
การแยกและศกึษาคุณสมบตัขิองยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปรญิญานิพนธ ์
ของ  

ชุตมิา  ศรสีุข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอต่อบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษา 
ตามหลกัสตูรปรชัญาดุษฎบีณัฑติ สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 

เมษายน 2559 



การแยกและศกึษาคุณสมบตัขิองยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปรญิญานิพนธ ์
ของ  

ชุตมิา  ศรสีุข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอต่อบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษา 
ตามหลกัสตูรปรชัญาดุษฎบีณัฑติ สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 

เมษายน 2559 
ลขิสทิธิเ์ป็นของมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 



การแยกและศกึษาคุณสมบตัขิองยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

บทคดัยอ่ 
ของ  

ชุตมิา  ศรสีุข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอต่อบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษา 
ตามหลกัสตูรปรชัญาดุษฎบีณัฑติ สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 

เมษายน 2559 



ชุตมิา  ศรสีุข. (2559). การแยกและศกึษาคณุสมบตัขิองยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้ 
 กา้มกราม. ปรญิญานิพนธ ์ปร.ด. (เทคโนโลยชีวีภาพ). กรงุเทพฯ: บณัฑติวทิยาลยั    

มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ. คณะกรรมการควบคุม: รองศาสตราจารย ์ดร. ปรนิทร ์  
ชยัวสิุทธางกูร, ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร. ศวิาพร ลงยนัต,์ ดร. เเสงจนัทร ์เสนาปิน. 
 

ตัวรับ Toll (Toll receptor) จัดอยู่ในตระกูล pattern recognition receptor (PRR) ซึ่งมี
ววิฒันาการมายาวนาน โดยมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัระบบภูมคิุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ ในการศกึษานี้ได้
แยกยนี Toll receptor ของกุ้งก้ามกรามได้ส าเรจ็และให้ชื่อว่า MrToll ซึ่งมกีรอบการอ่านที่มคีวาม
ยาว 2,799 นิวคลโีอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตนีความยาว 932 หน่วย โปรตนี MrToll ประกอบด้วย
บรเิวณต่างๆ ที่เป็นคุณสมบตัขิอง  Toll like receptor (TLR) โดยมสี่วนของ extracellular domain 
ที่ ป ระก อบ ด้ ว ย  leucine-rich repeats (LRRs) 15 บ ริเวณ  มีส่ ว น ข อ งก รด อ ะมิ โน ที่ เ ป็ น 
transmembrane segment 23 หน่วย และส่วนของ cytoplasmic Toll/Interleukin-1R (TIR) domain 
ความยาว 139 หน่วย การวเิคราะห ์phylogenetics พบว่า MrToll มคีวามสมัพนัธุใ์กลช้ดิกบั MjToll 
ในกุ้ง Marsupenaeus japonicus อย่างไรก็ตามโปรตนี MrToll มคีวามเหมอืนกบั Toll receptor ใน
กลุ่มที ่1 ของกุง้เพยีงรอ้ยละ 48-49 จงึเสนอว่า MrToll ทีแ่ยกไดจ้ากงานวจิยัน้ีน่าจะจดัเป็นกลุ่มใหม่
ของ Toll receptor  ในกุ้ง การแสดงออกของยนี MrToll แสดงออกในเนื้อเยื่อต่างๆ หลายชนิด โดย
จะแสดงออกมากใน hemocytes, stomach และ muscle การศึกษาโดยวธิ ีsemi-quantitative RT-
PCR แสดงให้เห็นว่ามกีารแสดงออกของยนี MrToll ในระดบัที่แตกต่างกนัหลงัจากถูกกระตุ้นด้วย 
Aeromonas caviae โดยระดบัการแสดงออกของ MrToll เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัหลงัจากกุ้งตดิเชือ้ 
A. caviae ตัง้แต่ 3-12 ชัว่โมง และกลบัเขา้สู่ระดบัปกตทิี ่24 ชัว่โมงหลงัจากกุง้ตดิเชือ้ นอกจากนี้กุ้ง
ในกลุ่ม MrToll-silenced เมื่อ challenge ด้วย A. caviae พบว่าจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยี (CFU) 
และอัตราการตายของกุ้งเพิ่มสูงขึ้นอย่างมนีัยส าคญั จากผลงานวจิยันี้แสดงให้เห็นว่า  MrToll มี
ความเกี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้โรคในระบบภูมคิุม้กนัที่มมีาแต่ก าเนิด โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อเชื้อ 
A. caviae 

Hemocyanin เป็นโปรตนีเชงิซ้อนที่ประกอบด้วยหลายหน่วยย่อยพบใน hemolymp โดย
เกี่ยวขอ้งกบัระบบภูมคิุ้มกนั ในการศกึษานี้ได้แยกยนี hemocyanin ของกุ้งก้ามกรามได้ส าเรจ็และ
ให้ชื่อว่า MrHC ยนี MrHC มกีรอบการอ่านที่มคีวามยาว 1,992 นิวคลโีอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตีน
ความยาว 663 หน่วย โดยโปรตนี MrHC มมีวลโมเลกุล 76.5 kDa ประกอบดว้ยบรเิวณต่างๆ ทีเ่ป็น
คุณสมบตัิของ hemocyanin superfamily ประกอบด้วย hemocyanin-all-alpha domain ความยาว 
124 หน่วย, hemocyanin-copper containing domain ความยาว 258 หน่วย และ hemocyanin-
immunoglobulin-like domain ความยาว 248 หน่วย จากการวเิคราะห ์ORF ของ MrHC พบว่ารอ้ย
ละ 99 มีความเหมอืน (identity) กับ hemocyanin 2 ของ Pacifastacus leniusculus, hemocyanin 
ของ Fenneropenaeus chinensis, hemocyanin ของ Litopenaeus vannamei และ hemocyanin 



subunit Y ของ M. japonicus; ร้อยละ 97 มีความเหมือนกับ hemocyanin subunit L ของ M. 
japonicus; ร้อยละ 96 มคีวามเหมอืนกบั hemocyanin alpha-subunit ของ Homarus americanus 
การวิเคราะห์ phylogenetics พบว่า MrHC มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ  hemocyanin ของ กุ้ ง 
Macrobrachium nipponense, hemocyanin 2 ของกุ้ ง  P. leniusculus และ hemocyanin alpha-
subunit ของกุ้ง H. americanus จากการศึกษาการแสดงออกของยนี MrHC หลงัจากฉีดเชื้อไวรสั 
Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) พบว่ายีน MrHC มีระดับการแสดงออกเพิ่มขึ้น 
237 เท่าในวนัที่ 2 นอกจากนี้ผลการทดสอบคุณสมบตัิการต้านจุลชีพของรคีอมบิแนนท์โปรตีน 
MrHC บริเวณ  immunoglobulin-like domain  พบว่าสามารถมีฤทธิย์ ับยัง้การเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย Vibrio vulnificus, V. parahemolyticus, A. caviae, A. verronii, A. hydrophila, Bacillus 
cereus และ B. megaterium. จากผลงานวิจยันี้แสดงให้เห็นว่า  MrHC มีความเกี่ยวข้องกับการ
ป้องกนัเชื้อโรคในระบบภูมคิุ้มกนัที่มมีาแต่ก าเนิด โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อเชื้อแบคทเีรยีและไวรสั 
MrNV  
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Toll receptors are cell surface molecules acting as pattern recognition receptors 

(PRRs) that have been implicated in the signaling pathway of innate immune responses. In 
this study, the full-length cDNA of a Toll receptor gene of Macrobrachium rosenbergii, 
designated MrToll, was successfully isolated. The MrToll gene sequence contained an open 
reading frame (ORF) of 2,799 nucleotides encoding a protein of 932 amino acid residues. 
The protein contained distinct structural motifs of the Toll-like receptor (TLR) family, 
including an extracellular domain containing 15 leucine-rich repeats (LRRs), a 
transmembrane segment of 23 amino acids, and a cytoplasmic Toll/interleukin-1R (TIR) 
domain of 139 residues. Phylogenetic analysis revealed that MrToll and Toll receptors of 
Marsupenaeus japonicus (MjToll) evolved closely. However, the MrToll ORF demonstrated 
only 48-49% identity with shrimp Toll1, suggesting that MrToll isolated from a palaemonid 
shrimp might belong to a novel class of Toll receptors in shrimp. The transcripts of the 
MrToll gene were constitutively expressed in various tissues, with high levels in hemocytes, 
the stomach and muscle. A semi-quantitative RT-PCR demonstrated that the expression 
patterns of MrToll were distinctly modulated after Aeromonas caviae stimulation, with 
significant enhancement at 3 to 12 hours post-challenge and a decline to basal levels 24 
hours post-challenge. In addition, when MrToll-silenced shrimp were challenged with A. 
caviae, there was a significant increase in mortality and bacterial CFU counts. These results 
suggest that MrToll might be involved in host innate defense, especially against the 
pathogen A. caviae. 

Hemocyanin is a multi-subunit protein complex found in the hemolymph and 
involved in the immune system of crustaceans. In this study, a M. rosenbergii hemocyanin 
gene designated MrHC was successfully isolated.  The MrHC gene sequence contained an 
open reading frame (ORF) of 1,992 nucleotides encoding a protein of 663 amino acid 
residues. The deduced amino acid sequence with molecular mass of 76.5 kDa contained 
distinct structural motifs of the hemocyanin superfamily, including a hemocyanin-all-alpha 
domain containing 124 amino acids, a hemocyanin-copper containing domain of 258 amino 
acids and a hemocyanin-immunoglobulin-like domain of 248 amino acids. The MrHC gene 



demonstrated 99% identity with hemocyanin 2 of Pacifastacus leniusculus, hemocyanin of 
Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus vannamei and hemocyanin subunit Y of M. 
japonicus; 97% identity with hemocyanin subunit L of M. japonicus; 96% identity with 
hemocyanin alpha-subunit of Homarus americanus. A phylogenetic tree based on amino 
acid sequences of hemocyanin was constructed. MrHC was placed in a group that includes 
hemocyanin of Macrobrachium nipponense, hemocyanin 2 of P.  leniusculus and alpha-
subunit of H. americanus. For expression analysis after Macrobrachium rosenbergii 
nodavirus (MrNV) challenge tests, MrHC gene was up-regulated (237-fold at day 2). In part 
of antimicrobial screening, recombinant protein of immunoglobulin-like domain of MrHC 
exhibited antibacterial activity against Vibrio  vulnificus, V. parahemolyticus, A. caviae, A. 
verronii, A. hydrophila, Bacillus cereus and B. megaterium. We conclude that MrHC is an 
important factor in the shrimp innate immune response to acute bacterial infection and 
MrNV infection. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลงั 

กุ้งก้ามกราม Macrobrachium rosenbergii เป็นกุ้งน ้ าจืดที่ส าคัญของภูมิภาคเอเชียใต ้
ปัจจุบนักุ้งก้ามกรามเป็นสายพนัธุห์นึ่งทีไ่ดร้บัความสนใจเพิม่ขึน้เป็นล าดบั โดยประlเทศอนิเดยีและ
บังคลาเทศ ได้เริ่มผลิตเพื่ อส่งออกอย่างเป็นรูปธรรม ส าหรบัในประเทศไทย เริ่มมีผู้สนใจใน
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งก้ามกรามมากขึน้ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2520 (New. 2010)  และมกีารเริม่ต้น
ธุรกจิผลติเชงิพฒันาการเพื่อการส่งออกบา้งแลว้ โดยเกษตรกรสามารถผลติกุ้งก้ามกรามไดเ้พิม่ขึน้
จากประมาณ  400 ตัน ใน ปี  พ .ศ . 2523 เป็นมากกว่ า  30,000 ตัน ใน ปี  พ .ศ . 2551 (ก รม 
ประมง lปี พ.ศ. 2553) (Uthairat; & Orapint. 2012: 1015-1022) ปัจจุบนัมกีารเพาะเลี้ยงกนัอย่าง
แพร่หลายในจงัหวดัต่าง ๆ แถบภาคกลางของประเทศไทย ได้แก่ จงัหวดัสุพรรณบุร ีกาญจนบุร ี
นครปฐม ราชบุร ีอย่างไรกต็ามอุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้งกา้มกรามนัน้อาจประสบปัญหาและอุปสรรค
ต่างๆ ระหว่างการอนุบาลกุ้ง เช่น คุณสมบัติของน ้ าในระหว่างการอนุบาลกุ้งก้ามกราม การให้
อาหาร ความสกปรกของโรงเพาะฟัก โรคกุ้งซึ่งอาจเกิดจากสภาพแวดล้อมในบ่อเพา ะฟักไม่
เหมาะสม หรอืเชือ้โรคต่างๆ ไดแ้ก่ เชือ้โรคในกลุ่มโปรโตซวั เช่น Zoothamnium sp., Epistylis sp., 
Vorticella sp., Acienta sp., Tokophrya sp. กลุ่มแบคทีเรีย เช่น Vibrio spp., Aeromonas spp., 
Pseudomonas spp. ก ลุ่ ม เ ชื้ อ ร า  เช่ น  Leginidium sp., Fusarium sp. ก ลุ่ ม ไ ว รั ส  เ ช่ น 
Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) และ extra small virus (XSV) เป็นต้น  (แห ล่ ง
เรยีนรูท้างดา้นประมง. 2555: ออนไลน์) โดยในกรณีของการตดิเชือ้ MrNV และ XSV พบว่าลูกกุ้งที่
ตดิเชือ้จะมอีตัราการตายสงูกว่ากุง้กา้มกรามเตม็วยั (Bonami; et al. 2005: 23–31)  

การระบาดของโรคติดเชื้อในกุ้งส่งผลให้อัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นและส่งผลกระทบต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้งเป็นอย่างมาก การวจิยัความรูพ้ื้นฐานในด้านชวีวทิยาของกุ้งในเรื่อง
ระบบภูมคิุ้มกนัจะน าไปสู่การปรบัปรุงระบบการเลี้ยงกุ้งให้เป็นไปอย่างยัง่ยนื และมผีลกระทบต่อ     
สิง่แวดล้อมน้อยที่สุด ดงันัน้นักวทิยาศาสตรจ์งึให้ความสนใจและพยายามท าความเข้าใจเกี่ยวกบั
ระบบภูมคิุม้กนัของกุ้งเพิม่มากขึน้ เนื่องจากระบบภูมคิุม้กนัของกุ้งมคีวามส าคญัในการควบคุมการ
เกดิโรค และอาศยัความรูพ้ืน้ฐานเกีย่วกบัยนีและโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัระบบนี้        

ระบบภูมคิุม้กนัของกุ้งสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ระบบ คอื ระบบภูมคิุ้มกนัที่อาศยัเซลล ์โดย
เซลล์เม็ดเลอืด (hemocyte) จบักินจุลนิทรยี์ที่มาบุกรุกโดยวธิฟีาโกไซโทซิส (phagocytosis) การ
เกดิโนดูล (nodule formation) และการโอบล้อมสิง่แปลกปลอม (encapsulation) อกีระบบคอืระบบ
ภูมคิุม้กนัในน ้าเลอืด โดยอาศยัเอนไซมไ์ลโซไซม ์(lysozyme) ซึง่จะท าลายผนังเซลลข์องแบคทเีรยี
แกรมบวก, ระบบโปรฟีนอลออกซิเดส (prophenol oxidase ; proPO) เป็นกลไกการป้องกันที่
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เกี่ยวกบัการสงัเคราะห์ phenol oxidase และการสงัเคราะห์เมลานิน (melanin) ซึ่งจะช่วยป้องกัน
และยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี (Söderhäll; & Cerenius. 1998: 23-28)  

