรางแอนติบอดีตอไวรัสโรคทอ
รา จะนํามา reclone ดวยวิธี limited dilution จากนั้นทําการขยายเพิ่มจํานวนและเก็บเซลลแชใน
ไนโตรเจนเหลวเพื่อเก็บไวใชตอไป และตรวจสอบ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ไดโดยวิธี sandwich ELISA โดยใช Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) 
 7.2 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
  7.2.1 การคัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี dot blotting 
   นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ความเขมขน 0.65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาหยดลง
บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมนเบรนประมาณ 1 ไมโครลิตรตอหยด อบที่ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที 
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นํามาบมในน้ํายาเลี้ยงเซลลจากเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุม (เจือจาง 1:20 ใน 5 % blotto) เปนเวลา 
4 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย 0.5 % blotto นํามาบมใน GAM-HRP เจือจาง 1:1,500 เปนเวลา 4 
ชั่วโมง จากนั้นลางใน 0.5 % blotto และบมในสารละลายสับสเตรตประกอบดวย 0.03 % DAB, 0.006 
% H2O2, 0.05 % cobalt chloride ละลายใน PBS เลือกเซลลไฮบริโดมาที่จําเพาะตอโปรตีนลูกผสม 
GST-VP3 นํามาคัดเลือกตอในข้ันที่ 2 
 7.2.2 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี Western blotting 
  นํา GST โปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่ทําใหบริสุทธิ์และสารสกัดจากขาวายน้ําของกุงที่ติด
ไวรัสโรคทอราตามธรรมชาติมาแยกบน 10 % SDS-PAGE ที่ 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตัดแยก
เจลเปน 2 สวน นําสวนหนึ่งของ gel นํามายอมโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250 อีกสวน
หนึ่งนํามาถายโปรตีนจาก gel ลงสูแผนไนโตรเซลลูโลสเมนเบรนโดยใช transblot apparatus 
(Biorad) จากนั้นนําแผนไนโตรเซลลูโลสเมนเบรนจุมใน 5 % blotto เปนเวลา 5 นาที แยกบมในน้ํายา
เลี้ยงเซลลแตละหลุมเจือจาง 1:200 ใน 5 % blotto เปนเวลา 4 ชั่วโมง และผานกระบวนการ indirect 
immunoperoxidase เชนเดียวกับกรณีของ dot blotting เพื่อหาตําแหนงโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ
แอนติบอดี 
 7.2.3 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยเลือกจากปฏิกิริยาขาม (cross reaction) 

 นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3, สารสกัดจากเหงือกของกุงที่ติดเชื้อ WSSV และโปรตีน
ลูกผสมของไวรัสชนิดอื่นๆ เชน YHV, IHHNV, HPV มาหยดบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมนเบรนประมาณ 
1 ไมโครลิตรตอหยด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แชในสารละลาย 5% 
blotto แลวนํามาบมดวยน้ําเลี้ยงเซลลจากเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมเปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นจึง
นําไปผานกระบวนการเชนเดียวกับกรณีของ dot blotting เลือกเซลลไฮบริโดมาที่แสดงปฏิกิริยา
จําเพาะตอโปรตีน VP3 แตไมแสดงปฏิกิริยาตอไวรัสชนิดอื่นๆ 
 
 7.2.4 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี immunohistochemistry 

  นําสวนหัวของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราและกุงปกติที่สลบในน้ําเย็นแชใน Davidson’s 
fixative เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปผานกระบวนการ paraffin sectioning ตัดเนื้อเยื่อเปนชิ้น
ความหนา 8 ไมโครเมตร ติดบนสไลดนํามาผานกระบวนการ immunohistochemistry โดยวิธี indirect 
immunoperoxidase มีวิธีโดยยอดังนี้ rehydrate เนื้อเยื่อโดยลาง paraffin ออกจากเนื้อเยื่อดวย 
xylene จากนั้นผานลง butanol และ แอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ ต้ังแต 95%, 90%, 70% และน้ํา บม
ในโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิด 6 ชั่วโมง ลางและบมดวย GAM-HRP เจือจาง 1:1,000 เปน
เวลา 6 ชั่วโมงและบมในสารละลายสับสเตรตประกอบดวย 0.03% DAB, 0.006% H2O2 ละลายใน 
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PBS เปนเวลา 5 นาที ยอมซ้ําดวย haematoxylin และ eosin Y (H&E) ดึงน้ําดวยแอลกอฮอล
เปอรเซ็นตตางๆ ต้ังแต 70%, 90%, 95% และ butanol ทําใหใสใน xylene ทําเปนสไลดถาวร โดยใช 
permount และปดทับดวย cover glass บริเวณที่ติดเชื้อไวรัสจะปรากฏเปนสีน้ําตาล 

นําเซลลลูกผสมที่ผานการคัดเลือกขั้นที่ 2 มา reclone โดยวิธี limiting dilution (Eshhar.  
1985) ขยายเพิ่มจํานวนเซลลและนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวเก็บน้ําเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 
 
8. การพิสูจนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

หลังจากทําการ reclone เซลลลูกผสมที่ผานการคัดเลือกและยืนยันความจําเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีแตละโคลนโดยการตรวจสอบขนาดของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีดวยวิธี Western blotting ตามวิธีการในขอ 7.2.2 และตรวจสอบปฏิกิริยาขามกับไวรัสชนิด
ตางๆ ตามวิธีการในขอ 7.2.3 เรียบรอยแลว นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมาพิสูจนเอกลักษณ
โดยการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ดวยวิธี indirect 
ELISA ตรวจสอบชนิดของ heavy chain และ light chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละโคลน
ดวยวิธี sandwich ELISA และทดสอบความไวในการตรวจหาไวรัสโรคทอราดวยวิธี dot blotting ตาม
วิธีการดังตอไปนี้ 
 8.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี indirect 
ELISA 
   ทําการตรึงโปรตีนลูกผสม GST-VP3 เขมขน 0.65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงที่กนหลุม
ของถาด 96 หลุม (ELISA microtiter plate) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวย สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที เสร็จแลวเติมสารละลาย 5% blotto ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 
นาที เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบ (เจือจาง 1:20 ในสารละลาย 5% blotto) ลงใน
หลุมตางๆ ของถาด 96 หลุม (ตารางที่ 1) ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้ง
และลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที เติม 
GAM–HRP เจือจาง 1:1,500 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 ชั่วโมง ลางทุกหลุม
ดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที และครั้งสุดทายลางดวย 
PBS เติมสารละลายสับสเตรตซึ่งประกอบดวย o-phenelenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
0.006% H2O2 ใน citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 
นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 นอรมัลลงในทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร 
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บันทึกปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยนําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร โดยใช 
microplate reader 
 8.2 การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  ทําการจําแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ที่สรางโดยโคลน
ตางๆ ของไฮบริโดมาโดยวิธี sandwich ELISA โดยใช Zymed’s Mouse MonoAb ID Kit (HRP) 
(ภาคผนวก ง) 
 8.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาไวรัสโรคทอราโดยวิธี 
dot blotting 

 นําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 เขมขน 0.65 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรหรือสารสกัดจากขาวาย
น้ําของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราเจือจางแบบ serial dilution ดวย PBS แลวนําไปหยดลงบนแผนไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรนประมาณ 1  ไมโครลิตรตอจุด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แชใน
สารละลาย 5% blotto นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากแตละไฮบริโดมาโคลนที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย PBS 4 คร้ัง นําไปบมใน GAM–HRP เจอืจางใน
อัตราสวน 1:1,500 ในสารละลาย 5% blotto เปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้น
ลางดวย PBS 4 คร้ัง และนําไปบมในสารละลายผสมซึ่งประกอบดวย 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 
0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS (Phianphak และคณะ, 2005) ตรวจดูระดับความเขมขนที่ตํ่า
ที่สุดที่สามารถทําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึ่งสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลาได 
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ตาราง 1 การตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนดิตางๆ ทีจ่ับกบัอิพิโทปของ  
   แอนติเจน VP3 ของไวรัสโรคทอรา  
 

MAbs 
1 

TSV3-
44 

2 
TSV3-
404 

3 
TSV3-
200 

4 
TSV3-
368 

5 
TSV3-

61 

6 
TSV3-
128 

7 
TSV3-
541 

8 
TSV3-
601 

9 
TSV3-
630  

10 
TSV3-
666 

11 
TSV3-
708 

1 
TSV3-

44 
1+1 1+2 1+3 1+4 1+5 1+6 1+7 1+8 1+9 1+10 1+11 

2 
TSV3-
404 

 2+2 2+3 2+4 2+5 2+6 2+7 2+8 2+9 2+10 2+11 
3 

TSV3-
200 

  3+3 3+4 3+5 3+6 3+7 3+8 3+9 3+10 3+11 
4 

TSV3-
368 

   4+4 4+5 4+6 4+7 4+8 4+9 4+10 4+11 
5 

TSV3-
61 

    5+5 5+6 5+7 5+8 5+9 5+10 5+11 
6 

TSV3-
128 

     6+6 6+7 6+8 6+9 6+10 6+11 
7 

TSV3-
541 

      7+7 7+8 7+9 7+10 7+11 
8 

TSV3-
601 

       8+8 8+9 8+10 8+11 
9 

TSV3-
630 

        9+9 9+10 9+11 
10 

TSV3-
666 

         10+10 10+11 

11 
TSV3-
708 

          11+11 

 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การผลิตโปรตีนโครงสราง VP3 ของ Taura syndrome virus (TSV) 
 นํา E. coli สายพนัธุ BL21 ที่มพีลาสมิด VP3-pGEX-6P-1 มากระตุนใหแบคทีเรียสราง
โปรตีนลูกผสม GST-VP3 โดยใช 1 mM IPTG จากนัน้เก็บเซลลแบคทีเรียมาทาํใหผนังเซลลแตก (cell 
lysate) และวิเคราะหโดยแยกบน 10% SDS-PAGE พบวาแบคทีเรียสามารถผลิตโปรตีนลูกผสม GST-
VP3 ซึ่งมนี้ําหนักประมาณ 50 กิโลดาลตนั ซึ่งโปรตีนลกูผสม GST-VP3 ที่ไดจะมี GST เชื่อมอยูทาง
ปลาย N (ภาพประกอบ7) 
 
การทาํโปรตนี GST-VP3 ใหบริสทุธิ ์
 จากการทาํโปรตีนใหบริสุทธิโ์ดยนํา lysate ของแบคทีเรียมาแยกบน 10% SDS-PAGE และ
ตัดแถบโปรตีนลูกผสม GST-VP3 มาสกัดโปรตีนออกจากเจลโดยใชกระแสไฟฟา สามารถแยกได
โปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูงซึ่งมีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 8) 
 
ความจําเพาะของแอนติซีรัม 
 หลังจากทําการปลูกภูมิคุมกนัในหนูขาวครัง้ที ่ 4 และทาํการเก็บแอนติซีรัมจากหนขูาวทัง้ 4 
ตัวแลวนาํมาทดสอบความจําเพาะกับโปรตีนลูกผสม GST-VP3 โดยวิธี Western blotting พบวาแอนติ
ซีรัมจากหนูขาวตัวที ่3 ใหการตอบสนองดีที่สุด โดยจับกบัแถบโปรตีนซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50 
กิโลดาลตัน ดังนัน้จึงใชหนูขาวตัวที่ 3 มาทาํการผลิตเซลลไฮบริโดมา (ภาพประกอบ 9) 
 
การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
 จากการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาในขั้นแรกพบวามี microculture well ประมาณ 80 หลุม   
ใหผลบวกในการคัดเลือกในขั้นแรกโดยวิธ ี dot blotting จากประมาณ 800 หลุมและในแตละหลุมมี
โคโลนีของเซลลไฮบริโดมาประมาณ 1-3 โคโลนี และจากการคัดเลือกในขั้นที่ 2 โดยวิธ ี Western 
blotting, immunohistochemistry และจากปฏิกิริยาขามกับไวรัส WSSV YHV IHHNV และ HPV ที่ใช
ในการทดสอบ พบวามีไฮบริโดมาโคลนจํานวน 29 โคลนซึ่งสรางแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะสงู โดย
สามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกเปน 2 กลุมตามความจาํเพาะของแอนติบอดีที่ได (ตาราง 3) 
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การพิสูจนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 จากการทดลองจะสามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดเปน 2 กลุม กลุมแรกประกอบดวย 
3 กลุมยอยซึง่มีความจําเพาะตอโปรตีน VP3 โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมยอยที ่ 1 มีจํานวน 5 
โคลน โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมยอยที ่2 มีจํานวน 20 โคลน และโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมยอย
ที่ 3 มีจํานวน 1 โคลน (ตาราง 3) โดยแอนติบอดีเหลานี้มีความจําเพาะกับโปรตนี VP3 และไมแสดง
ปฏิกิริยาขามกับโปรตีน GST สารสกัดจากเหงือกของกุงที่ติดเชื้อ WSSV และโปรตีนลูกผสมของไวรสั
ชนิดอื่นๆ เชน YHV, IHHNV, HPV ที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 12) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
กลุมที ่ 1 นี้สามารถจับกับแถบโปรตีนซึง่มนี้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 50 กิโลดาลตนัของโปรตีนลูกผสม 
GST-VP3 และจับกับแถบโปรตีนซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 24 กิโลดาลตันของสารสกัดจากขาวาย
น้ําของกุงที่ติดไวรัสโรคทอรา (TSV-VP3) (ภาพประกอบ 11C) นอกจากนีย้ังสามารถใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีกลุมที ่ 1 นี้ตรวจการติดไวรัสโรคทอราในเนื้อเยื่อของกุงดวยวิธี immunohistochemistry ได 
(ภาพประกอบ 13) 
 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 มจีํานวน 2 โคลน (ตาราง 3) เปนแอนติบอดีที่มี
ความจาํเพาะกับ GST โดยแสดงปฏิกิริยาขามกับโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ของไวรัสโรคทอราและ
โปรตีนลูกผสมของไวรัสชนดิอื่นๆ เชน YHV, IHHNV, HPV ที่ใชในการทดสอบดวย (ภาพประกอบ 12)  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้จับกบัแถบโปรตีนซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50 กิโลดาลตันของ
โปรตีนลูกผสม GST-VP3 และจับกับแถบโปรตีนซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 26 กิโลดาลตัน (GST) 
(ภาพประกอบ 11B) โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมนี้ไมสามารถตรวจการติดไวรัสโรคทอราในเนือ้เยื่อ
ดวยวิธ ีimmunohistochemistry ได 
 
การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี 
indirect ELISA  
 จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวาสามารถแยก
ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตออิพิโทปของแอนติเจนออกไดเปน 3 กลุมคือ แอนติบอดี
ในกลุมที่ 1 (TSV3-44 และ 404) กลุมที่ 2 (TSV3-200 และ 368) และกลุมที่ 3 (TSV3-61, 128, 541, 
601, 630, 666 และ 708) ซึ่งเมื่อนําแอนติบอดีในกลุมเดียวกันมาผสมรวมกัน (combine) พบวาไมมี
การเพิ่มข้ึนของคาดูดกลืนแสงเมอเทียบกับเมื่อนําแอนติบอดีที่อยูตางกลุมกันมาผสมรวมกัน ซึ่งแสดง
ใหเห็นวาแอนติบอดีในกลุมเดียวกันนี้นั้นจับกับอิพิโทปของแอนติเจนที่ตําแหนงเดียวกัน (ตาราง 2) 

ื่
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การจัดจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมี subclass เปน IgG1 และ IgG2b (ตาราง 3) 
 
การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา recombinant  
VP3 protein ของ Taura syndrome virus (TSV) โดยวิธี dot blotting 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 1 ประกอบดวย 3 กลุมยอย โดยโมโนโคลนอลกลุมยอยที่ 
1, 2 และ 3 สามารถใชในการตรวจหาโปรตีนลูกผสม GST-VP3 โดยวิธี dot blotting ไดดวยความไวใน
ระดับที่แตกตางกันตั้งแต 6.5 x 10-3 ถึง 1.01 x 10-5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
TSV3-70 มีความไวในการตรวจหาโปรตีนลูกผสม GST-VP3 สูงที่สุด (ภาพประกอบ 14) สวนความไว
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชในการตรวจการติดไวรัสโรคทอราจากสารสกัดจากขาวายน้ําของกุงที่
ติดเชื้อจากธรรมชาติ โดยวิธี dot blotting พบวามีความไวในระดับที่แตกตางกันโดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี TSV3-404 มีความไวในการตรวจหาไวรัสโรคทอราสูงที่สุด (ภาพประกอบ 15) 
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GST protein (26 kDa) 

GST-VP3 (50 kDa) 

   M            1          2        3  
 
 
 
 66 kDa 
 

45 kDa  
 
 
 
 
ภาพประกอบ 7 การวิเคราะหโปรตีนโดยวธิี 10% SDS-PAGE ที่ผลิตไดจาก E. coli สายพันธุ ที่ม ี
   พลาสมิด pGEX-6P-1 M = โปรตีนมาตรฐาน (น้ําหนกัโมเลกุลสูง) 1 = โปรตีน GST ที่สรางจาก 
   ยีนในพลาสมิด pGEX-6P-1 2 และ 3) = โปรตีนลูกผสม GST-VP3  
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 M           1           2 

 
 
 
 66 kDa 
 

GST-VP3 (50 kDa) 45 kDa  
 
 29 kDa GST protein (26 kDa)  
 
  
ภาพประกอบ 8 การวิเคราะหโปรตีนโดยวิธี 10% SDS-PAGE แสดงโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่ได   
   จากการทําใหบริสุทธิ์ M = โปรตีนมาตรฐาน (น้ําหนักโมเลกุลสูง) 1 = โปรตีน GST ที่สราง 
   จากยีนในพลาสมิด pGEX-6P-1 และ 2 = โปรตีนลูกผสม GST-VP3  
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ภาพประกอบ 9 การทดสอบความจาํเพาะของแอนติซีรัมดวยวิธ ีWestern blotting โดยแยกโปรตีน  
   GST ที่สรางจากยนีในพลาสมิด pGEX-6P-1 (1) โปรตีนลูกผสม GST-VP3 (2) และโปรตีนลูก 
   ผสม GST-VP3 ที่ไดจากการทาํใหบริสุทธิ์ (3) ดวยกระแสไฟฟาแลวนําไปยายโปรตีนจากเจลลง 
   สูไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนนาํไปบมกับ mouse-anti recombinant VP3 antiserum จาก 
   หนูขาว 4 ตัว 
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ภาพประกอบ 10 การตรวจสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting  (a)   
   lysate ของ E. coli BL21 with pGEX-6P-1 plasmid (b) E. coli ที่มี VP3-pGEX-6P-1 plasmid  
   (c) ขาวายน้าํของกุงที่ไมติดไวรัสโรคทอรา และ (d) ขาวายน้ําของกุงที่ติดไวรัสโรคทอราตาม 
   ธรรมชาต ิหยดลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 1 ไมโครลิตร/จุด และนําไปบมดวยโมโนโคลนอล 
   แอนติบอดี A = GST-98 (TSV3-98)และ B = TSV3-97 
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ภาพประกอบ 11 SDS-PAGE (A) และ Western blotting ของ lysate ของ E. coli BL21 ที่ม ีpGEX- 
   6P-1 plasmid (a) E. coli ที่มี VP3-pGEX-6P-1 plasmid (b) สารสกัดจากขาวายน้ําของกุงที่ติด 
   ไวรัสโรคทอราตามธรรมชาติ (c) โดยยอมดวย (B) โมโนโคลนอลแอนติบอดี GST-98 ซึ่งจําเพาะตอ 
   โปรตีน GST และ (C) โมโนโคลนอลแอนติบอดี TSV3-97 ซึ่งจําเพาะตอ VP3 ของไวรัสโรคทอรา    
   M = โปรตีนมาตรฐานน้าํหนกัโมเลกุลสูง 
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ภาพประกอบ 12 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ดวยวิธ ีdot  
   blotting โดยหยดสารสกดัจากเหงือกและโปรตีนลูกผสมของไวรัสชนิดตางๆ ลงบนไนโตรเซลลูโลส 
   เมมเบรน 1 ไมโครลิตร/จุด และนาํไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ซึง่สารสกัดจาก 
   เหงือกและโปรตีนลูกผสมของไวรัสชนิดตางๆ ที่ใชทดสอบมีดังนี ้