ในปัจจบุนัมกีารศกึษาหน้าที่ของยนีหลายๆ ยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัระบบภูมคิุม้กนัของกุ้ง เช่น 
Toll receptor และ hemocyanin ในกุ้งชนิดต่างๆ แต่พบว่ายังมีรายงานไม่มากนัก ส าหรบั Toll 
receptor นัน้จดัอยู่ในตระกูล pattern recognition receptor (PRR) ซึ่งมวีวิฒันาการมายาวนานและ
มีความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะในการป้องกันการบุกรุกของเชื้อไวรสัและ
แบคทีเรีย โดยจบักับ pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) จากการศึกษาในกุ้ง
หลายชนิด พบการแสดงออกของ Toll receptor ในอวยัวะต่างๆ เช่น gill, hemocyte, heart, brain, 
stomach, intestine,  lymphoid organ และ hepatopancreas  ปัจจุบัน Toll receptor มีรายงาน
การศกึษาในกุ้งหลายชนิด เช่น Litopenaeus vannamei โดยพบว่า Toll receptor มกีารแสดงออก
เพิ่มขึ้น เมื่ อ กุ้ งติด เชื้ อ  Vibrio harveyi (Wang; et al. 2010: 49–58) ส าหรับการศึกษาใน กุ้ ง 
Penaeus monodon เมื่อท าให้ติดเชื้อ white spot syndrome virus (WSSV) พบว่าการแสดงออก
ของ Toll receptor ไม่แตกต่างจากกุ้งปกติ (Joop; et al. 2007: 504-513) อย่างไรก็ตามการศกึษา
ในกุ้ง Marsupenaeus japonicus พบการแสดงออกของ Toll receptor เพิ่มขึ้นเมื่อกระตุ้นด้วย 
peptidoglycan (Mekata; et al. 2008: 122–133) และในกรณีของ Fenneropenaeus chinensis พบ
การแสดงออกของ Toll receptor เพิม่ขึน้เมื่อมกีารตดิเชื้อ Vibrio anguillarum (Yang; et al. 2008: 
564–574)  

ส าหรบั hemocyanin เป็นโปรตนีเชงิซอ้นที่ประกอบด้วยหลายหน่วยย่อยโดยม ีCu2+ จบั
กบัโมเลกุลของโปรตนี พบเป็นส่วนประกอบหลกัประมาณรอ้ยละ 90-95 ใน hemolymph ซึ่งพบได้
ในสตัว์กลุ่มมอลลสั (mollusk) และอารโ์ทรพอด (arthropod) (Adachi; et al. 2005: 136-143, Van 
Holde; & Miller. 1995: 1-81, Sellos; Lemoine; & Wormhoudtl. 1997: 153-158) hemocyanin มี
บทบาทหลายอย่าง เช่น ขนส่งออกซิเจน (Van Holde; & Miller. 1995: 1-81) ขนส่งฮอร์โมน 
ecdysone ที่ เกี่ ยวกับการลอกคราบ  (Jaenicke; FÖll; & Decker 1999: 34267-34271) และมี
การศกึษาพบว่าสายโพลเีปปไทดด์า้นปลาย C ของ hemocyanin มคีวามสามารถในการต้านเชือ้รา
ได้ (Destoumieux; et al. 2000: 461-469) hemocyanin ถูกกระตุ้นให้มีแอคติวิตีหรอืเปลี่ยนเป็น
phenol oxidase ใน hemolymph ได้  (Adachi; et al. 2001: 1130-1136, Lee; Lee; & Söderhäll. 
2004: 490-496) จากคุณสมบตัขิอง phenol oxidase มหีน้าที่เกี่ยวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเอง
ของครสัเตเชียน บ่งชี้ว่า hemocyanin น่าจะเป็นโปรตีนที่มหีน้าที่เกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกัน
ตนเองของครสัเตเชียนเช่นกันและจากการศึกษาในกุ้งชนิดต่างๆ เช่น P. monodon และ P. 
japonicus พบว่ า hemocyanin มีคุณ สมบัติ ใน การต่อต้ าน เชื้ อ ไวรัส  (non-specific antiviral 
properties) (Rattanarojpong; et al. 2007: 3809–3814, Pan; et al. 2005: 103–112) โดยพบว่า
กุง้ทีต่ดิเชือ้ไวรสัจะมกีารแสดงออกของ hemocyanin สงูขึน้  
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ส าหรบัการศกึษาเกีย่วกบัการก าจดัไวรสัออกจากตวักุง้กา้มกรามและการเปลีย่นแปลงของ

พารามเิตอรต่์างๆ ในระบบภูมคิุม้กนั ในปี 2008 Sarathi และคนอื่นๆ พบว่ากุ้งก้ามกรามโตเตม็วยั

สามารถก าจดัไวรสั WSSV ออกจากร่างกายได้ (Sarathi; et al. 2008: 222-230) ต่อมาในปี 2010  

Ravi และคนอื่นๆ ทดลองน ากุ้งก้ามกรามโตเตม็วยัมาท าใหต้ดิเชือ้ไวรสั MrNV และ XSV พบว่ากุ้ง

กา้มกรามสามารถก าจดัไวรสัทัง้สองออกจากร่างกายไดเ้ช่นเดยีวกนั และเมื่อศกึษาพารามเิตอรข์อง

ระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ ในกุ้งที่ติดเชื้อ เช่น proPO, superoxide anion, superoxide dismutase 

(SOD), total hemocyte count (THC), clotting time และ hemocyanin พบว่า มีการแสดงออกที่

แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัในบางพารามเิตอรท์ี่ช่วงวนัแรกๆ ของการตดิเชื้อและกลบัมาแสดงออก

ปกตใินช่วงต่อมา (Ravi; et al. 2010: 428–433) แต่กลไลการก าจดัเชือ้ดงักล่าวยงัไมม่ผีูศ้กึษาไว ้ 

จากทีก่ล่าวมาขา้งต้นจงึเป็นทีน่่าสนใจว่ากลไกของระบบภูมคิุม้กนัของกุ้งก้ามกรามในการ

ก าจดัเชื้อต่างๆ เป็นอย่างไร การวจิยันี้จงึเริม่ศกึษาเกี่ยวกบัยนีและหน้าที่ของโปรตนี Toll receptor 

และ hemocyanin ในกุ้งก้ามกราม ซึ่งการศึกษาวจิยันี้ เป็นการศึกษาวจิยัแรกของยนีทัง้สองในกุ้ง

ก้ามกราม และคาดว่าการศกึษาเกี่ยวกบัการแสดงออกและหน้าที่ของยนีทัง้สองโดยการใช้เทคนิค

ต่างๆ จะช่วยให้เขา้ใจถงึบทบาทและหน้าทีข่อง Toll receptor และ hemocyanin ในกุ้งก้ามกรามได้

ดียิ่งขึ้น อันจะน าไปสู่การป้องกันการติดเชื้อต่าง ๆ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการ

เพาะเลีย้งกุง้กา้มกรามในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarathi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18603447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarathi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18603447
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ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั  
1. เพื่อแยกและศกึษาองคป์ระกอบของยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม 
2. เพื่อศกึษาความสมัพนัธท์างววิฒันาการของ Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม 
3. เพื่อศกึษาหน้าทีแ่ละการแสดงออกของ Toll receptor ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกรามปกตแิละ 
    กุง้กา้มกรามทีท่ าใหต้ดิเชือ้แบคทเีรยี Aeromonas caviae  
4. เพื่อศกึษาหน้าทีแ่ละการแสดงออกของ hemocyanin ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกรามปกตแิละ    
    กุง้กา้มกรามทีท่ าใหต้ดิเชือ้ไวรสั MrNV  
5. เพื่อศกึษาหน้าทีข่อง Toll receptor โดยใชก้ระบวนการ RNA interference (RNAi) 
6. เพื่อศกึษาคุณสมบตักิารตา้นแบคทเีรยีของ hemocyanin  

 
ควำมส ำคญัของกำรวิจยั 
 การศกึษาวจิยันี้เป็นการศกึษาวจิยัแรกของยนีทัง้สองในกุ้งก้ามกรามและคาดว่าการศกึษา
เกี่ยวกบัการแสดงออกและหน้าที่ของยนีทัง้สองโดยการใชเ้ทคนิคต่างๆ จะช่วยใหเ้ขา้ใจถงึบทบาท
และหน้าที่ของ Toll receptor และ hemocyanin ในกุ้งก้ามกรามได้ดียิง่ขึ้น ซึ่งน่าจะน าไปสู่ความ
เข้าใจด้านระบบภูมคิุ้มกนัในกุ้งก้ามกราม อันจะน าประโยชน์มาสู่อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้ง
กา้มกรามในอนาคต 
 
ขอบเขตของกำรวิจยั 
1. ท าการแยกยนี Toll receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกราม โดยการใช ้degenerate  
    primers และ วธิ ีrapid amplification of cDNA ends (RACE) จากนัน้วเิคราะหบ์รเิวณ   
    conserved domain และองคป์ระกอบต่างๆ ของยนีทัง้สอง  
2. ศกึษาความสมัพนัธท์างววิฒันาการของ Toll receptor และ hemocyanin เทยีบกบักุง้ชนิดอื่นๆ  
   หรอืในสตัวม์กีระดกูสนัหลงั โดยใชข้อ้มลูจาก amino acid sequence ในการสรา้ง phylogenetic  
   tree 
3. ศกึษาการแสดงออกของยนี Toll receptor ในกุง้กา้มกรามปกตแิละกุง้ก้ามกรามที ่challenge  
   ดว้ยเชือ้แบคทเีรยี A. caviae ทีร่ะยะเวลาต่างๆ โดยวธิ ีRT-PCR  
4. ศกึษาการแสดงออกของยนี hemocyanin ในกุง้กา้มกรามปกตแิละกุง้ก้ามกรามที ่challenge ดว้ย 
    เชือ้ไวรสั MrNV ทีร่ะยะเวลาต่างๆ โดยวธิ ีquantitative real-time PCR (qPCR) 
5. ศกึษาหน้าทีข่อง Toll receptor โดยกระบวนการ RNA interference (RNAi) เพื่อดกูารตอบสนอง   
   ต่อการตดิเชือ้แบคทเีรยี หากไม่ม ีToll receptor ในกุ้งกา้มกราม 
6. ศกึษาคุณสมบตักิารตา้นแบคทเีรยีชนิดต่างๆ ของรคีอมบแินนทฮ์โีมไซยานินบรเิวณปลาย C      
   (Ig-like domain)  
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สมมติฐำนกำรวิจยั 
1. การแสดงออกของยนี Toll receptor อาจเพิม่สงูขึน้หลงัจากทีกุ่ง้ตดิเชือ้แบคทเีรยี การยบัยัง้การ   
    แสดงออกของยนี Toll receptor อาจส่งผลใหกุ้ง้มอีตัราการตายเพิม่สงูขึน้เมือ่เทยีบกบักุง้ทีไ่มไ่ด้ 
    ถูกยบัยัง้ ภายหลงัการ challenge ดว้ย A. caviae  
2. การแสดงออกของยนี hemocyanin อาจเพิม่สงูขึน้หลงัจากทีกุ่้งตดิเชือ้ไวรสั และ บรเิวณปลาย C  
    ของ hemocyanin น่าจะมคีุณสมบตักิารตา้นเชือ้แบคทเีรยี 
 
ผลท่ีคำดว่ำจะได้รบัจำกงำนวิจยัน้ี 
1. สามารถแยกยนีและวเิคราะหบ์รเิวณ conserved domain และองคป์ระกอบต่างๆ ของ Toll  
    receptor และ hemocyanin ของกุง้กา้มกรามได ้
2. ทราบความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการในระดบัโมเลกุลของ Toll receptor และ hemocyanin เทยีบ 
    กบัโปรตนีทัง้สองในกุง้ชนิดอื่นๆ หรอืในสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัชนิดอื่นๆ  
3. สามารถศกึษาการแสดงออกของยนี Toll receptor ในกุง้กา้มกรามปกตแิละกุง้กา้มกรามที ่ 
    challenge ดว้ยเชือ้แบคทเีรยี A. caviae ทีร่ะยะเวลาต่างๆ ได ้
4. สามารถใชเ้ทคโนโลย ีRNAi ในการศกึษาหน้าทีข่อง Toll receptor เพื่อดกูารตอบสนองต่อการ 
   ตดิเชือ้แบคทเีรยี A. caviae  
5. ทราบการแสดงออกของ hemocyanin โดยวธิ ีquantitative real-time PCR (qPCR) เพื่อดกูาร 
    ตอบสนองต่อการตดิเชือ้ไวรสัในกุง้กา้มกราม 
6. ทราบถงึฤทธิต์า้นเชือ้แบคทเีรยีจากบรเิวณปลาย C ของ hemocyanin   
 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

กุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) 
   ลกัษณะของโดยทัว่ไปของกุ้งก้ามกราม 
 กุ้ งก้ ามกราม (ชื่ อวิทยาศาสตร์: Macrobrachium rosenbergii; ชื่ อสามัญ  giant 

freshwater prawn) เป็นกุ้งน ้ าจืดขนาดใหญ่ อยู่ในวงศ์ Palaemonidae มีชื่อเรยีกที่ต่างออกไป
มากมาย เช่น "กุ้งแม่น ้า", "กุ้งหลวง" ขณะที่กุ้งตวัเมยีที่มขีนาดล าตวัเล็กกว่า เรยีก "กุ้งนาง" กุ้ง
ก้ามกรามมีเปลือกสีเขียวอมฟ้าหรือม่วง ก้ามยาวสีม่วงเข้ม ตลอดทัง้ก้ามมีปุ่ มตะปุ่ มตะป ่ า 
(ภาพประกอบ 1) ตามธรรมชาติอาศัยในแม่น ้า ล าคลอง พบได้แทบทุกจงัหวดัในภาคกลางและ
ภาคใต้ ทัง้ในน ้าจดืและน ้ากรอ่ย วางไข่ในน ้ากร่อยทีเ่คม็จดั อาหารของกุ้งก้ามกราม ไดแ้ก่ ไสเ้ดอืน 
ตวัอ่อนของลูกน ้า ลูกไร ลูกปลาขนาดเล็ก ซากของสตัว์ต่างๆ และในบางโอกาสก็กินพวกเดียว
กนัเอง พบชุกชุมท าใหจ้บังา่ย โดยเฉพาะในฤดูหนาว ดว้ยสภาพแวดลอ้มทีเ่ปลีย่นไปในปัจจุบนั ท า
ให้ปรมิาณในธรรมชาตลิดน้อยลง เมื่อมกีารพฒันาเทคโนโลยกีารผสมพนัธุ์กุ้ง ประเทศไทยจงึเริม่มี
การเพาะเลีย้งกุ้งก้ามกรามตัง้แต่ปี พ.ศ. 2520 (New. 2010) ตัง้แต่นัน้มาเกษตรกรสามารถผลติกุ้ง
กา้มกรามไดเ้พิม่ขึน้จากประมาณ 400 ตนัในปี พ.ศ. 2523 เป็นมากกว่า 30,000 ตนัในปี พ.ศ. 2551 
(กรมประมง. 2553) (Uthairat; & Orapint. 2012: 1015-1022) จากการทีกุ่้งก้ามกรามเป็นทีต่อ้งการ
ของตลาด จงึมรีาคาสูงและกุ้งก้ามกรามตามธรรมชาติมปีรมิาณน้อย ปัจจุบนัจงึมกีารเพาะเลีย้งกุ้ง
ก้ามกรามในทุกภาคของประเทศ โดยพื้นที่ภาคกลางจะเป็นแหล่งเพาะพนัธุ์กุ้งก้ามกรามที่ส าคญั 
เนื่องจากเป็นพืน้ทีท่ีม่คีวามอุดมสมบูรณ์ และมแีหล่งน ้าทีม่คีวามเหมาะสม จงัหวดัทีม่กีารเพาะเลีย้ง
มากที่สุดคอื จงัหวดัสุพรรณบุร ีนครปฐม และราชบุรี ส่วนภาคตะวนัออกเฉียงเหนือเพาะเลี้ยงที่
จงัหวดักาฬสนิธุ ์รอ้ยเอด็ ภาคเหนือเพาะเลีย้งที่จงัหวดัเชยีงราย ปรมิาณการผลติกุ้งก้ามกรามส่วน
ใหญ่มาจากการเพาะเลีย้งถงึรอ้ยละ 88 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2554: 1) 
 

 อนุกรมวิธานของกุ้งก้ามกราม  
          Phylum Arthropoda  
                Class Crustacea 
                        Order Decapoda  
                          Suborder Natantia 
                            Family Palaemonidae 
                              Genus Macrobrachium 
                                Species rosenbergii 
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ภาพประกอบ 1 กุง้กา้มกราม (M. rosenbergii) 
 

ทีม่า: Michael, B. N. (2002). Farming freshwater prawns. A manual for the culture 
of the giant river prawn Macrobrachium rosenbergii. p.8. 
 

การผสมพนัธุว์างไข่       
 กุง้กา้มกรามสามารถผสมพนัธุแ์ละวางไข่ไดต้ลอดปี การผสมพนัธุจ์ะเกิดเมื่อตวัเมยีลอก
คราบและจะปล่อยฟีโรโมนดงึดูดตวัผูใ้ห้เขา้หาเพื่อผสมพนัธุใ์นขณะที่เปลอืกยงัอ่อนอยู่ ตวัผู้จะเขา้
ผสมโดยให้น ้าเชื้อตวัผู้ชึง่มลีกัษณะคลา้ยสารเหนียวไปตดิอยู่กบัส่วนหน้าอกระหว่างขาเดนิของตัว
เมยี หลงัจากผสมพนัธุ์แล้ว 6-10 ชัว่โมง กุ้งก้ามกรามตวัเมยีจะเริม่วางไข่ ตวัเมยีจะวางไข่บรเิวณ
หน้าทอ้งระหว่างขาว่ายน ้า โดยขาว่ายน ้าจะท าหน้าทีโ่บกพดัน ้าใหไ้หลผ่านเพื่อเพิม่ออกซเิจนใหแ้ก่
ไข่ ปกติแล้วกุ้งตวัเมยีน ้าหนัก 80 กรมั สามารถผลติไข่ได้ประมาณ 80,000 ถงึ 100,000 ฟอง/ตวั 
ไข่ที่ติดขาว่ายน ้าในระยะแรกๆ มสีเีหลืองอมส้มมขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6-0.8 มลิลเิมตร มี
รายงานว่าไข่มกีารพฒันาไปจนมอีวยัวะครบทุกส่วนภายในเปลอืกไข่ ขณะเดยีวกนัถ้าสงัเกตจาก
ภายนอกจะเหน็สขีองไขเ่ปลีย่นแปลงไปจนกระทัง่ระยะสุดทา้ยเปลีย่นเป็นสเีทาด า และรปูร่างของกุ้ง
พบังอภายในเปลอืกไข่สามารถมองเหน็ดว้ยตาไดช้ดัเจน ตวัเมยีทีอ่ยู่ในวยัเจรญิพนัธุส์ามารถวางไข่
ได ้2 ครัง้ ในระยะ 5 เดอืน ดงันัน้ใน 1 ปี กุ้งก้ามกรามอาจวางไข่ไดถ้งึ 3-4 ครัง้ ไข่ทีผ่สมแลว้จะฟัก
ภายใน 19-20 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ26-28 องศาเซลเซยีส ลกูกุง้ทีฟั่กใหม่ๆ ในระยะกุง้วยัอ่อน เป็นพวกที่
ชอบแสงมกัว่ายไปขา้งหลงัในท่าตลีงักาเฉียงคลา้ยลกูยงุ (Michael. 2002) 
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การพฒันาและการเจริญเติบโตของตวัอ่อน 
              หลงัจากไข่ได้รบัการผสมจากเชื้อตวัผู้แล้วจะมกีารแบ่งตวัของเซลล์เพิม่ขึน้เรื่อยๆ จน
เป็นอวยัวะต่างๆ เกอืบสมบูรณ์ แลว้จงึฟักออกจากไข่ ใชร้ะยะเวลาประมาณ 19 วนั ยงัมลีกัษณะไม่
เหมอืนพ่อแม่ ล่องลอยไปตามกระแสน ้า จากนัน้จะเจรญิเตบิโตดว้ยการลอกคราบอีก 12 ครัง้ จงึจะ
มลีกัษณะเหมอืนพ่อแม่ การลอกคราบแต่ละครัง้จะใช้เวลา 1-5 วนั ซึ่งจะมรีูปร่างเปลีย่นไปทุกครัง้
จนถึงระยะสุดท้ายที่เรยีกว่า ตัวอ่อนวยัสุดท้าย (post larva) ลูกกุ้งจะมลีกัษณะเหมอืนพ่อแม่ทุก
ประการ ล าตัวใส สามารถควบคุมการทรงตัวในการว่ายน ้ าได้ และจะเกาะอยู่พื้นหรอืขอบบ่อ  
(Fisheries and aquaculture department. 2002) 
 
ระบบภมิูคุ้มกนัของสตัวก์ลุ่มครสัเตเชียน          

 สตัว์กลุ่มครสัเตเชยีน เช่น กุ้ง (shrimp) กัง้ (mantis shrimp) และปู (crab) เป็นสตัว์ที่มี
เปลอืกนอกแขง็และไม่มกีระดูกสนัหลงั จงึต้องมรีะบบป้องกนัตวัทีม่ปีระสทิธภิาพ เพื่อไม่ใหเ้ชือ้ โรค
เข้ามาบุกรุกท าลายอวยัวะต่างๆ ของร่างกายในขณะที่เกิดบาดแผลหรอืในช่วงที่มีการลอกคราบ 
ระบบภูมิคุ้มกันของครสัเตเชียนจดัเป็นภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immunity) โดยแบ่ง
ออกเป็น 2 ระบบคอื ระบบภูมคิุ้มกนัที่อาศยัเซลล ์(cellular immunity system) และระบบภูมคิุ้มกนั
ในน ้าเลอืด (humoral immunity system) (Flegel; & Sritunyalucksana. 2011: 587–607) 

 
 ระบบภมิูคุ้มกนัท่ีอาศยัเซลล ์

     ระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์มักใช้ hemocyte กลืนกินจุลินทรีย์ที่มาบุกรุกโดยวิธี
phagocytosis, nodule formation, apoptosis และ encapsulation (จรพีร. 2546, Iwanaga; & Lee. 
2005: 128–150) โดย hemocyte ชนิดต่างๆ จะท าหน้าทีแ่ตกต่างกนั เช่น phagocytosis จะเกดิขึน้
จากการท างานของ hyaline cells ซึ่งจดัเป็นด่านแรกในการป้องกนัการบุกรุกของเชื้อจุลชพีไม่ให้
ผ่านเขา้สู่ร่างกาย โดยจะก าจดัสิง่แปลกปลอมที่มขีนาดเลก็และมจี านวนไม่มากนัก เช่น โปรโตซวั 
แบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัสที่บุกรุกผ่านชัน้ผิวปกคลุมเข้าสู่ตัวกุ้ง  โดย hyaline cells จะยื่น
cytoplasm ไปโอบล้อมจุลชพี จากนัน้ lysozome จะหลัง่สารต้านแบคทเีรยีและ hydrolytic enzyme 
หลงัจากนัน้จงึปล่อยส่วนทีถู่กยอ่ยสลายแลว้ออกสู่นอกเซลล ์ส าหรบั nodule formation จะเกดิเมือ่มี
เชื้อโรคเป็นจ านวนมาก โดยการน าสิง่แปลกปลอมเขา้มาตรงกลางเซลล์ hemocyte หลายๆ เซลล ์
ส่วน encapsulation โดย semigranular cells จะเกิดเมื่อมีสิ่งแปลกปลอมขนาดใหญ่ เช่น ปรสิต 
(เอือ้มมนสั. 2545)  

 
 
 
 

http://www.fao.org/fishery/
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       ชนิดของเมด็เลอืดกุง้มดีว้ยกนั 3 ชนิด คอื 
             1. agranulocyte หรอื hyalin cell เป็น hemocyte ทีม่รีปูร่างแบน กลม ผวิเรยีบ 
บางครัง้พบว่ามลีกัษณะคลา้ยกระสวย มนีิวเคลยีสขนาดใหญ่อยูก่ลางเซลล ์ม ี cytoplasm น้อย พบ 
กรานูลภายในเซลลน้์อยหรอืไมพ่บเลย เป็น hemocyte ทีม่ขีนาดเลก็ทีสุ่ด ขนาดของเซลลย์าว 6.8-
13.6 ไมครอน กวา้ง 6.4-8.3 ไมครอน เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5-6 ไมครอน เซลลช์นิดนี้สามารถท าลาย
สิง่แปลกปลอมในรา่งกายของกุง้โดย phagocytosis (Kondo; et al. 1998: 421-427) 
             2. semigranular hemocyte เป็น hemocyte ทีพ่บลกัษณะของเมด็กรานูลขนาดเลก็
อยูใ่นเซลลใ์นปรมิาณทีไ่มม่าก มรีปูรา่งหลายแบบคอื รปูร่างกลม รปูไข ่ รปูกระสวย เซลลม์ขีนาด
ความยาว 9.0-14.2 ไมครอน กวา้ง 4.2-6.8 ไมครอน เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 7-10 ไมครอน เซลลช์นิดนี้
จะท าหน้าทีจ่ดจ าและตอบสนองต่อสิง่แปลกปลอมทีเ่ขา้สู่รา่งกายโดยการยอ่ยสารทีอ่ยูใ่นกรานูลและ
จบัสิง่แปลกปลอมโดยการเกดิ nodule formation (Söderhäll; & Cerenius. 1998: 23-28)  
             3. granulocyte หรอื large granular hemocyte เป็น hemocyte ทีม่ขีนาดใหญ่ทีสุ่ด
และม ี กรานูลขนาดใหญ่จ านวนมากอยูใ่น cytoplasm เซลลม์ขีนาดความยาว 12.2-14.6 ไมครอน 
กวา้ง 7.2-7.8 ไมครอน เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 8-10 ไมครอน มหีน้าทีห่ลกัในการกระตุน้ระบ proPO 
โดยเป็นแหล่งเกบ็เอนไซม ์ prophenol oxidase ทีอ่ยูใ่น cytoplasm (Johansson; & Söderhäll. 
1989: 171-176) 
 

ระบบภมิูคุ้มกนัในน ้าเลือด  
                นอกจากการท างานของเมด็เลอืดในการก าจดัท าลายสิง่แปลกปลอมแล้ว น ้าเลอืดของ
กุง้ ยงัมสีารประกอบทางชวีเคม ีทีม่พีษิต่อเชือ้ก่อโรคอกีหลายชนิด สารชวีเคมเีหล่านี้เรยีกรวมกนัว่า 
สารน ้ า (humoral defenses) ได้แก่ ฤทธิต์้านแบคทีเรีย (antibacterial activity), แอคกลูตินิน 
(agglutinin), สารคล้ายไซโตไคน์ (cytokine-like), โมดูเลเตอร ์(modulator), เลคติน (lectin), ไลโซ
ไซม ์(lysozyme) และสารที่เกี่ยวขอ้งกบัการแขง็ตวัของเลอืด (clotting factor) เป็นต้น ตวัอย่างการ
ท างานของระบบภูมคิุ้มกนัในน ้าเลอืด เช่น เลคตนิ (lectin) เป็นไกลโคโปรตนี ที่สามารถจดจ าและ
จบักบัคารโ์บไฮเดรตได้อย่างจ าเพาะและป้องกนัการติดเชื้อต่างๆ เนื่องจากเลคตนิสามารถจบักบั
คารโ์บไฮเดรตและโครงสรา้งที่ซบัซอ้นของผนังเซลลแ์บคทเีรยีได้ จงึเป็นตวัการส าคญัในระบบการ
รบัรูถ้งึการบุกรุกของสิง่แปลกปลอมในกุ้ง (Ratcliffe; et al. 1985: 183-350) Vazquez และคนอื่นๆ 
(1993) พบว่า เลคตนิของกุ้งก้ามกราม สามารถท าให้เกดิการเกาะกลุ่มของแบคทเีรยีแกรมลบและ
แบคทเีรยีแกรมบวกได ้เนื่องจากเลคตนิสามารถจบั O-keto และ O-methyl ของน ้าตาลและอนุพนัธ์
ของน ้าตาลที่มหีมู่อะซิติล (acetyl group) จากโพลแิซคคาร์ไรด์บนผนังเซลล์แบคทีเรยีเหล่านี้ได้ 
ส่วนไลโซไซมเ์ป็นเอนไซมท์ีท่ าใหผ้นังเซลลแ์บคทเีรยีแกรมบวกแตกออกแต่ไม่สามารถท าลายผนัง
เซลลข์องแบคทเีรยีแกรมลบได ้ 
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ระบบภูมิคุ้มกันในน ้ าเลือดมีบทบาทที่ส าคัญอีกกระบวนการหนึ่ง คือ proPO เป็น
กระบวนการสรา้งเมด็สดี าที่เรยีกว่า เมลานิน (melanin pigment) โดย melanin จะเป็นตวัท าลายสิง่
แปลกปลอมที่อยู่ใน hemocyte ระบบ proPO จะท างานโดยอาศัยองค์ประกอบของเอนไซม์ 
prophenol oxidase ซึ่งจะพบได้ใน ชนิด semigranular และ granuocyte โดยจะมกีารเก็บเอนไซม์
ไว้ในเมด็กรานูลที่อยู่ใน cytoplasm การท างานของระบบจะเริม่ต้นเมื่อ hemocyte ที่มกีรานูลถูก
ก ระ ตุ้ น ด้ ว ยผนั ง เซ ล ล์ข อ งจุ ลิน ท รีย์ที่ มี อ งค์ ป ระกอบ จ าพ วก ไล โป โพ ลีแซ คค าไรด ์
(lipopolysaccharide, LPS), เปปทโิดไกลแคน (peptidoglycan, PG) และ เบต้า -1,3 กลูแคน (β-1-
3-glucan, BG) จบักับตัวรบับนผิวเซลล์ของ hemocyte โดยอาศัยโมเลกุลจดจ าที่จ าเพาะ ได้แก่ 
โปรตีนที่จบัจ าเพาะกับเบต้า -1,3 กลูแคน (BGBP; β-1-3-glucan binding protein) และโปรตีนที่
จ าเพาะกบัไลโปโพลแีซคคาไรด์และเบต้า -1,3 กลูแคน (LGBP; LPS- และ β-1-3-glucan binding 
protein) (Duvic; & Söderhäll. 1990: 27-32, Lee; Wang; & Söderhäll. 2000: 1337-1343) 
จากนัน้จะชกัน าให้เกิดปฎิกิรยิาต่างๆ ตามมา เช่น การแผ่ขยายและการสลายกรานูลของเซลล์ 
hemocyte (Barracco; Duvic; & Söderhäll. 1991: 491-497) สนับสนุนให้ agranulocyte มีอัตรา
การกลืนกินเร็วขึ้น  (Thornqvist; Johansson; & Söderhäll. 1994: 3-12) การสลายของเซลล์ 
hemocyte ชนิด granular ท าให้เกดิการหลัง่สารที่เป็นองคป์ระกอบของระบบ proPO และสารอื่นๆ 
ที่ส าคญัในการป้องกนัตวัออกมาจากกรานูล    การกระตุ้นระบบ proPO ถูกควบคุมด้วยเอนไซม ์
serine proteinase  (Söderhäll. 1982: 601-611, Söderhäll; & Cerenius. 1998: 23-28) และเรยีก
เอนไซม์นี้ ว่า ppA (prophenoloxidase activating enzyme) โดยเอนไซม์ ppA เป็น trypsin-like 
proteinase ซึง่ถูกเกบ็ไวใ้นรปู inactive ภายในกรานูล เอนไซมน์ี้จะหลัง่ออกมาพรอ้มกบั prophenol 
oxidase และเปลี่ ยน เป็ น รูป  active ที่ ส ามารถ เปลี่ ยน โปรตีน  prophenol oxidase ไป เป็ น
phenoloxidase; PO (Aspan; & Söderhäll. 1991: 363-373, Aspan;  et al. 1995: 932-943) 
เอนไซม์ PO เป็นเอนไซม์ที่มคีวามส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์ melanin ซึ่งเป็นพษิต่อจุลชพี 
สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีได ้(Söderhäll; & Cerenius. 1998: 23-28, Knaap. 1993) 
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การศึกษาเก่ียวกบัภมิูคุ้มกนัและการก าจดัไวรสัในกุ้งก้ามกราม 
การศึกษาเกี่ยวกับการก าจัดไวรัสออกจากกุ้งก้ามกรามและการเปลี่ยนแปลงของ