1.   โปรตีน GST ที่สรางจากยีนในพลาสมิด pGEX-6P-1 
2. โปรตีนลูกผสม GST-VP3 
3. สารสกัดจากเหงือกของกุงทีติ่ด white spot syndrome virus (WSSV) 
4. โปรตีนลูกผสม GST-YHV (yellow head virus) 
5. โปรตีนลูกผสม GST-IHHNV (infectious hypodermal and hematopoietic necrosis 

virus)  
6. โปรตีนลูกผสม GST-HPV (hepatopancreatic parvovirus)  
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ภาพประกอบ 13 การทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ีimmunohisto- 
   chemistry โดยใชกุงขาวทีติ่ดไวรัสโรคทอรา (1) รยางค (2) ลิมฟอยด (3) เหงือก และ (4) กลามเนื้อ  
   โดยนาํตัวอยางเนื้อเยื่อไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี TSV3-70 และยอมดวยสีอีโอซิน    
   สีน้ําตาลและหัวลกูศรแสดงบริเวณและตําแหนงของเซลลที่ติดไวรัสโรคทอรา 
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ภาพประกอบ 14 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนดิตางๆ ในการตรวจหา VP3  
   ดวยวิธี dot blotting โดยหยดโปรตีนลกูผสม GST-VP3 ที่ความเขมขนตั้งแต 6.5 x 10-3 ถึง 2.53 x  
   10-5 มิลลิกรัมตอมิลิลิตร ลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 1 ไมโครลิตรตอจุด และนาํไปบมดวยโมโน 
   โคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ซึง่ความเขมขนของโปรตีนลูกผสม GST-VP3 ที่ใชในการทดสอบมี 
   ดังนี ้
  แถว 1  : 6.50 x 10-3  มิลลิกรัมตอจุด      แถว 2  : 3.25 x 10-3  มิลลิกรัมตอจุด 
  แถว 3  : 1.62 x 10-3  มิลลิกรัมตอจุด      แถว 4  : 8.12 x 10-4  มิลลิกรัมตอจุด 
  แถว 5  : 4.06 x 10-4  มิลลิกรัมตอจุด      แถว 6  : 2.03 x 10-4 มิลลิกรัมตอจุด 
  แถว 7  : 1.01 x 10-4  มิลลิกรัมตอจุด      แถว 8  : 5.07 x 10-5  มิลลิกรัมตอจุด 
  แถว 9  : 2.53 x 10-5  มิลลิกรัมตอจุด      แถว 10 : GST 1 ไมโครลิตรตอจุด  
 
 

 



 42

 
 
ภาพประกอบ 15 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ในการตรวจการติดไวรัส 
   โรคทอราในกุงจากธรรมชาติดวยวิธี dot blotting โดยหยดสารสกัดจากขาวายน้ําของกุงที่ติดไวรัส 
   โรคทอราเจือจางระดับความเขมขนตางๆ ลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 1 ไมโครลิตรตอจุด และ 
   นําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ความเขมขนของขาวายน้ําของกุงที่ติดไวรัสโรคทอ 
   ราที่ใชในการทดสอบมีดังนี้ 
     แถว 1   1:2                               แถว 2   1:4 

      แถว 3   1:8                                    แถว 4   1:16 
     แถว 5   1:32                     แถว 6   1:64 
     แถว 7   1:128                              แถว 8   1:256 
     แถว 9   1:512                              แถว 10 1:1024 
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ตาราง 2 คาดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคล    
   นอลแอนติบอดีชนิดตางๆ  
 

MAbs 
1 

TSV3-
44 

2 
TSV3-
404 

3 
TSV3-
200 

4 
TSV3-
368 

5 
TSV3-

61 

6 
TSV3-
128 

7 
TSV3-
541 

8 
TSV3-
601 

9 
TSV3-
630 

10 
TSV3-
666 

11 
TSV3-
708 

1 
TSV3-

44 
0.748 0.735 0.660 0.814 0.714 0.944 0.998 0.928 0.754 0.946 0.861 

2 
TSV3-
404 

 0.133 0.095 0.426 0.724 0.859 0.985 0.860 0.499 0.936 0.755 

3 
TSV3-
200 

  0.059 0.357 0.696 0.915 0.988 0.906 0.327 0.926 0.743 

4 
TSV3-
368 

   0.391 0.803 0.889 0.925 0.897 0.446 0.912 0.825 

5 
TSV3-

61 
    0.756 0.864 0.917 0.847 0.742 0.886 0.775 

6 
TSV3-
128 

     0.904 0.912 0.903 0.879 0.911 0.931 

7 
TSV3-
541 

      0.973 0.898 0.896 0.927 0.944 

8 
TSV3-
601 

       0.882 0.853 o.873 0.869 

9 
TSV3-
630 

        0.360 0.895 0.869 

10 
TSV3-
666 

         0.926 0.911 

11 
TSV3-
708 

          0.828 
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ตาราง 3 แสดงโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลิตได ซึ่งมีความจาํเพาะตอ VP3 และจําเพาะตอ GST 
 

วิธีทดสอบ 
MAbs (subclass) Western 

blotting 
Immunohisto- 

chemistry 

การตรวจสอบความไว
โดยวิธี dot blotting 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

ความจําเพาะ 

I. MAb จําเพาะตอ VP3     
1.  TSV3-53, 156, 200, 217, 

369 (IgG1) 
+ + 6.5 x 10-3 – 1.62 x 10-3 VP3 

2.  TSV3-44, 61, 72, 84, 97, 
128, 157, 169, 188, 214, 
273, 404, 525, 535, 541, 
601, 630, 666,  691, 708 
(IgG1) 

+ + -3 -4

3. TSV3-70 (IgG1) + +
II. MAb จําเพาะตอ GST  

GST76(TSV-76), 98(TSV-98) 
(IgG2b) 