พารามเิตอรต่์างๆ ในระบบภูมคิุม้กนั โดยในปี 2008 Sarathi และคนอื่นๆ ทดลองน ากุง้ก้ามกรามโต
เต็มวยัมาท าให้ติดเชื้อไวรสั WSSV จากนัน้เก็บตัวอย่าง  gill, pleopods, head soft tissue และ 
hemolymph โดยเกบ็ทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากฉีดเชือ้ถงึวนัที ่1, 3, 5, 10, 25, 50, 75 และ 100 จากนัน้
น าไปตรวจหาเชื้อไวรสัด้วยวิธี PCR และ nested-PCR พบว่าในวันที่ 3 หลังจากฉีดเชื้อ กุ้ง
ก้ามกรามมลีกัษณะเซื่องซมึและไม่กนิอาหารซึ่งต่างจากกลุ่มควบคุมที่กนิอาหารเป็นปกติ และใน
ระหว่างการทดลอง (ระยะเวลา 100 วนั) กุ้งก้ามกรามทีต่ดิเชือ้ WSSV ไม่มกีารตาย จากผลการท า 
PCR เพื่อตรวจหาเชือ้ WSSV แสดงใหเ้หน็ว่า อวยัวะกุง้ก้ามกรามทีต่ดิเชือ้ทุกอวยัวะ จะใหผ้ลบวก
ในวนัที ่1, 3 และ 5 แต่ใหผ้ลลบตัง้แต่วนัที ่10 เป็นต้นไป ส่วนผลการท า nested PCR แสดงใหเ้หน็
ว่า ทุกอวยัวะของกุง้กา้มกรามทีต่ดิเชือ้จะใหผ้ลบวกในวนัที ่3 ถงึ 25 ส่วนในวนัที ่50 เฉพาะเนื้อเยื่อ
ส่วนหวัเท่านัน้ที่ให้ผลบวก และตัง้แต่วนัที่ 75 จนถึงวนัที่ 100 พบว่ากุ้งก้ามกรามสามารถก าจดั
ไวรสัออกจากร่างกายได้ เมื่อศึกษาพารามิเตอร์ของระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ ในกุ้งที่ติดเชื้อ เช่น 
proPO, superoxide anion และ clotting time พบว่ากุ้งที่ตดิเชื้อมกีารแสดงออกสูงกว่ากลุ่มควบคุม 
ขณะที่ THC และ SOD มกีารแสดงออกลดลง (Sarathi; et al. 2008: 222-230) ซึง่สอดคลอ้งกบัผล
การทดลองของ Ravi และคนอื่นๆ ที่ทดลองน ากุ้งก้ามกรามโตเต็มวยัมาท าให้ตดิเชื้อไวรสั MrNV 
และ XSV จากนัน้สุ่มเกบ็ตวัอย่างอวยัวะต่างๆ คอื  gill , head soft tissue, pleopods และ gut โดย
เกบ็ที่เวลาต่างๆ หลงัจากฉีดเชื้อถงึวนัที่ 3, 5, 10, 25, 50, 75 และ 100 จากนัน้น าไปตรวจหาเชื้อ
ไวรสัทัง้สองด้วยวธิ ีRT-PCR และ nested RT-PCR พบว่าช่วงระยะเวลา 100 วนั ของการทดลอง 
ไวรสัทัง้ 2 ชนิดนี้ ไม่สามารถท าให้เกดิอาการทางคลนิิกหรอืการตายในกุ้งโตเตม็วยั นอกจากนี้ผล
ของ  RT-PCR แสดงใหเ้หน็ว่าทุกอวยัวะของกุ้งใหผ้ลบวกกบัเชื้อไวรสัทัง้สองในวนัที่ 3, 5 และ 10 
และให้ผลบวกด้วยวธิ ีnested RT-PCR ในวนัที่ 15 และ 20 แต่ทุกอวยัวะจะให้ผลลบในวนัที่ 25 
เป็นตน้ไป เมือ่ศกึษาพารามเิตอรข์องระบบภูมคิุม้กนัต่างๆ ในกุ้งทีต่ดิเชือ้ เช่น proPO, superoxide 
anion, SOD, THC, clotting time และ oxyhemocyanin พบว่า มกีารแสดงออกที่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัในบางพารามเิตอรท์ี่ช่วงวนัแรกๆ ของการตดิเชื้อและกลบัมาแสดงออกปกตใินช่วงต่อมา 
(Ravi; et al. 2010: 428–433)  

แต่อย่างไรก็ตามในงานวิจยัทัง้ 2 นี้ไม่ได้มีการศึกษาโมเลกุลอื่นที่เกี่ยวข้องกับระบบ
ภูมคิุ้มกัน เช่น Toll receptor ซึ่งอาจเป็นพารามเิตอร์หนึ่งที่น่าสนใจและมคีวามส าคัญต่อระบบ
ภมูคิุม้กนัของกุง้ดว้ย  

 
 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarathi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18603447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarathi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18603447
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Toll-like receptor; TLR และ Toll receptor; Toll 
โมเลกุลของ Toll พบครัง้แรกในแมลงหวี ่ Drosophila melanogaster (dToll) ท าหน้าที่

เกีย่วขอ้งกบั embryonic patterning และการตอบสนองทางระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิด (Belvin; 
& Anderson. 1996: 393–416) โดยมคีุณสมบตัเิป็น antifungal และ anti Gram-positive bacterial 
activity (Lemaitre; et al. 1996: 973-983, Lemaitre; et al. 1997: 14614-14619) ส่วนในยงุ 
Aedes aegypti พบว่า มคีุณสมบตั ิ antiviral activity (Xi; et al. 2008)  หลงัจากคน้พบ Toll 
receptors ไดไ้มน่าน Akira และคนอื่นๆ สามารถแยกยนีทีจ่ดัอยูใ่นตระกูลเดยีวกบั Toll และใหช้ื่อ
ว่า Toll-like receptors (TLRs)  โดยแยกไดจ้ากจโีนมของสตัวม์กีระดกูสนัหลงั (Akira; Uematsu; & 
Takeuchi. 2006: 783–801) และพบว่า TLRs มโีครงสรา้งและการท างานคลา้ยกบั Toll receptor 
จาก Drosophila species  

TLRs เป็นหนึ่งในสมาชิกของกลุ่มตัวรบั pattern recognition receptors (PRR) จดัเป็น
ศูนย์กลางของระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด  นอกจากนี้ย ังเป็นตัวกลางเชื่อมระหว่างระบบ
ภูมคิุ้มกนัที่มมีาแต่ก าเนิดกับระบบภูมคิุ้มกนัแบบจ าเพาะเจาะจง (Akira; & Takeda. 2004: 499–
511) โดย TLRs สามารถตอบสนองต่อแบคทีเรยีผ่านการผลิต proinflammatory cytokines และ 
chemokines จากนั ้นจะส่งสัญญาณเป็นล าดับขัน้ ไปกระตุ้นการท างานของระบบ antigen 
presentation (Akira; & Takeda. 2004: 499–511, Akira; Uematsu; & Takeuchi. 2006: 783–
801) TLRs จดัอยู่ใน class I receptors ซึ่งประกอบด้วยสายของ α-helix 1 สาย (ภาพประกอบ 2) 
TLRs จะจดจ าและตอบสนองต่อองค์ประกอบต่างๆ ของแบคทีเรีย  ไวรัส และ เชื้อรา เช่น  
lipopolysaccharide (LPS)  ซึ่งเป็นองค์ประกอบของ outer membrane ในแบคทีเรียเเกรมลบ 
peptidoglycan เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ในแบคทเีรยีแกรมบวก single-stranded (ss) RNA 
และ double-stranded (ds) RNA จากเชือ้ไวรสั  สมาชกิในตระกูล TLRs มกัพบอยูบ่นผวิเซลลท์ีเ่ป็น
กลุ่มเซลล์ที่มาจากระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิดและเซลล์ที่ไม่เกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกัน เช่น 
neutrophils, monocytes, macrophages, dendritic cells, B-cells, NK (natural killer) cells, 
fibroblast cells, epithelial cells และ endothelial cells. (Iwasaki; & Medzhitov. 2004: 987-995) 
โดย TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 และ TLR6 จะแสดงออกบนผวิเซลล์ ขณะที่ TLR3, TLR7, TLR8 
และ TLR9 จะแสดงออกภายใน endosomes (Himansh; Taro; & Shizuo. 2009: 1–16)  

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8808632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9405661
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โครงสร้างของ Toll family receptors 
                   สมาชกิของตระกูล Toll และ TLR จะมโีครงสรา้งทีม่กีารอนุรกัษ์รว่มกนั 3 บรเิวณ คอื  
transmembrane glycoproteins ซึง่จะอยู่ระหว่าง membrane ของเซลล ์ บรเิวณ extracellular 
domain และ cytoplasmic signaling domain ซึง่จะอยูภ่ายในเซลล ์(Rock; et al..1998: 588–593)  
บรเิวณ extracellular domain ซึ่งจะอยู่ภายนอกเซลล์ (ectodomains) พบองค์ประกอบของกลุ่ม
กรดอะมิโน 24 หน่วยเรยีงตัวซ ้าๆ กัน ที่เรยีกว่า  leucine-rich repeat (LRR) (ภาพประกอบ 3)  
และส่วนใหญ่จะพบโครงสรา้งของ cysteine-rich capping ที่ปลาย amino (N) และปลาย carboxyl 
(C) TLRs จะพบกลุ่มของ LRRs เพยีงกลุ่มเดยีว แตกต่างจาก dToll เพยีงเลก็น้อยคอื dToll จะพบ 
กลุ่มของ LRRs 2 กลุ่มต่อเนื่ องกัน ล าดับกรดอะมิโนบรเิวณ  LRR ของ TLRs จะเป็นบรเิวณ
อนุรกัษ์ของกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเป็น hydrophobic ที่มีการเรยีงตัวซ ้าๆ ร่วมกันและมีการ
จดัเรยีงกนัเป็นกลุ่มโดยมจี านวนกรดอะมโิน 24 หน่วย เรยีงเป็นล าดบัดงันี้  
 
                x-L-x-x-L-x-L-x-x-N-x-φ-x-x-φ-x-x-x-x-F-x-x-L-x  
 

     โดย  x แทนกรดอะมโินใดๆ , φ แทนกรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic,  L 
แทนกรดอะมโินลวิซนี (leucine) และ F แทนกรดอะมโินฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) แต่บางครัง้ 
F และ L จะถูกแทนทีด่ว้ยกรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic residues อื่นๆ (Bell; et al. 
2003: 528-533) ซึง่กรดอะมโิน 24 หน่วยน้ีจะเรยีงตวัซ ้ากนั 19-25 ซ ้า (Jessica ; et al. 2003: 
528-533) 
              กลุ่มของกรดอะมโินซ ้าๆ เหล่านี้ มกัจะพบในโปรตนีทีม่หีน้าทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการ
ต่ างๆ  ของเซลล์   ตั ้งแ ต่  RNA processing, transcriptional regulation จนถึง  cell adhesion, 
bacterial pathogenesis และ signal transduction (Buchanan; & Gay. 1996: 1–44) โครงสร้าง
ของแต่ละ LRR จะพับจนมีลักษณะโค้งเกลียวคล้ายเกือกม้า (horseshoe-shaped solenoid) 
ประกอบด้วยแผ่น β-sheet อยู่ภายในผิวหน้าของส่วนเว้าและ ligand-binding insertions ซึ่งเป็น
บริเวณที่จ ับกับ pathogen-associated molecular patterns (PAMP) แทรกอยู่ภายในส่วนเว้านี้   
ดังนัน้ล าดับกรดอะมิโนที่อนุรกัษ์ของ LRR จึงเป็นสิ่งจ าเป็นส าหรบัการคงรูปของโครงสร้างนี้ 
เนื่องจากบรเิวณอนุรกัษ์จะเป็นแกน (hydrophobic core) ของแต่ละ LRR (ภาพประกอบ 3) 

 
 
 
 
 

 



 14 

 
 

 
 
 
 
ภาพประกอบ 2 แสดงโครงสรา้งและความแตกต่างของ Toll และ TLR  
      โดยแสดงบรเิวณ extracellular, transmembrane และ cytoplasmic domains ของ (a) Toll   
      receptors (dToll) (b) TLR ซึง่จะเหน็ว่า dToll ประกอบดว้ยกลุ่มของ LRRs 2 กลุ่มทีบ่รเิวณ  
      ectodomain ขณะที ่TLR ม ีLRRs เพยีงกลุ่มเดยีว  
      C terminus หมายถงึ carboxyl terminus;  
      N terminus หมายถงึ amino terminus;  
      TIR domain หมายถงึ Toll/interleukin-1–receptor-containing domain 
 

ทีม่า: Nicholas J. Gay; Monique Gangloff ; & Alexander N. R. Weber. (2006) Toll-
like receptors as molecular switches. p. 694. 
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ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งปฐมภูม ิทุตยิภมู ิและ ตตยิภูม ิของ leucine-rich repeat (LRR) 
(a) บรเิวณอนุรกัษ์ของ LRR (กรดอะมโิน 10 ต าแหน่งแรกในกรอบสเีขยีว ซึง่อยูใ่นส่วนเวา้ของ

โครงสรา้งทุตยิภมู)ิ ซึง่เป็นโครงสรา้งของ LRR ทุกชนิด (ในกรอบสชีมพคูอืต าแหน่งของ
กรดอะมโิน ทีอ่ยูภ่ายนอกหรอืส่วนนูน ซึง่โครงสรา้งนี้จะขึน้อยูก่บัชนิดของรเีซปเตอรต่์างๆ) 
โดยแสดงบรเิวณอนุรกัษ์ของ LRR ของ TLRs, ribonuclease inhibitor (RI), CD42b เมือ่ x 
แทนกรดอะมโินใดๆ, L แทนกรดอะมโินลวิซนี (leucine) และ F แทนกรดอะมโินฟีนิลอะ
ลานีน (phenylalanine) แต่บางครัง้ F และ L จะถูกแทนทีด่ว้ยกรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น 
hydrophobic residues อื่นๆ กรดอะมโิน N ทีต่ าแหน่ง 10 บางครัง้อาจถูกแทนทีด่ว้ย C, S 
หรอื T 

(b,c) โครงสรา้งตตยิภมูขิอง RI (b) และ CD42b (c) โครงสรา้งโซลนิอยด ์(solenoid structures) 
ของรเีซบเตอรท์ัง้ 2 ชนิด เกดิจากการขดซ ้าไปมาของแต่ละ LRRs  

    (d,e) โครงสรา้งทุตยิภมูแิสดงไดอะแกรมของแต่ละซ ้าของ LRRs RI (d)  และ CD42b (e)    
           โครงสรา้งส่วนทีเ่ป็นลปูของทัง้สองยนีเป็นส่วนทีไ่มช่อบน ้า โดยส่วนสเีขยีวแทน β-strand    
           และบรเิวณ  variable แสดงในส่วนสชีมพู [สอดคลอ้งกบั (a)] 
 

ทีม่า:  Jessica, K. Bell.; et al. (2003). Leucine-rich repeats and pathogen recognition 
in Toll-like receptors. p. 530. 
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  LRR สามารถจบักับโครงสร้างโมเลกุลที่จ าเพาะหลายๆ ชนิดของเชื้อโรคที่เรยีกว่า 
PAMP ได้ โดย PAMP คอืกลุ่มองคป์ระกอบที่มลีกัษณะคงที ่ไม่ค่อยมกีารเปลีย่นแปลงและมคีวาม
จ าเป็นต่อการด ารงชวีติของเชื้อจุลนิทรยี์ทุกชนิด PAMP ม ีลกัษณะหลกั 3 ประการคอื 1) PAMP 
จะพบเฉพาะในเชื้อโรคเท่านัน้ ไม่พบในคนหรอืสตัว์ และยอมให้ระบบภูมคิุ้มกนัที่มมีาแต่ก าเนิด
ตรวจจบัว่าเป็นเชื้อโรคหรอืไม่เป็นเชื้อโรคได้ 2) PAMP จ าเป็นต่อการด ารงชีวติของเชื้อโรคหาก
หายไปหรอืมกีารกลายพนัธุไ์ปจะท าให้เชือ้โรคตายได ้ดงันัน้จงึมคีวามคงตวัสูง และ 3) PAMP ของ
เชือ้จุลนิทรยีต่์างๆ ในกลุ่มเดยีวกนัจะมลีกัษณะที่เหมอืนกนั จงึท าให้เซลล์สามารถใช้ TLRs เพยีง
ไมก่ี่ชนิดในการตรวจจบั PAMP ตวัอย่างของ PAMP เช่น peptidoglycan เป็นองคป์ระกอบของผนัง
เซลล์ในแบคทเีรยีแกรมบวกทุกชนิดจะจบักบั TLR2 LPS เป็นองค์ประกอบของ outer membrane 
พบในแบคทเีรยีชนิดแกรมลบเกอืบทุกชนิดจะจบักบั TLR2 และ TLR4 อารเ์อน็เอสายคู่ ซึง่ไม่พบใน
คนและสัตว์แต่มักพบในเชื้อไวรัสหลายๆ ชนิดจะจับกับ TLR3 และ flagellin ซึ่งเป็นโปรตีน
องค์ประกอบของ flagella ในแบคทเีรยีหลายชนิดจะจบักบั TLR5 เป็นต้น (Nicholas; Monique; & 
Alexander. 2006: 693-698) 

ใน LRR มกีารศกึษาที่คาดว่าส่วน side chains บรเิวณ variable residues ทีย่ ืน่ออกมา
จาก β-strand ของแต่ละ LRR ซึ่งโครงสรา้งนี้จะอยู่ที่ผวิหน้าของส่วนเว้า (concave) ของ solenoid 
จะเป็นส่วนทีจ่บักบั PAMP การจดัเรยีง side chains ของ LRR จะเป็นรหสัทีท่ าให ้Toll หรอื TLR มี
ตวัจบัหรอื ligands ที่จ าเพาะต่อ PAMP แตกต่างกนัออกไป LRRs สามารถจบักบัโปรตนีทีจ่ าเพาะ
ต่างๆ และชวีโมเลกุลอื่นๆ คุณสมบตัทิี่กล่าวมาของ LRRs เป็นตวับ่งชี้ความสามารถในการจบักบั
เชื้อโรคต่างๆ ที่แตกต่างกนัของสมาชกิในตระกูล Toll ในการส่งสญัญาณเพื่อตอบสนองต่อสิง่เรา้ 
(Nicholas; Monique; & Alexander. 2006: 693-698) 

โครงสร้างทางปลาย C (C-terminal capping) ของ Toll และ TLRs จะเชื่อมต่อกับ 
single transmembrane α-helix และจะอยู่ภายใน cytoplasmic domain มีลักษณะคล้ายคลึงกับ 
interleukin 1 receptor (IL-1R) จึงเรียกโครงสร้างนี้ว่า Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain 
หรือ TIR identity region ซึ่งโครงสร้างนี้ จะท าหน้าที่ส่ งสัญญาณต่างๆ  (downstream signal 
transduction) เขา้สู่ภายในเซลล ์หลงัจากที่ LRR จบักบั PAMP โดยจะส่งสญัญาณเป็นล าดบัขัน้ไป
กระตุ้นการท างานของ proinflammatory cytokines และ chemokines เป็นต้น (Bowie. & O’Neill. 
2000: 508-514) 

ดังนั ้นจะเห็นว่าเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิดจะถูกกระตุ้นและมีการ
ตอบสนองไดเ้ฉพาะสิง่ทีเ่ป็นเชือ้จุลนิทรยีเ์ท่านัน้ ซึง่เป็นการตรวจว่าสิง่ทีพ่บเป็นเชือ้โรคหรอืไม ่และ
หากพบว่าเป็นเชือ้โรค เซลล์ในระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิดจะถูกกระตุ้นก่อนเพื่อท าลายเชือ้โรค
นัน้และเซลลด์งักล่าวจะไปกระตุน้ระบบภมูคิุม้กนัแบบจ าเพาะเจาะจงต่อไปเพื่อช่วยในการก าจดัเชือ้
โรคดงักล่าวอยา่งมปีระสทิธภิาพต่อไป (Akira; & Takeda. 2004: 499–511) 
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การศึกษาวิจยัเก่ียวกบั Toll receptors ในกุ้ง                             

เมื่อไม่นานมานี้มกีารศึกษาวิจยัเกี่ยวกับยนีที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมคิุ้มกันของกุ้งชนิด

ต่างๆ เช่น anti-LPS factor lysozyme (Somboonwiwat; et al. 2005: 841–851) และ antibacterial 

peptides (Destoumieux; et al. 2000: 461-469) และได้มีก ารโคลนยีน  ที่ เกี่ ย วกับ  pattern-

recognition ใน กุ้ งตระกูล  Penaeid เช่น  ยีน  β -1,3-Glucan binding protein จาก P. monodon  

(Sritunyalucksana; Lee; & Söderhäll. 2002: 237-245) แล ะ L. vannamei (Romo-Figueroa; et 

al. 2004: 713-726) ยีน LPS และ ยีน  β-1,3-Glucan binding protein จาก L. vannamei (Cheng; 

et al. 2005: 297–310) และ L. stylirostris (Roux; et al. 2002: 7140–7149) ยีน Lectin จาก P. 

monodon (Luo; et al. 2006: 607–617) และ L. schmitti (Cominetti; et al. 2002: 715–721) ซึ่ ง

ยนีเหล่านี้จดัเป็นยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัการบุกรุกของแบคทเีรยี อย่างกต็ามกลไกการท างาน

ยงัไมเ่ป็นทีท่ราบแน่ชดั     

ถงึแมว้่ากลไกการป้องกนัโดยอาศยัการส่งสญัญาณของ Toll ในกุ้งยงัไมม่ผีูท้ราบแน่ชดัแต่

ก็มกีารศกึษาวจิยัเกี่ยวกบั ยนี Toll เพิม่มากขึ้นโดยเริม่ตัง้แต่ปี 2007 มกีารโคลนยนีบางส่วนของ 

Toll จากกุ้งกุลาด า P. monodon Toll (PmToll) โดยใช้ primers ที่ออกแบบจากบรเิวณอนุรกัษ์ของ 

TIR domain โดยกรดอะมโินที่แยกได้ มคีวามเหมอืน (identity) รอ้ยละ 59 กับ Apis mellifer Toll 

ผลการวเิคราะหบ์รเิวณ LRRs ของ PmToll ไม่พบบรเิวณ PAMP-binding insertions การวเิคราะห ์

phylogenetics เทียบกับ Toll ในกลุ่มของแมลงพบว่า PmToll จดัอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Toll1 และ 

Toll5 ของ dToll และการศกึษาโดย RT-qPCR แสดงให้เหน็ว่า PmToll แสดงออกใน intestine, gill 

และ hepatopancreas และเมื่อท าให้กุ้งติดเชื้อ WSSV จะพบว่ากลุ่มที่ติดเชื้อ WSSV และกลุ่ม

ควบคุมมกีารแสดงออกของยนี Toll ในแต่ละอวยัวะใกลเ้คยีงกนั (Joop; et al. 2007: 504-513)  

ในเวลาใกลเ้คยีงกนัไดม้กีารคน้พบยนีทีม่คีวามเหมอืนกบัยนีส าหรบั Toll receptor  ในกุ้ง

ขาว L.  vannamei เป็นครัง้แรกโดยมกีารโคลน cDNA จาก Toll receptor พบว่า L. vannamei Toll 

(LvToll) แปลรหสัใหก้รดอะมโิน 926 หน่วย และม ีsignal peptide ความยาว 19 หน่วย โดยโปรตนี 

Toll จากกุ้งจะมคีวามแตกต่างจาก TLRs family ทัง้ด้านโครงสรา้งและการท างาน โดยมสี่วนของ 

extracellular domain ที่ประกอบด้วย LRRs 16 บรเิวณ ขนาบด้วย cysteine-rich motifs และส่วน

ของ cytoplasmic TIR domain ส่วน TIR domain ของ LvToll มคีวามเหมอืนรอ้ยละ 59.9 และรอ้ย

ละ 54.3 กบั A. mellifer Toll และ D. melanogaster Toll ตามล าดบั การวเิคราะห์โดยวธิ ีRT-PCR 

แสดงให้เห็นว่า LvToll มีการแสดงออกใน hemocyte gill heart brain stomach intestine pyloric 
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caecum muscle nerve และ spermary และมกีารแสดงออกต ่าใน eyestalk และ hepatopancreas 

(Yang; et al. 2007: 1999–2008) 

จากการค้นพบยีน Toll จากกุ้งตระกูล  Penaeid ในกุ้งขาว  (LvToll) และกุ้งกุลาด า 
(PmToll) ต่อมาในปี 2008 มีรายงานการค้นพบยีน Toll ชนิดใหม่ในกุ้งลายเสือ Marsupenaeus 
japonicus Toll (MjToll) โดย cDNA ที่แยกได้มีความยาว 3,095 นิวคลีโอไทด์ และแปลรหัสให้
กรดอะมิโน 1,009 หน่วย การศึกษาการแสดงออกของยีน MjToll โดยวิธี immunostimulation 
พบว่ามีการแสดงออกในเนื้อเยื่อต่างๆ หลายชนิดได้แก่ gill, intestine, lymphoid organ, heart, 
hematopoietic organ, hemocyte, ventral abdominal nerve cord, eyestalk neural ganglia และ 
brain tissues โดยเมื่อกระตุ้นด้วย peptidoglycan พบว่าที่ 12 ชัว่โมง ยีน MjToll ใน lymphoid 
organ จะแสดงออกมากถึง 76 เท่า เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม จากการวเิคราะห์องค์ประกอบของ
โปรตนีพบว่า MjToll มคีวามเหมอืนกบัโปรตนี Toll ของกุ้งตระกูล Penaeid รอ้ยละ 59 (Mekata; et 
al. 2008: 122–133)  
            ในปีเดยีวกนัมกีารแยกยนีทีม่คีวามเหมอืนกบัยนี Toll จากกุง้ Fenneropenaeus 
chinensis และใหช้ื่อว่า FcToll โดย cDNA ทีแ่ยกไดม้คีวามยาว 4,115 นิวคลโีอไทด ์และแปลรหสั
ใหก้รดอะมโิน 931 หน่วย โปรตนี FcToll ประกอบดว้ยส่วนของ extracellular domain ทีม่ ี signal 
peptide, LRRs 16 บรเิวณ, LRR-C-terminal (LRR-CT) motifs 2 บรเิวณ และ LRR-N-terminal 
(LRR-NT) motifs 2 บรเิวณ นอกจากนี้ยงัมสี่วนของกรดอะมโินทีเ่ป็น transmembrane segment 
23 หน่วย และส่วนของ cytoplasmic TIR domain ความยาว 139 หน่วย ยนี FcToll ประกอบดว้ย 5 
exons และ 4 introns การวเิคราะห ์phylogenetics พบว่า FcToll มคีวามสมัพนัธ์ใกลช้ดิกบัโปรตนี 
Toll ในกลุ่มของแมลง (insect-type invertebrate Toll family) การศกึษาการแสดงออกของ FcToll 
พบว่า FcToll แสดงออกในเน้ือเยือ่ต่างๆ หลายชนิด เช่น hepatopancreas, stomach, epidermis, 
ovary, ganglion, intestine, hemocytes, heart, muscle, gill และ lymphoid organ โดยจะ
แสดงออกมากใน lymphoid organ การศกึษาโดยวธิ ี real-time PCR แสดงใหเ้หน็ว่ามกีาร
แสดงออกของยนี FcToll ในระดบัทีแ่ตกต่างกนัหลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยแบคทเีรยี หรอื ไวรสั โดย
ระดบัการแสดงออกของ FcToll เพิม่ขึน้หลงัจากกุ้งตดิเชือ้ V. anguillarum นาน 5 ชัว่โมง แต่ใน
กรณขีองการตดิเชือ้ไวรสัระดบัการแสดงออกจะลดลงทนัทหีลงัการตดิเชือ้ WSSV จากผลงานวจิยัน้ี
แสดงใหเ้หน็ว่า  FcToll มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้โรคในระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิด 
โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อเชือ้ V. anguillarum. (Yang; et al. 2008: 564–574) 
            ในปี 2010 ไดม้กีารศกึษาการตอบสนองของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบบ innate immune 
response ในกุง้ L. vannamei โดยใชเ้ทคนิค real-time PCR หลงัจากทีฉ่ีดกุง้ดว้ยเชือ้ V.  harveyi 
ซึง่พบว่า 36 ชัว่โมงหลงัจากฉีดแบคทเีรยี ระบบ proPO activating system มกีารแสดงออกของยนี 
proPO เพิม่ขึน้ 3.3 เท่า เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม transglutaminase (TGase) และ clotting 
protein ซึง่เกีย่วขอ้งกบั hemolymph clotting มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้เช่นเดยีวกบัยนีในระบบ 
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antimicrobial peptide system ทัง้ 5 ยนี ประกอบดว้ยยนีส าหรบั anti-lipopolysaccharide factor 
(ALF), crustin, lysozyme (Lyz), penaeidin2 (PEN2) และ penaeidin4 (PEN4) พบการแสดงออก
เพิม่ขึน้ดว้ย ยกเวน้ยนีส าหรบั penaeidin3 (PEN3) ส่วนยนีส าหรบั SOD ซึง่เป็นยนีในระบบ 
antioxidant defense system พบการแสดงออกเพิม่ขึน้เพยีงเลก็น้อย ขณะทีย่นีส าหรบั glutathione 
peroxidase (GPx) มกีารแสดงออกลดลง ส าหรบัระบบ pattern recognition receptor system 
พบว่าที ่ 24 ชัว่โมงหลงัจากฉีดแบคทเีรยี ยนี LvToll มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้มากกว่ายนีชนิดอื่นที่
ศกึษา และแสดงออกสงูกวา่กลุ่มควบคุมถงึ 15 เท่า และเมือ่ใชว้ธิ ี RNA silencing ยบัยัง้การ
แสดงออกของยนี LvToll จากนัน้ฉีดกุง้ดว้ย WSSV ไมพ่บความแตกต่างของอตัราการตายระหว่าง
กลุ่มควบคุมและกลุ่มทีฉ่ีด RNAi อยา่งไรกต็ามเมือ่ฉีดกุง้ดว้ย V. harveyi พบว่าอตัราการตายของกุง้
และจ านวนแบคทเีรยีเพิม่ขึน้ในกลุ่มกุง้ทีฉ่ีดดว้ย dsRNA ต่อ LvToll จงึสรุปว่า LvToll มคีวามส าคญั
ในระบบ immune response ต่อการตดิเชือ้ V. harveyi แต่ไมม่ผีลต่อการตดิเชือ้ WSSV (Han-
Ching Wang; et al. 2010: 49–58) 