 

+ -

 

 

 

 6.5 x 10 – 2.03 x 10 VP3 

 6.5 x 10-3 – 1.01 x 10-4 VP3 
   
 6.5 x 10-3 – 4.06 x 10-4 GST 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

  
 ไดผลิตโปรตีนลูกผสม GST-VP3 จาก E. coli สายพันธุ BL21 ไดโปรตีนที่มีขนาด 50 กิโล
ดาลตัน (VP3 24 กิโลดาลตัน + GST 26 กิโลดาลตัน) และนําโปรตีนลูกผสม GST-VP3 มาทําการสกัด
โปรตีนออกจากเจลโดยใชกระแสไฟฟาสามารถแยกไดโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูง (ภาพประกอบ 8) 
และนํามาปลูกภูมิคุมกันในหนูขาวเพื่อใชผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากการตรวจสอบ
ความจําเพาะของแอนติซีรัมที่เก็บไดจากหนูขาวทั้ง 4 ตัวพบวาหนูขาวทั้ง 4 ตัวนั้นใหการตอบสนองตอ
แอนติเจนที่แตกตางกันออกไป เนื่องจากแอนติเจนที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาวนั้นมีอิพิโทป
เปนจํานวนมาก จึงทําใหบี-เซลลตรวจจับแตละอิพิโทปของแอนติเจนและเปนผลใหมีการกระตุนการ
ตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม ซึ่งซีรัมที่ไดจากหนูแตละตัวนั้นสามารถ
จับกับอิพิโทปของแอนติเจนไดหลากหลาย อยางไรก็ตามจากการวิเคราะหความจําเพาะของแอนติซีรัม
ดวยวิธี Western blotting นี้สามารถสังเกตเห็นไดวาแอนติซีรัมสามารถทําปฏิกิริยาไดกับแถบโปรตีน
ลูกผสม GST-VP3 จากหนูขาวทั้ง 4 ตัวพบวา หนูขาวตัวที่ 3 นั้นใหการตอบสนองดีที่สุดเนื่องจาก
จําเพาะกับโปรตีนขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 50 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 9) 
 จากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวาสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีได
จํานวนโคลน 29 โคลน ทั้ง 29 โคลน โดยสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมตามความจําเพาะ โมโน
โคลนอลแอนติบอดีกลุมแรกมี 3 กลุมยอยคือ 1, 2 และ3 มีความจําเพาะกับโปรตีน VP3 ซึ่งมีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 24 กิโลดาลตัน ซึ่งไดจากสารสกัดจากขาวายน้ําของกุงที่ติดไวรัสโรคทอรา 
(ภาพประกอบ 8) และไมแสดงปฏิกิริยาขามกับสารสกัดจากเหงือกและโปรตีนลูกผสมของไวรัสชนิด
อ่ืนๆ ที่ใชในการทดสอบ (ภาพประกอบ 12) สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 มีความจําเพาะกับ 
GST (GST 26 kDa ) (ภาพประกอบ 12 ) นอกจากนี้ยังสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมแรก
ไปใชในการตรวจหาตําแหนงของการติดไวรัสโรคทอราในเนื้อเยื่อดวยวิธี immunohistochemistry ได 
(ภาพประกอบ 13) โดยพบวาโคลน TSV3-70 ใหผลการตรวจดีที่สุด สวนการตรวจสอบความไวดวยวิธี 
dot blotting พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี TSV3-70 ที่ใชในการตรวจหา VP3 จากโปรตีนลูกผสม 
GST-VP3 ใหผลดีที่สุด และโมโนโคลนอลแอนติบอดี TSV3-404 ที่ใชในการตรวจหากุงที่ติดไวรัสโรค
ทอราตามธรรมชาติใหผลดีที่สุด   
 สําหรับการใชแอนติบอดีตรวจสอบการตดิไวรัสโรคทอราในกุงนัน้ พบวามีรายงานการผลิต
พอลิโคลนอลแอนติบอดีในไกและโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยการใชเชื้อไวรัสทอราที่ทาํใหบริสุทธิ์เปน
แอนติเจนในการปลูกภูมิคุมกันใหกับสัตวทดลอง ซึง่สามารถผลติพอลิโคลนอลแอนติบอดีในไกและโม
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โนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอโปรตีน VP1 ได ซึ่งแอนติบอดีเหลานี้สามารถใชตรวจสอบการติด
ไวรัสทอราโดยการตรวจ haemolymph ดวยวิธ ี dot blotting และ Western blotting ได แตมีโมโน
โคลนอลแอนติบอดีบางตัวมีปฏิกิริยาขามกับ YHV  IHHNV  HPV และ WSSV และความแมนยําใน
การตรวจการติดเชื้อในระยะเฉียบพลนัและในระยะติดเชื้อแบบเรื้อรังยังใหผลไมแนนอน (Poulos; et 
al.  1999: 99-106) และจากรายงานตอมามีการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 1A1 (MAb1A1) ในการ
ตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสโรคทอรา พบวาใหผลบวกเฉพาะกับไวรัสโรคทอราสายพนัธุจากอเมริกาและ
ไตหวันเทานัน้ โดยจะใหผลลบกับไวรัสโรคทอราจากเมก็ซิโกและนิคารากัว (Overstreet; et al.  1997: 
313-319) ซึง่ผลการทดลองที่ไดก็ตรงกับในรายงานตอมา โดยพบวาการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
A1A ตรวจสอบเชื้อไวรัสทอราสายพันธุจากฮาวายใหผลบวก แตใหผลลบกับเชื้อไวรัสทอราสายพันธุ
จากเบลิส (Erickson; et al.  2005) ซึ่งจะเห็นไดวามโนโคลนอลแอนติบอดี 1A1 สามารถใชตรวจไวรัส
ทอราไดเพียงบางสายพนัธุเทานั้น ดังนัน้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ VP3 ที่ผลิต
ไดในครั้งนี้นาจะเปนประโยชนอยางมากสําหรับใชในการตรวจการตดิไวรัสโรคทอราในกุงขาวที่มกีาร
ติดเชื้อทั้งในระยะรุนแรงและในระยะติดเชื้อแบบเรื้อรัง และอาจจะสามารถใชตรวจการติดไวรัสทอรา
จากทุกสายพนัธุทัว่โลกไดทัง้นี้เนื่องจากโปรตีน GTS-VP3 ที่ใชในการปลูกภูมิคุมกนันัน้ไดจากยนี VP3 
ซึ่งมีความแปรปรวนต่ําในแตละสายพันธุตางๆ ของไวรัสทอราทัว่โลก (Erickson; et al.  2005) ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของชัยวิสุทธางกูรและคณะ ที่ไดผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ
โปรตีน VP1 และ VP3 และนํามาตรวจสอบดวยวธิ ี immunohistochemistry พบวาพอลิโคลนอล
แอนติบอดีที่จาํเพาะตอ VP3 สามารถตรวจพบการติดไวรัสโรคทอราจากกุงขาวไดทุกตัวจากแหลง
ตางๆ ที่มีการระบาดของโรคได แตพอลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน VP1นั้น สามารถตรวจ
พบการติดไวรัสโรคทอราไดเพียงบางตัวอยางเทานัน้ (Chaivisuthangkura pers communication)   
 นอกจากนี้การใชโปรตีน rVP3 ที่ใชเปนแอนติเจนสําหรับปลูกภูมิคุมกันในสัตวทดลองนั้นได
จากการโคลนยีนของ VP3 และทําใหแสดงออกใน E. coli แทนการใชไวรัสที่ทําใหบริสุทธิ์ทําให
สามารถผลิตแอนติบอดีที่มีคุณภาพดีกวา เพราะไมมีการปนเปอนของเนื้อเยื่อกุง ดังนั้นจึงคาดวา โมโน
โคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอโปรตีน VP3 ที่ผลิตไดในครั้งนี้จะสามารถนํามาใชพัฒนา 
immunoassay รูปแบบตางๆ เชน dot blotting และ immunohistochemistry เพื่อใชในการตรวจการ
ติดเชื้อไวรัสทอราสําหรับใชในหองปฏิบัติการตางๆ ได หรืออาจจะใชพัฒนาเปนชุดตรวจแบบ  strip 
test ซึ่งเปนชุดตรวจคลายกับการตรวจการตั้งครรภ ที่สามารถใชงายและมีความไวสูง โดยที่เกษตรกรผู
เลี้ยงกุงสามารถทําไดดวยตนเองโดยไมตองใชเครื่องมือพิเศษใดๆ และสามารถทําไดทันทีที่บอเลี้ยงได 
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ภาคผนวก ก 
 