ในปีเดยีวกนัมงีานวจิยัทีใ่ชเ้ทคนิค two dimensional electrophoresis (2-DE) เพื่อศกึษา
เกีย่วกบักลไกทางโมเลกุลทีต่อบสนองต่อการตดิเชือ้ WSSV ในกุง้ขาว F. chinensis ผลการศกึษา
พบว่ากุง้ขาวในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีต่ดิเชือ้ WSSV ทีช่ ัว่โมงที ่ 6 12 และ 24 หลงัการตดิเชือ้จะมี
การแสดงออกของโปรตนีทีพ่บในตบักุง้ในระดบัทีแ่ตกต่างกนั ผลการศกึษา quantitative intensity 
analysis และ mass spectrometry พบว่าโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบบภมูคิุม้กนัของกุง้จะมกีาร
แสดงออกสงูขึน้ เช่น Toll receptor, Leucine-rich repeat protein, peroxinectin และ serine 
proteinase-like protein ส่วนโปรตนีทีม่กีารแสดงออกลดลง เช่น heat shock protein, ATP 
synthase sub-unit beta และ thrombospondin พบว่ามกีารแสดงออกลดลงในกลุ่มกุง้ทีต่ดิเชือ้ 
WSSV ผลการศกึษาทีไ่ดน้ี้ช่วยใหท้ราบขอ้มลูเกีย่วกบัโปรตนีของกุง้ทีเ่กีย่วขอ้งในกระบวนการการ
ตดิเชือ้เชือ้ไวรสั (Ying; et al. 2010: 480-486) 
 

            แมว้่าจะมกีารโคลนยนี LvToll1 และศกึษาหน้าทีข่อง Toll receptor จาก L. vannamei ใน
ปี 2007 แต่กย็งัไมท่ราบกลไกการท างานทีแ่น่ชดั ต่อมาในปี 2011 มกีารรายงานยนีส าหรบั Toll 
receptor จาก L. vannamei เพิม่เตมิอกี 2 ยนีคอื LvToll2 และ LvToll3 โดยพบว่าโปรตนี LvToll2 
มกีรดอะมโิน 1,009 หน่วย ประกอบดว้ยส่วนของ extracellular domain ทีม่ ีLRRs 18 บรเิวณ และ
ส่วนของ cytoplasmic TIR domain ความยาว 139 หน่วย ส าหรบัโปรตนี LvToll3 มกีรดอะมโิน 
1,224 หน่วย ประกอบดว้ยส่วนของ extracellular domain ทีม่ ี LRRs 23 บรเิวณ และส่วนของ 
cytoplasmic TIR domain ความยาว 138 หน่วย การศกึษาโปรตนี LvToll1, LvToll2 และ LvToll3 
ในเซลลเ์พาะเลีย้ง Drosophila Schneider 2 (S2) พบว่าโปรตนี LvToll1 และ LvToll3 พบไดท้ัง้
บรเิวณ membrane และ cytoplasm สว่น LvToll2 จะพบภายใน cytoplasm และ LvToll2 สามารถ
ส่งสญัญาณไปกระตุน้ nuclear factor kappa B (NF-B) ซึง่เป็น transcription factor ท าใหม้กีาร
สรา้ง antimicrobial peptide นอกจากนี้ยงัพบการแสดงออกของยนี LvToll1, LvToll2 และ LvToll3 
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ในหลายๆ อวยัวะ โดยหลงัจากท าใหกุ้ง้ตดิเชือ้ V. alginolyticus พบว่าใน  gill กุง้ LvToll1 จะมกีาร
แสดงออกสงูขึน้ แต่ LvToll2 และ LvToll3 มกีารแสดงออกยงัไมช่ดัเจนมากนกั  และเมือ่ท าใหกุ้ง้ตดิ
เชือ้ WSSV พบว่า ใน gill กุง้ LvToll1, LvToll2, LvToll3 มกีารแสดงออกสงูขึน้ยกเวน้ชัว่โมงที ่ 12 
จะมกีารแสดงออกลดลง (Wang; et al. 2012: 359-371) 
           โดยทัว่ไปหากมกีารฉีด dsRNA ทีไ่มจ่ าเพาะเขา้ไปในกุง้ dsRNA จะไปกระตุน้การ
ตอบสนองทางภูมคิุม้กนัต่อไวรสัในกุง้ขาว L. vannamei อยา่งไรกต็ามรเีซบ็เตอรท์ีเ่กีย่วขอ้งในการ
จบักบัผลผลติทีเ่กดิจากการตดิเชือ้ไวรสันัน้ยงัไมเ่ป็นทีท่ราบแน่ชดั ในกรณสีตัวม์กีระดกูสนัหลงัเมือ่
พบ dsRNA ภายในเซลล ์ dsRNA จะถูกจบัโดย TLR3 จากนัน้จงึส่งสญัญาณไปกระตุน้ระบบ 
interferon ต่างๆ เมือ่มกีารคน้พบยนี LvToll จากกุง้ขาว L. vannamei นกัวทิยาศาสตรจ์งึสนใจ
ศกึษาความสามารถของ LvToll receptor ในการจบักบั dsRNA  ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่า การ
ฉีด dsRNA ทีไ่มจ่ าเพาะไม่ไดไ้ปกระตุ้นการแสดงออกของยนี LvToll ใหเ้พิม่ขึน้แต่อยา่งใด และการ
ยบัยัง้การแสดงออกของ LvToll  กไ็มไ่ดท้ าใหค้วามสามารถของรเีซบ็เตอรท์ีเ่กีย่วขอ้งในการจบักบั 
dsRNA ทีไ่ม่จ าเพาะสญูเสยีไป (dsRNA เป็นผลผลติทีเ่กดิจากเชือ้ WSSV) จากขอ้มลูนี้จงึเสนอว่า
การท างานของ  LvToll ไมม่บีทบาททีเ่กี่ยวขอ้งกบั dsRNA ทีเ่หนี่ยวน าใหเ้กดิภมูคิุม้กนัต่อไวรสั 
(Yannick; et al. 2009: 806–810) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20PH%22%5BAuthor%5D
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ฮีโมไซยานิน (hemocyanin) 
นอกเหนือจาก Toll receptor ทีท่ าหน้าทีเ่ป็น PRR ในระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิดของ

กุง้แลว้ ยงัมโีปรตนีในระบบสารน ้าทีม่บีทบาทในระบบภูมคิุม้กนั เช่น hemocyanin เป็นต้น (Flegel; 
& Sritunyalucksana. 2011: 587–607) hemocyanin มคีวามสมัพนัธ์กบัเอนไซม์ phenol oxdidase 
ในด้านความเหมือนของล าดับกรดอะมิโนและมีหน้าที่คล้ายกัน  เอนไซม์ phenol oxdidase มี
บทบาททางชวีภาพโดยเกี่ยวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเองของครสัเตเชยีนบ่งชี้ว่า  hemocyanin 
น่าจะเป็นโปรตนีหนึ่งที่มบีทบาทเกี่ยวขอ้งกบักลไกป้องกนัตนเองเช่นกนั (Lee; Lee; & Söderhäll. 
2004: 490-496) 

hemocyanin เป็นโปรตนีเชงิซ้อนที่ประกอบด้วยหลายหน่วยย่อย ม ีCu2+ จบักบัโมเลกุล
ของโปรตนี พบเป็นส่วนประกอบหลกัประมาณรอ้ยละ 90-95 ใน hemolymph (Adachi; et al. 2005: 
136-143, Van Holde; & Miller. 1995: 1-81, Sellos; Lemoine; & Wormhoudt. 1997: 153-158, 
Markl; & Decker. 1992: 325-376) ในสัตว์กลุ่มมอลลัสค์  (mollusk) เช่น  ปลาหมึก  Octopus 
vulgaris (Salvato; et al. 1998: 14065-14077) และ O. bimanculatus (Herskovits; & Villanueva. 
1986: 931-939) ในหอยทะเล เช่น Cryptochiton stelleri (Herskovits; & Hamilton. 1987a: 641-
649), Stenoplax conspicua (Herskovits; & Hamilton. 1987b: 127-132), แ ล ะ  Acanthopleura 
granulate (Herskovits; Hamilton; & Mazzella. 1986: 3612-3619) สั ต ว์ ก ลุ่ ม อ า ร์ โ ท รพ อ ด 
(arthropod) เช่น แมงมุม tarantula (Eurypelma californicum) (Decker; et al. 1989: 511-523), 
แมงดาทะเล เช่น Limulus polyphemus ((Decker; et al. 2001: 17796-17799) และ Tachypleus 
tridentatus (Nagai;  Osaki; & Kawabata. 2001: 27166-27170, Kurtz. 1999: 85-100), กุ้ ง 
crayfish เ ช่ น  Astacus leptodactylus (Schneider; et al. 1986: 173-176) Pacifastacus 
leniusculus (Dolashka-Angelova; et al. 2005: 1207-1217, Lee;  Lee; & Söderhäll. 2004: 490-
496) ปู เช่น Cancer magister (Terwilliger ;& Brown. 1993: 1-13) กุ้ง เช่น P. monodon (Stoeva; 
et al. 2001: 416-422.) M. japonicus (Adachi; et al. 2001: 1130-1136) แ ล ะ  L. vannamei 
(Figueroa-Soto; et al. 1997: 203-208) hemocyanin มีบทบาทหลายอย่าง เมื่ออยู่ในรูปที่ไม่มี
ออกซเิจน (deoxy  form) จะไม่มสี ีแต่เมื่ออยู่ในรปูที่มอีอกซเิจน (oxy form) hemolymph จะเป็นสี
น ้าเงนิอ่อน มรีายงานว่า hemocyanin ถูกสงัเคราะห์จาก hepatopancreas (Spindler; Hennecke; 
& Gellissen. 1992: 248-253) ซึ่งสามารถยนืยนัได้จากการท า hybridization ใน A. leptodactylus 
(Gellissen; Hennecke; & Spindler. 1991: 194-195), ปู  Callinectes sapidus ( blue  crab) 
(Rainer; & Brouwer. 1993: : 69-73) และ P. semisulcatus (Khayat; et al. 1995: 31-38) 
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โครงสร้างของ hemocyanin 
      hemocyanin ที่พบในสตัว์กลุ่มมอลลสัค์และอาร์โทรพอดมโีครงสรา้งโมเลกุลต่างกัน 

(Van  Holde; & Miller. 1995: 1-81, Salvato; & Beltramini. 1990: 1-47) ใ น อ า ร์ โ ท ร พ อ ด 
hemocyanin เกิดจากการรวมตัวของหน่วยย่อย ซึ่งมมีวลโมเลกุลของแต่ละหน่วยย่อยอยู่ในช่วง 
72.5-79.5 กิโลดัลตัน (kDa) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 600-660 หน่วย (Markl. 1986: 90-115) 
hemocyanin ในอาร์โทรพอดแต่ละหน่วยย่อยประกอบด้วย 3 โดเมน โดยโดเมนที่ 1 มโีครงสรา้ง
เป็นเกลยีวแอลฟา (α-helix) 7-8 เกลยีว  อยู่ทางดา้นปลาย N ของสายโพลเีปปไทด ์โดเมนที ่2 เป็น
ต าแหน่งที่มคีอปเปอร์สองอะตอม คือ CuA และ CuB แต่ละอะตอมจบักบั ฮีสทิดีน (histidine) 3 
หน่วย ในสายโพลเีปปไทดข์อง hemocyanin และเป็นต าแหน่งทีม่กีารจบักบัออกซเิจน ส่วนโดเมนที ่
3 เป็นโครงสร้างแบบแผ่นบีต้า (β -barrel)  7 ส่วนอยู่ทางด้านปลาย C ของสายโพลีเปปไทด์  
ตวัอยา่งของ hemocyanin หน่วยยอ่ยที ่2 จาก L. polyhemus แสดงในภาพประกอบ 4  

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 4 โครงสรา้งแบบตตยิภูมขิอง hemocyanin หน่วยยอ่ยที ่2 จาก L. polyhemus   
      สสีม้คอื Cu2+, สเีขยีวคอืโดเมนที ่1, สนี ้าเงนิคอื โดเมนที ่2, สแีดงคอืโดเมนที ่3 
 

ทีม่า: Decker, H. & Jaenicke, E. (2004). Recent findings on phenoloxidase activity 
and antimicrobial activity of hemocyanins. p. 674. 
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   โครงสรา้งพืน้ฐานของ hemocyanin ในอารโ์ทรพอดแต่ละหน่วยย่อยจะรวมกนัเป็นแบบ 

hexamer มีมวลโมเลกุลประมาณ 450 กิโลดาลตัน (kDa) (Garcia-Carreño; et al. 2008: 6454-

6459, Adachi; et al. 2005: 136–143, Decker; & Jaenicke. 2004: 673-687) จ าก ก า รศึ ก ษ า

โครงสร้างผลึก (crystallography) ใน P. interruptus (Volbeda; & Hol. 1989: 249-379) และ L. 

polyphemus (Hazes; et al. 1993: 597-619) และจากการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ศึกษา

โครงสร้างของ  hemocyanin ใน E. californicum (De Haas; & Van Bruggen. 1994: 464–478) 

และ P. elephas พบว่า hemocyanin จะรวมตัวกันเป็นกลุ่มขนาดใหญ่ซึ่งประกอบด้วย hexamer 

หลายหน่วยอยู่รวมกนั (aggregate) ขึ้นอยู่กบักลุ่มของสิง่มชีวีติ  เช่น เป็น 6-mer (1x6, Mr~ 450 

kDa), 12-mer (2x6, Mr~ 900 kDa), 24-mer (4x6, Mr~ 1800 kDa) และ 48-mer (8x6, Mr~ 3600 

kDa) (Van Holde; & Miller. 1995: 1-81, Salvato; & Beltramini. 1990: 1-47) แต่ละหน่วยของ 

hexamer ไมไ่ดจ้บักนัดว้ยพนัธะโควาเลนท์ Markl (1980) ไดศ้กึษาเกี่ยวกบัพนัธะระหว่างหน่วยของ 

hexamer ของแมงมุม Cupiennius salei  พบว่า hexamer 2 หน่วยอาจจบักนัด้วยพนัธะไดซลัไฟด ์

รวมกนัเป็น 12-mer ในสตัวพ์วกมอลลสัคพ์บว่า hemocyanin มมีวลโมเลกุลของหน่วยยอ่ยประมาณ 

50 kDa (Lieb; et al. 2001: 4546-4551, Miller et al., 1998: 827-842) จากงานวจิยัของ  Cuff และ

คนอื่นๆ (1998) ได้ใช้รงัสเีอกซ์ ศกึษาโครงสรา้งของ hemocyanin ใน O. dofleini พบว่าโครงสรา้ง

แบบตติยภูมิโดยประกอบด้วย 2 โดเมน โดยทัง้สองโดเมนนี้ เหมือนกับโดเมนที่ 2 และ 3 ของ 

hemocyanin ในอารโ์ทรพอด โดยต าแหน่งของคอปเปอรท์ี่จบักบัออกซเิจนอยู่ทีโ่ดเมนที่ 1 ซึ่งเป็น

ด้านปลาย N ของสายโพลเีปปไทด์ ส่วนโดเมนที่ 2 เป็นด้านปลาย C ของสายโพลเีปปไทด์ที่เป็น

แผ่น β (Van Holde; Miller; & Decker. 2001: 15563-15566)   

 

มวลโมเลกลุของ hemocyanin 

                มวลโมเลกุลของ hemocyanin บรสิุทธิใ์นรปูแบบปกต ิ (native form) จากสิง่มชีวีติ
หลายๆ ชนิดจะมมีวลโมเลกุลแตกต่างกนั เช่น L. vannamei มมีวลโมเลกุล 400 kDa (Figueroa-
Soto; et al. 1997: 203-208) P. setiferus (Brouwer; Bonaventura; & Bonaventura. 1978:  
2148-2154) และ P. monodon มมีวลโมเลกุลเท่ากนัคอื 471 kDa (Ellerton; & Anderson. 1981: 
159-165) สว่น hemocyanin บรสิุทธิข์องป ูScylla  olivacea  มมีวลโมเลกุล 400 kDa (Chen; et al. 
2007: 194-202) จ านวนและมวลโมเลกุลของหน่วยย่อยของ hemocyanin ทีท่ าใหบ้รสิุทธิจ์าก
สิง่มชีวีติหลายๆ ชนิด จะมจี านวนและมวลโมเลกุลของหน่วยยอ่ยต่างกนั เช่น hemocyanin ทีม่ ี
หน่วยยอ่ย 2 หน่วย ตวัอยา่งเช่น P. japonicas มมีวลโมเลกุล 77 และ 67 kDa (Adachi; et al. 
2001: 1130-1136)     P. vannamei มมีวลโมเลกุล 82 และ 75 kDa (Figueroa-Soto; et al. 1997: 
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203-208) P. setiferus มมีวลโมเลกุล 82 และ 77 kDa  (Brouwer; Bonaventura; & Bonaventura. 
1978: 2148-2154) P. leniusculus มมีวลโมเลกุล 75 และ 66 kDa (Lee; Lee; & Söderhäll. 2004: 
490-496, Dolashka-Angelova; et al. 2005: 1207-1217) และ giant isopod (Bathynomus 
giganteus) มมีวลโมเลกุล 72 และ 70 kDa (Pless; et al. 2003:402-410) ส าหรบั hemocyanin ทีม่ ี
หน่วยยอ่ย 3 หน่วย เช่น hemocyanin ของ P. monodon มมีวลโมเลกุล 85 ,77 และ 70 kDa 
(Ellerton; & Anderson. 1981: 159-165) และ hemocyanin ของ C. japonica มมีวลโมเลกุล 80, 75 
และ 70 kDa (Fan; et al. 2009: 144-149) เป็นตน้  
 

 การท า hemocyanin ให้บริสทุธ์ิ  

                     โดยทัว่ไปการท าให้ hemocyanin บรสิุทธิจ์าก hemolymph สามารถท าได้โดยการท า 

ultracentrifugation แ ล ะ  gel filtration chromatography (Sanders; et al. 1992: 511-516) 

เนื่องจาก hemocyanin เป็นโปรตีนที่พบมากใน hemolymph ประมาณร้อยละ 90-95 ของโปรตีน

ทัง้หมด การท า ultracentrifugation และคอลมัน์ Sepharose  CL – 6B สามารถท าให้ hemocyanin 

บรสิุทธิจ์าก hemolymph ของ P. japonicus และตรวจหา hemocyanin ไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลนืแสง

ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร (nm) (Adachi; et al. 2001: 1130-1136) ซึ่งมขี ัน้ตอนเหมอืนกบั

การท าให้  hemocyanin บริสุทธิจ์าก hemolymph ของ P. vannamei (Garcia-Carreño; Cota; & 

Navarrete Del Toro. 2008: 6454-6459) ส าห รับ  P. leniusculus ได้มีก ารท า ให้  hemocyanin 

บริสุทธิโ์ดยการท า ultracentrifugation จากนั ้นผ่านคอลัมน์ Sephacryl  S-200 (Lee; Lee; & 

Söderhäll. 2004: 490-496) 

 

         บทบาททางชีวภาพของ hemocyanin 

                  hemocyanin เป็นโปรตนีทีท่ าหน้าทีห่ลายอย่าง (multifunctional) โดยทัว่ไปเป็นที่
ทราบกนัว่า hemocyanin ท าหน้าทีข่นส่งออกซเิจนของสตัวใ์นกลุ่มมอลลสัคแ์ละอารโ์ทรพอด เมือ่
คอปเปอรจ์บักบัออกซเิจนท าให ้hemolymph กลายเป็นสนี ้าเงนิ (Van  Holde; & Miller. 1995: 1-
81)  
                 จากการที่มรีายงานวจิยัว่ากรดอะมโินทางด้านปลาย N ของ hemocyanin ม ีactivity 
ของเอนไซม ์phenol oxidase โดย hemocyanin ถูกกระตุ้นใหม้ ีactivity หรอืเปลีย่นไปเป็นเอนไซม ์
phenol oxidase ไดเ้มื่อถูกกระตุ้นดว้ยสารหลายอย่าง เช่น sodium dodecyl sulfate (SDS) เป็นต้น 
ดงันัน้ SDS  จงึถูกใชเ้ป็นตวักระตุน้ปฏกิริยิาทีใ่ชใ้นการหาค่า activity ของเอนไซม ์phenol oxidase 
ในพืช  เช่ น  เห็ด  (Agaricus  bisporus) (Espin; &  Wichers. 1999: 3518-3525) ในสัตว์  เช่ น        
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P. californiensis ( Gollas–Galvan; Hernández-López; Vargas-Albores. 1999: 77-82) T.  
tridentatus (Kurtz. 1999: 85-100) P. leniusculus (Lee; Lee; & Söderhäll. 2004: 490-496)  

        ในปี 2001 Destoumieux-Garzon และคนอื่นๆ รายงานว่า กรดอะมโินทางดา้นปลาย 
C ของ hemocyanin มฤีทธิต์้านเชื้อจุลนิทรยี์เนื่องจากสามารถแยกโปรตนีที่มฤีทธิต์้านเชื้อราจาก 
hemolymph ของกุ้ง L. vanamei (PvHCt; มวลโมเลกุล 2.7 kDa) และ P. stylirostis (PsHCt1; มวล
โมเลกุล 7.9 kDa, PsHCt2; มวลโมเลกุล 8.3 kDa) โดยโปรตนีที่แยกได้มคีวามเหมอืนกบัสายเปป
ไทด์ด้านปลาย C ของ hemocyanin ในกุ้งตระกูล Penaeid สูงถึงร้อยละ 95-100 (Destoumieux-
Garzon; et al. 2001: 47070-47077) 
 

การศึกษา hemocyanin 
 ในปี 1992 Neuteboom และคนอื่นๆ ได้ศกึษา hemocyanin ใน P.   interruptus  พบว่า

hemocyanin มกีารรวมตัวเป็นแบบ hexamer ที่มหีน่วยย่อย 4 แบบ คือ a, b, b’ และ c และเมื่อ

โคลนยนี hemocyanin หน่วยย่อย c ที่มีจ านวนกรดอะมิโน 661 หน่วย มวลโมเลกุล 80 kDa มี

ต าแหน่งของคอปเปอร์สองอะตอมและมีต าแหน่งที่เติมคาร์โบไฮเดรต (glycosylation  site) ที่

ต าแหน่งที่  476  (Asn476-Asn-Thr) ในโดเมนที่  3 ของหน่วยย่อย c ซึ่งสามารถบ่งบอกได้ว่า 

hemocyanin ชนิดนี้เป็นไกลโคโปรตนี เมื่อน าล าดบักรดอะมโินของหน่วยย่อย c ไปเปรยีบเทยีบกบั 

hemocyanin หน่วยย่อย a ในกุ้งชนิดเดยีวกัน พบว่ามคี่าความเหมอืนร้อยละ 59 จากการศึกษา

สมบตัขิองโปรตนีพบว่ามตี าแหน่งตดั (cleavage  site) โดยเอนไซม ์protease ที่สายโพลเีปปไทด์

หน่วยยอ่ย c ต าแหน่ง Pro148-His149 (Neuteboom; Jekel; & Beintema. 1992: 243-249) 

ในปี 1997 Durstewitz  และ  Terwilliger  ไดศ้กึษา hemocyanin ใน C.  magister  
พบว่า hemocyanin มกีารรวมตวัเป็นแบบ hexamer  ทีม่หีน่วยยอ่ย 6 หน่วย จงึท าการโคลนยนี
hemocyanin หน่วยยอ่ยที ่6 (Cmag6) โดยใช ้cDNA library  ทีเ่ตรยีมจากตบั (hepatopancreas) 
เป็นดเีอน็เอตน้แบบ สามารถโคลนยนี Cmag6 ความยาว 1,939 คู่เบส (bp) แปลรหสัเป็นกรดอะมิ
โนทีม่คีวามยาว 650 หน่วย มมีวลโมเลกุล 74.9 kDa และมตี าแหน่งทีเ่ตมิคารโ์บไฮเดรตทีก่รดอะมิ
โนต าแหน่ง 600  บ่งชีว้่า hemocyanin ชนิดนี้เป็นไกลโคโปรตนี (Durstewitz; & Terwilliger. 1997: 
266-276) 

ต่ อมาใน ปี เดียวกัน  Sellos และคนอื่ นๆ  (1997) ได้ศึกษ ายีน  hemocyanin ของ              
P. vannamei จาก cDNA  library ที่เตรยีมจากตับ พบว่ายนี  hemocyanin มคีวามยาว 2,095 bp 
แปลรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 648 หน่วย มีมวลโมเลกุล 73.57 kDa แต่ไม่พบ
ต าแหน่งการเติมคาร์โบไฮเดรตภายในยนี hemocyanin และยนีที่แยกได้นี้มคีวามเหมอืนกับยนี 
hemocyanin จาก P.  interruptus มาก (Sellos; Lemoine; & Wormhoudt. 1997: 153-158) 
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ในปี 2004 Lee และคนอื่นๆ ไดศ้กึษายนี hemocyanin ของ P. leniusculus โดยโคลนยนี  

hemocyanin 2 ทีแ่ปลรหสัใหก้รดอะมโิน 687 หน่วย มมีวลโมเลกุล 78.37 kDa พบว่ามคีวาม

เหมอืนรอ้ยละ 59 เมือ่เทยีบกบั hemocyanin 1 (GenBank AF522504) และ มคีวามเหมอืนรอ้ยละ 

29 เมือ่เทยีบกบัยนีของเอนไซม์ poephenol oxidase ของกุง้นางชนิดดยีวกนั (GenBank X83494) 

รวมทัง้มคีวามเหมอืนสงูถงึรอ้ยละ 68 เมือ่เทยีบกบั hemocyanin 4 ของ P.  elephas (GenBank 

CAD 56697) (Lee; Lee ; & Söderhäll. 2004: 490-496) 

ในปีเดียวกัน Zhang และคนอื่นๆ ได้พยายามที่จะหาโปรตีนต้านไวรสัโดยใช้  affinity 
chromatography พบ โปรตีน 2 ชนิดที่แยกได้จาก P. monodon มมีวลโมเลกุล 73 และ 75  kDa  
ซึ่งแยกมาพร้อมกับ เชื้อ  WSSV และเมื่อใช้ mass spectrometry วิเคราะห์พบว่าคือโปรตีน 
hemocyanin จึงสรุปว่า hemocyanin ท าห น้าที่ ในการป้องกันการบุกรุกของไวรัส  (antiviral 
defense) โดยจะจบักบั WSSV (Zhang; Huan.; & Qin. 2004: 93–99) 