บัฟเฟอรและสารเคม ี
1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 8.0 กรัม 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.15 กรัม 
 น้ํากลัน่                                                            1000.0 มิลลิลิตร 
 2. สารละลาย blotto เขมขน 5%  
 นมพรองมนัเนย (skimmed milk) 5.0 กรัม 
 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2                                 100.0 มิลลิลิตร 
 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma)        1.0 มิลลิลิตร 
 Triton X-100 (Sigma) 0.1 มิลลิลิตร 
3. Merthiolate เขมขน 1% 
 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma) 1.0 กรัม 
 น้ํากลัน่                                                                      100.0 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมสีําหรับใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 
1. อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา (RPMI medium)   
 RPMI 1640 (Gibco BRL, USA 10.4    กรัม 
 ดี-กลูโคส (D-glucose) (Sigma)   3.6 กรัม 
 แอล-กลูตามีน (L-glutamine) (Sigma)   0.2923           กรัม 
 โซเดียมไพรูเวท (C3H3O3Na) (Sigma)     1.1005           กรัม 
 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3)   2.0160           กรัม 

HEPES      5.9525        กรัม 
 (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma) 
 เพนนิซิลิน จ ี(Penicillin G)                                    20,000           units 
 สเตรปโตมัยซนิ (Streptomycin)                                  200 มิลลิกรัม 
 น้ํากลัน่ (Milli Q water)                                          1000       มิลลิกรัม 
 กรองดวย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2. อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่เสริมดวย fetal bovine serum เขมขน 20% 
 RPMI medium (1)  80.0 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum (FBS, Starrate, Australia)         20.0 มิลลิลิตร 
 หรือ bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 
 100 x HT supplement (Gibco BRL, USA)                      1.0 มิลลิลิตร 
3. อาหารคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (HAT medium) 

  เม็ดเลือดแดงจากหนูเมาสเขมขน 1%  
  ใน RPMI medium (1)    80.0 มิลลิลิตร 

 FBS       20.0 มิลลิลิตร 
 100 X HT supplement   1.0 มิลลิลิตร   
 50 X Aminopterin (Sigma)   2.0 มิลลิลิตร 
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4. สารละลายสําหรับหลอมรวมเซลล (polyethylene glycol เขมขน 40%)  
 พอลิเอธิลีนไกลคอล (polyethylene glycol)   2.0 กรัม 
 RPMI medium (1)      3.0 มิลลิลิตร 
 เติม RPMI (1) ลงในพอลิเอธลีินไกลคอลทีป่ราศจากเชื้อ บมในตูบมคารบอนไดออกไซด  
 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสกอนนาํมาใช 
5. สารละลายสําหรับแชแข็งเซลลไฮบริโดมา  
 ไดเมธิลซัลฟอกไซด (dimethylsulfoxide) (Sigma) 12.0 มิลลิลิตร 
 RPMI medium (1)  88.0 มิลลิลิตร 
 เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีสกอนนํามาใช 
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ภาคผนวก ค 
 
บัฟเฟอรและสารเคมสีําหรับ  
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western 
blotting 
1. Stock solution 
 1.1 สารละลายโมโนเมอร (30% T, 2.7% CBis)                 
  อะคริลาไมด Acrylamide 58.4 กรัม 
  บิส-อะคริลาไมด (N,N’-methylene-bis-acrylamide)               1.6 กรัม 
  น้ํากลัน่                                                                              200.0 มิลลิลิตร 
  เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

1.2  4 X Running gel buffer (tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8) 
  Tris (hydroxymethyl) aminomethane 36.3 กรัม 
  น้ํากลัน่                                                                              200.0 มิลลิลิตร 
  ปรับ pH ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขน 0.1 N 
 1.3 4 X Stacking gel buffer (tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8) 
  Tris        3.0 กรัม 
  น้ํากลัน่                                50.0  มิลลิลิตร 
  ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 0.1 N 

1.4  SDS เขมขน 10 % 
  โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate)        50.0  กรัม 
  น้ํากลัน่                                                                              500.0  มิลลิลิตร 

1.5  แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10 % (เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช)  
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต   0.1  กรัม 

  น้ํากลัน่                     1.0 มิลลิลิตร 
1.6  Running gel overlay  

  Tris เขมขน 0.15 โมลาร (1.2)   25.0 มลิลิลิตร 
  SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต (1.4)   1.0  มิลลิลิตร. 
  เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                             100.0  มิลลิลิตร                      
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1.7  2 X Treatment buffer  
  Tris เขมขน 0.5 โมลาร  (1.3) 2.5 มิลลิลิตร 
  SDS เขนขน 10 เปอรเซ็นต (1.4) 4.0 มิลลิลิตร 
  กลีเซอรอล   2.0 มิลลิลิตร 
  2-Mercaptoethanol 1.0 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่    0.5 มิลลิลิตร 
2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 
 2.1 การเตรียม separating gel สําหรับ SDS-PAGE 15% gel (15 % T 2.7 % CBIS) 
  สารละลายโมโนเมอร (1.1)                                                   15.0 มิลลิลิตร 
  Tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร (1.2)        7.5 มิลลิลิตร 
  SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต          0.3 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่     6.75 มิลลิลิตร 
  แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต เขมขน 10 % (1.5)                       150.0 ไมโครลิตร 
  TEMED                                                                     20.0 ไมโครลิตร 
 2.2 การเตรียม Stacking gel สําหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIS) 
  สารละลายโมโนเมอร (1.1) 2.66 มิลลิลิตร 
  Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) 5.0 มิลลิลิตร 
  SDS เขมขน 10 เปอรเซ็นต(1.4)                     0.2 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่                                                                          12.2 มิลลิลิตร 
  แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตเขมขน 10 % (1.5)                       100.0         ไมโครลิตร 
  TEMED                                                                        10.0 ไมโครลิตร    
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ตาราง 4  สวนผสมพอลิอะคริลาไมดของ separating gel และ stacking gel 
 

Separating gel Stacking gel สวนผสม 
15 % T 2.7% CBIS 4% T 2.7 % CBIS

30 % T 2.7 % CBIS 15.0    มิลลิลิตร 2.66   มิลลิลิตร 
Tris-Cl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8(1.2)   7.5    มิลลิลิตร - 
Tris-Cl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) - 5.0    มิลลิลิตร 
SDS เขมขน 10    0.3    มิลลิลิตร   0.2    มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่   6.75   มิลลิลิตร 12.2    มิลลิลิตร 
ผสมและใชปมสุญญากาศดึงอากาศออกจากสารละลาย 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (1.5) 150     ไมโครลิตร 100    ไมโครลิตร 
TEMED 20     ไมโครลิตร 10      ไมโครลิตร 

ผสมและเทอยางรวดเร็วลงในชองระหวางกระจก 
 
3. Running buffer 
 3.1 SDS-PAGE Tank buffer 
  Tris    12.0 กรัม 
  ไกลซีน    57.6 กรัม 
  SDS เขมขน 10 เปอรเซนต (1.4) 40.0 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่                                                                            4000.0 มิลลิลิตร 
4. สารละลายยอมสีโปรตีน และลางสียอมสวนเกิน 
 4.1 สารละลายยอมสีโปรตนี (Coomassie blue) 
  4.1.1 Staining stock solution (สี Coomassie blue R-250 เขมขน 1 %) 
   สี Coomassie blue R-250   1.0 กรัม 
   น้ํากลัน่                                                                     100.0  มิลลิลิตร 
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  4.1.2 Staining solution 
   Stain stock (4.1.1) 50.0 มิลลิลิตร 
   เมธานอล                                                                    250.0 มิลลิลิตร                                  
   กรดอะซีติก  50.0 มิลลิลิตร 
   เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                        500.0 มิลลิลิตร 
 4.2 สารละลายลางสยีอมสวนเกิน 
  4.2.1 สารละลายลางสียอมสวนเกิน (Destain) I  
   เมธานอล                                                                    500.0  มิลลิลิตร                                     
   กรดอะซีติก                                                                    100.0  มิลลิลิตร                                  
   เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                      1000.0 มิลลิลิตร 
  4.2.2 สารละลายลางสียอมสวนเกิน (Destain) II  
    เมธานอล  50.0 มิลลิลิตร 
   กรดอะซีติก  70.0  มิลลิลิตร 
   เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                      1000.0  มิลลิลิตร 
 
วิธีการยอมและลางเจล 
 ถอดเจลจากกระจกแชในสี Coomassie blue (4.1.2) เขยาเบาๆ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง ลาง
เจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 1 (4.2.1) เขยาเบา ๆ เปนเวลา ½-1 ชั่วโมง จนเหน็แถบโปรตีน 
จากนั้นแชเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกนิ 2 (4.2.2) จนกระทั่งสพีื้นใสปราศจากสี 
 
5. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma)  
 Myosin, rabbit muscle                                                           205 กิโลดาลตัน 
 β-Galactosidase, Escherichia  coli                                       116 กิโลดาลตัน 
 Phosphorylase b, rabbit  muscle 97 กิโลดาลตัน 
 Albumin,  bovine  serum 66 กิโลดาลตัน 
 Ovalbumin,  chicken egg   45 กิโลดาลตัน 
 Carbonic anhydrase,  bovine  erythrocytes 29 กิโลดาลตัน 
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6. Towbin transfer buffer pH 8.8 สําหรบัการวิเคราะห Western blot  
 Tris           3.03 กรัม 
 ไกลซีน                                                                             14.4  กรัม 
 เมธานอล                                                                        200.0 มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                               1000.0 มิลลิลิตร 
 กอนนาํบฟัเฟอรไปใชตองนําไปแชใหเยน็จัด 
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ภาคผนวก ง 
 
สารเคมสีําหรับใชในการตรวจสอบ Isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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)  HPR-Goat anti-Rabbit (IgG) (H+L), Concentrated (50X) 
 12)  Goat anti-Mouse Ig(GAM), Concentrated (50X)  
  (0.5 mg/ml in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3) 
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วิธีการตรวจสอบ isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี sandwich ELISA 
(ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 
 1. เคลือบถาดหลุม 96 หลุมดวย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขมขน 10 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมที่อุณหภูม ิ4 oC เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
 2. สลัดสารละลายทิง้และลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
 3. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวตั้งแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชัว่โมง 
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 4. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
 5. เติม  Rabbit anti isotype antibodies แตละชนิด (1-8) เจือจาง 1:50 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนต้ังแตคอลัมน A-H     
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 6. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
 7. เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม 
บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 8. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 10 นาท ี
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 9. เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย O-phenelenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/
หลุม ต้ังทิง้ไว 5 นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาดวยกรด H2SO4 เขมขน 1 N ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 
 10. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก จ 
 

บัฟเฟอรและสารเคมสีําหรับ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
1. สารละลาย blotto เขมขน 5%  
 นมพรองมนัเนย (skimmed milk) 5.0 กรัม 
 PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2                                 100.0 มิลลิลิตร 
 เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma) 1.0 มิลลิลิตร 
 Triton X-100 (Sigma) 0.1 มิลลิลิตร 
2. สารละลาย 0.5% blotto  
 สารละลาย blotto เขมขน 5 % (1)                                 50.0             มิลลิลิตร 
 PBS 0.15 M pH 7.2                                                  950.0    มิลลิลิตร 
3. Citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร pH 4.5 
 โซเดียมซิเตรท                                                             29.41 กรัม 
 Merthiolate เขมขน 1%                                               10.0 มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                   1000.0  มิลลิลิตร         
 ปรับ pH ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 N 
4. กรดซัลฟูริกเขมขน 1 N 
 กรดซัลฟูริก (เขมขน)                                                     27.0 มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นจนครบ                                                    1000.0 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ฉ 
 
บัฟเฟอรและสารเคมสีําหรับ immunohistochemistry (IHC) 
1. สารละลายเคลือบสไลด (coated slide solution) 
 เจลาติน    1.0     กรัม 
 โครเมียมโพแทสเซียมซัลเฟต (CrK(SO4)2.12H2O)            0.05        กรัม 
 น้ํากลัน่                                                                      100.0             มิลลิลิตร 
2. น้ํายาคงสภาพ (davidson’s fixative)  

 เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต                                     30.0             มิลลิลิตร 
 ฟอรมาลนิเขมขน 100 เปอรเซ็นต                                   20.0             มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid                                                     10.0                 มิลลิลิตร 
 น้ํากลัน่                                                                        30.0          มิลลิลิตร 
3. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 8.0 กรัม 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม 
 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.15 กรัม 
 น้ํากลัน่                                                                    1000.0 มิลลิลิตร 
4. สารละลาย calf serum 10% (P1

+) 
 calf serum                                                                  10.0    มิลลิลิตร 
 PBS                                                                          100.0     มิลลิลิตร 
5. สี Enrilich’s acid hematoxylin 
 สี hematoxylin     8.0                กรัม 

เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต                                   400.0   มิลลิลิตร     
อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต 8.0         กรัม 

 น้ํากลัน่                                                                      400.0        มิลลิลิตร 
 กลีเซอรีน (glycerine)                                                 400.0          มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid                                                   400.0         มิลลิลิตร 
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6. สี Eosin Y 0.2% ใน 95% ethanol 
 สี Eosin Y     0.2       กรัม 
 เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต                                   100.0        มิลลิลิตร            
 
การตรวจการติดเชื้อในเนื้อเยื่อดวยวธิี immunohistochemistry และวธิี indirect 
immunoperoxidase (Sithigorngul; et al.  2002: 71-76) 
1. วิธ ีimmunohistochemistry (IHC) 
 1.1 ตัดสวนหัว (cephalothoraxes) ของกุงขาวทีเ่กิดการติดไวรัสโรคทอราแลวนาํไปแชใน
น้ํายาคงสภาพเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 1.2 นํามาลางโดยใหน้าํประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชัว่โมง 
 1.3 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ กัน และนอรมัล
บิวทิลแอลกอฮอล ตามลาํดับดังนี ้
  1.3.1 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชัว่โมง  
  1.3.2 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชัว่โมง 
  1.3.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ชัว่โมง 
  1.3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
  1.3.5 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1:1 เปนเวลา 1 ชวโมง ั่
  1.3.6 แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ชัว่โมง 
  1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอตัราสวน 1: 1 เก็บในตูอบที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี
  1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 30 นาท ี
 1.4 นําเนื้อเยือ่ของกุงที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (embed) ในพาราพลาสตที่
อยูในบล็อกสี่เหลี่ยม 
 1.5 ตัดเนื้อเยือ่ที่ฝงอยูในบล็อกดวยเครื่องไมโครโตมแบบโรตารี (rotary microtome) ใหแต
ละเซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกนั (serial section) เปนริบบิน (ribbon) 
 1.6 นําเซคชัน (section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดย
หยดน้าํกลัน่ลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนัน้นําแถวของเซคชันไปวางบน
หยดน้าํประมาณ 3-4 เซคชนัตอ 1 แถว แลวนาํไปวางบนแทนอุนสไลดที่ต้ังอุณหภมูิไวที่ 50 องศา
เซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทับของเนื้อเยือ่แลว ดูดน้ําออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยื่อทีติ่ด
ตรึงอยูบนสไลด นําไปอบในตูอบที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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 1.7 นําสไลดทีม่ีเซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (deparafinization) โดย
วางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนาํไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และดงึนาํเขาสูเนื้อเยื่อ 
(rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กันดงันี ้ 
  1.7.1 แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.2 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.4 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.5 แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.6 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.7 ลางดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี
  1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี
  1.7.9 ลางดวยน้ํากลั่น 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
  1.7.11 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกนิรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปม
สุญญากาศ (vacuum pump)  
 
2. วิธ ีindirect immunoperoxidase  
 2.1 การปองกนัการจับแบบไมจําเพาะ (blocking) 
  2.1.1 หยดสารละลาย P1

+ ใหคลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต 
  2.1.2 บมในทีช่ื้นที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที  
 2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 
  2.2.1 ดูดสารละลาย P1

+ ในแตละเซคชันออก 
  2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน  
  2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 
  2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชันดวยน้ํากลัน่อยางรวดเร็ว 
  2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
 2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
  2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 
  2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate  
  (GAM-HRP)) ที่เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย P1

+ ลงในทุกเซคชนั 
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  2.3.3 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
  2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว 
  2.3.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
 2.4 นําเซคชันมาทาํปฏิกิริยากับ 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 0.03% 
และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

2.5 ลางเซคชนัดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 
 3.1 ดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทลิแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% คร้ังละ 5 นาท ี

 3.2 ยอมทับดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย 
เอทิลแอลกอฮอล 95% 

 3.3 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาที 
 3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาที 
 3.5 แชในไซลีนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 
 3.6 ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตวักลางผนกึ (permount)  
 3.7 นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึง่เนือ้เยื่อที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะเหน็
เปนสีน้าํตาล

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวัติยอผูวิจัย 
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ประวัติยอผูวจิัย 
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    พ.ศ. 2545                                            วท.บ. (ชีววิทยาประยกุต) จากมหาวิทยาลัย 
                                                                             ราชภัฏสวนสุนนัทา 
    พ.ศ.2549                                             วท.ม. (ชีววิทยา) มหาวทิยาลัยศรีนครินทร 
                                                                             วิโรฒ 
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