ในปี 2005 Hagner – Holler และคนอื่นๆ รายงานว่า hemocyanin ของ amphipod   
Gammarus  roeseli มโีครงสรา้งเป็น hexamer และสามารถโคลนยนี hemocyanin ไดข้นาด 2,150 
bp แปลรหสัเป็นสายโพลเีปปไทดท์ีม่กีรดอะมโิน 672 หน่วย มมีวลโมเลกุล 76.3 kDa (Hagner–
Holler; et al. 2005: 445-452) นอกจากนี้มรีายงานว่าพบการแสดงออกของ hemocyanin เพิม่
สงูขึน้ในกุง้ P. japonicus ทีส่ามารถตา้นทานต่อเชือ้ WSSV (WSSV-resistant shrimp) (Pan; et al. 
2005: 103–112) ต่อมาในปี 2007 Lei และคนอื่นๆ ศกึษายนี hemocyanin ในกุง้ P. japonicus โดย
ท า hemocyanin ของกุง้ P. japonicas ใหบ้รสิุทธิจ์ากนัน้น าไปบ่มกบัไวรสั WSSV จ านวน 108 
อนุภาคต่อมลิลลิติรเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น าไปฉีดกุ้งพบว่าอตัราการ replication ของ WSSV 
ลดลงเมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม และสามารถโคลนยนีของหน่วยยอ่ย hemocyanin จาก P. 
japonicas ได ้2 ยนี คอื PjHcL และ PjHcY ซึง่แปลเป็นกรดอะมโินขนาด 678 และ 644 หน่วย มี
มวลโมเลกุล 75 และ  73 kDa ตามล าดบั ซึง่พบว่าระดบัการ transcription ของ  PjHcL มกีาร
แสดงออกสงูขึน้หลงัจากตดิเชือ้ WSSV (Lei; et al. 2007: 808-813) สอดคลอ้งกบัการวเิคราะหย์นี
จาก hemocyte ของ P. monodon ทีต่ดิเชือ้ yellow head virus (YHV) ดว้ยวธิทีาง proteomics ซึง่
แสดงใหเ้หน็ว่าปลาย C ของ hemocyanin จะมกีารแสดงออกสงูขึน้เมือ่กุง้ตดิเชื้อ (Bourchookarn; 
et al. 2008: 504–511)  
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การศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่าง hemocyanin กบัเอนไซม ์phenol oxidase 

                hemocyanin มีความสมัพันธ์กับเอนไซม์ phenol oxidase ในด้านความเหมอืนของ
ล าดับกรดอะมิโน สมบัติทางเคมี ทางกายภาพและมีหน้าที่คล้ายกัน (Lee; Lee; & Söderhäll. 
2004: 490-496, Pless; et al. 2003: 402-410) hemocyanin และเอนไซม์ phenol oxidase เป็น
โปรตนีที่ม ีCu2+ เป็นองค์ประกอบเช่นเดยีวกนั  พบได้ในสตัวก์ลุ่มครสัเตเซยีน เช่น P.  japonicas 
(Adachi; et al. 2001: 1130-1136) แ ต่ เอนไซม์  phenol oxidase ยังพบ ในพืช  เช่ น  แค รอท 
(Daucus  carota) (Carlberg; & Söderhäll. 1985: 295-298) รากและใบของข้าวโพด (Zea  mays) 
(Adamia;  et al. 2006: 136–145)  

      เอนไซม์ phenol oxidase มีบทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันตนเอง
ของครสัเตเซยีนโดยเป็นเอนไซมท์ี่สงัเคราะห์เมลานินเพื่อยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยี์ที่บุก
รุกได้ (Söderhäll; & Cerenius 1998: 23-28) โปรตีนใน hemolymph ของสตัว์กลุ่มครสัเตเซียนมี
ปรมิาณhemocyanin มากถึงร้อยละ 80 – 95 ในขณะที่พบปรมิาณของเอนไซม์ phenol oxidase 
น้อยมาก (Van  Holde; & Miller. 1995: 1-81, Adachi; et al. 2001: 1130-1136) มีรายงานวิจัย
พบว่าสาย โพลีเปปไทด์ด้านปลาย N ของ hemocyanin มีactivity ของเอนไซม์ phenol oxidase 
เช่ น  E. califonicum (Decker; & Rimke. 1998: 25889-25892) T. tridentatus (Nagai; Osaki; & 
Kawabata. 2001: 27166-27170) และ deep – sea crustacean Bathynomus   giganteus (Pless; 
et al. 2003: 402-410) hemocyanin ถูกกระตุ้นให้มี activity หรอืเปลี่ยนไปเป็นเอนไซม์ phenol 
oxidase ได้เมื่อถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์ทรปิซิน, perchlorate  และ SDS และสารภายในสตัว์เอง 
(endogenous) เช่น clotting factor และ anti–bacterial peptide ต่างๆ และมีรายงานการวจิยัในปี  
1995  ทีไ่ดจ้ากการศกึษาเอนไซม ์proPo จาก P. leniusculus (Aspan; et al. 1995: 932-943), 
D. melanogaster  (Fujimoto;  et al. 1995: 7769-7773) และ Manduca  sexta (Hall; et al. 1995: 
7764-7768) พบว่ามลี าดบักรดอะมโินคลา้ยกบัล าดบักรดอะมโินของ hemocyanin มาก  และในปี 
2004 Lee  และคนอื่นๆ ไดท้ าการศกึษาล าดบักรดอะมโินของ hemocyanin และเอนไซม ์ proPo 
จาก P. leniusculus พบว่า hemocyanin 1 (GenBank  AF522504) มคีวามเหมอืน (identities) 
รอ้ยละ 31 และ hemocyanin 2 (GenBank AY193781) มคีวามเหมอืนรอ้ยละ 29 กบัเอนไซม ์
proPo (GenBank  X83494) ของ P. leniusculus (S. Y. Lee; B. L. Lee ; & Söderhäll. 2004: 
490-496) 

ในปี 2551 อาจรยี์ และคนอื่นๆ ได้โคลน cDNA ของ hemocyanin บางส่วน (pHC) 
จาก cDNA library ของตบักุ้งแชบ๊วย F. merguiensis โดยวธิ ีPCR พบว่า cDNA ทีโ่คลนไดม้ขีนาด 
1,496 bp แปลรหัสให้กรดอะมิโนขนาด 498 หน่วย ล าดับกรดอะมิโนของยีน pHC มีความ
เหมอืนกบัยนี hemocyanin จากกุ้งขาว L. vannamei สูงถงึรอ้ยละ 91 กุ้ง M. japonicus รอ้ยละ 81 
และ 88 และกุ้ง F.chinensis ร้อยละ 80 นอกจากนี้ยงัพบว่า hemocyanin ของกุ้งแชบ๊วยมลี าดับ
กรดอะมโินเหมอืนกบัยนีส าหรบั poephenol oxidase ของกุ้ง P. semisulcatus รอ้ยละ 34, กุ้งขาว 
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L. vannamei ร้อยละ 33 และกุ้ง M. japonicas ร้อยละ 32 บ่งชี้ว่า hemocyanin และ proPo ใน 
hemolymph ของกุง้ Penaeus มคีวามเกีย่วขอ้งกนั (อาจรยี ์เจยีวก๊ก. 2551) 

 
การควบคมุการแสดงออกของยีนโดยเทคโนโลยี RNA interference (RNAi) 

กระบวนการ RNAi เป็นการควบคุมการแสดงออกของยนีในขัน้ตอน post-transcriptional 
processing ของ mRNA ซึง่จากการศกึษาการควบคุมการแสดงออกของยนีโดยกระบวนการ RNAi 
ทีเ่กดิภายในเซลลข์องคนและสตัวห์ลายชนิดพบว่ามกีลไกคลา้ยกนัโดยจโีนมมกีารก าหนดการสรา้ง
โมเลกุลอาร์เอ็นเอขนาดเล็กที่ เรียกว่า micro RNA (miRNA) ซึ่ งเป็น double-stranded RNA 
(dsRNA) เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการย่อยสลายของอาร์เอ็นเอเป้าหมาย (mRNA target) และเป็น
จุดเริม่ต้นในการกระตุ้นกลไกการท างานของ RNAi ในการขดัขวางการสร้างโปรตีน RNAi จงึมี
บทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีน และมีบทบาทส าคัญต่อการควบคุมลักษณะทาง
พนัธุกรรม ควบคุมการท างานของเซลล ์รวมถงึพฒันาการของสิง่มชีวีติ (Fire A. 1999: 358-363) 

 
กระบวนการท างานของ RNAi 

                เอนไซม์ dicer จัด เป็น  RNaseIII nuclease ซึ่ งมีคุณสมบัติ เป็น  dsRNA-specific 

endonuclease สามารถจดจ าและจับ  dsRNA ที่มีความคล้ายคลึง (homologue) กับ  mRNA 

เป้าหมาย และสามารถตัดสาย dsRNA ออกเป็นสายสัน้ๆ ที่ เรียกว่า small interfering RNA 

(siRNA) ที่มคีวามยาวประมาณ 21-25 bp จากนัน้โปรตนี Argonaute จะเขา้มาจบั siRNA ดงักล่าว

เกิดเป็น ribonucleoprotein complex (RNP) และเหนี่ยวน าให้โปรตีนชนิดอื่นเข้ามารวมกันเพื่อ

สร้างเป็น  RNA-induced silencing complex (RISC) ซึ่ ง  RISC จะท าการแยก  siRNA สายคู่

ออกเป็นสายเดีย่ว โดยสายเดี่ยวที่เป็น antisense ของ siRNA จะมลี าดบัเบสทีเ่ป็นคู่สมกบั mRNA 

เป้าหมาย (sense) จึงเป็นตัวก าหนดความจ าเพาะและการจดจ าให้ RISC complex เข้าจบัและ

ท าลาย mRNA เป้าหมายได้อย่างแม่นย า ซึ่ง  RISC ที่มี siRNA สายเดี่ยวรวมอยู่ด้วย (RISC 

complex) จะเข้าจบักับ mRNA เป้าหมายโดยอาศัยล าดับเบสคู่สมระหว่าง siRNA และ mRNA 

เป้าหมาย จากนัน้ RISC complex  จะกระตุน้ให ้RNase ท าลาย mRNA (ภาพประกอบ 5) 

mRNA ที่ถูกย่อยจะถูกท าลาย เป็นผลให้ไม่ม ีmRNA ผ่านเขา้สู่กระบวนการแปลรหสั
ไปเป็นโปรตีน ท าให้ไม่มกีารสร้างโปรตีนจากยนีนัน้เกิดขึ้น การท างานของ RNAi จงึเป็น post-
transcriptional regulation of gene expression หรอื post-transcriptional gene silencing (Fire A. 
1999: 358-363) 



 29 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 5 กระบวนการท างานของ RNAi 
 

ทีม่า: Fire Andrew.; et al. (1998).  Potent and specific genetic interference by 
double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. p. 806-811. 

 

การประยกุต์ใช้เทคโนโลยี RNAi 

      ปัจจุบนัมกีารพฒันาเทคโนโลย ีRNAi มาใชป้ระโยชน์อย่างหลากหลาย โดยอาศยัหลกั
ในการน า dsRNA หรอื siRNA เขา้สู่สิง่มชีวีติ (transfection) เพื่อกระตุ้นกลไกการท างานของ RNAi 
(Genc; Koroglu; & Genc. 2004: 260-270) ซึง่รูปแบบของ dsRNA หรอื siRNA ที่น าเขา้สู่ร่างกาย 
มอียู่ 5 ชนิด คอื 1) รปูของ dsRNA สงัเคราะหส์ายยาว 2) รปูของ dsRNA สงัเคราะหท์ี่ผ่านการตดั
โดย dicer เป็น siRNA 3) รูปของ dsRNA ที่ผ่านการถอดรหสัจากดเีอ็นเอในหลอดทดลองและใช ้
dicer ตัดเป็น siRNA 4) รูปของ siRNA expression vector และ 5) รูปของ PCR derived siRNA 
cassette (มหาวิทยาลัยมหิดล. สถาบันอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร์ สถาบันวิจ ัยและพัฒนา
วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย.ี 2552: 6-8) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9486653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9486653
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การน าเทคโนโลยี RNAi ไปใช้ในการศึกษาวิจยั 

       เทคโนโลยี RNAi จดัว่าเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์มากต่อการน ามาใช้เพื่อศึกษา
หน้าที่ของยนี เพื่อน าความรู้เหล่านัน้ไปประยุกต์ใช้ในสาขาวิชาต่างๆ เหตุผลที่วิธีการนี้มีการ
น ามาใช้กนัอย่างแพร่หลายและมคีวามนิยมเพิม่ขึน้เรื่อยๆ เพราะการยบัยัง้การแสดงออกของยนี
ดว้ยวธิกีารอื่นๆ เช่น ‘gene knock-out’ ต้องท าใหโ้ครงสรา้งของยนีเปลีย่นแปลงไป อาจท าให้ยนีที่
อยู่ในต าแหน่งนัน้ หรอืต าแหน่งขา้งเคยีงเสยีหาย และอาจส่งผลต่อสิง่มชีวีตินัน้ๆ แต่ดว้ยเทคโนโลย ี
RNAi สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนีหลงัจากกระบวนการถอดรหสั ดงันัน้จงึไม่ท าให้เกดิการ
เปลีย่นแปลงสารพนัธุกรรม ของสิง่มชีวีติ (Mary; Maningas; & Maria. 2015: 123-134) 

 
การผลิตอารเ์อน็เอสายคู่   

อารเ์อน็เอสายคู่ขนาดยาว สามารถผลติไดโ้ดย 2 วธิหีลกัๆ คอื 
1. In vitro transcription เป็นการผลติอาร์เอ็นเอสายคู่ในหลอดทดลอง ซึ่งเลยีนแบบการสรา้งอาร์
เอน็เอในสิง่มชีวีติ ในปฏกิริยิาประกอบดว้ยตน้แบบสายดเีอน็เอ (DNA template), ไรโบนิวคลโีอไทด ์
ทัง้ 4 ตวั ไดแ้ก่ rGTP, rUTP, rATP, rCTP, สารละลายบฟัเฟอร ์(transcription buffer) และเอนไซม ์
RNA polymerase โดยทัว่ไปแล้วบรเิวณของยนีที่ต้องการน ามาสรา้งสายอารเ์อ็นเอจะถูกโคลนเขา้
พ ล าส มิ ด ซึ่ ง มี  T7, Sp6 ห รือ  T3 RNA polymerase promoter เช่ น  pGEM-series vectors, 
pBluescript vector เป็นตน้ การโคลนอาจโคลนเขา้เพยีงสาย sense สายเดยีว หรอืโคลนในลกัษณะ
เป็น hairpin ที่มทีัง้สาย sense และ antisense โดยม ีloop เชื่อมอยู่ตรงกลาง นอกจากนี้ต้นแบบดี
เอ็นเอสายตรงอาจได้มาจากการท า PCR โดยออกแบบ primer ให้มีล าดบันิวคลีโอไทด์ของ T7 
RNA polymerase promoter ต่อกบัส่วนของ 5 end ของ forward primer ของสายทีจ่ะสรา้งอารเ์อน็
เอสาย sense หรอืต่อกับ forward primer ของสายที่จะสร้างอาร์เอ็นเอสาย antisense การเพิ่ม
ปรมิาณดเีอ็นเอสายตรงโดยวธิพีีซอีาร์นัน้ท าได้รวดเรว็และได้ปรมิาณมาก (มหาวทิยาลยัมหิดล. 
สถาบนัอณูชวีวทิยาและพนัธุศาสตร ์สถาบนัวจิยัและพฒันาวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี. 2552: 6-8) 
2. In vivo bacterial expression เป็นการผลติอารเ์อ็นเอสายคู่ในเซลล์แบคทเีรยี ซึ่งเซลล์แบคทเีรยี
โดยทัว่ไปจะมเีอนไซม์ Ribonuclease III (RNaseIII) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ตัดอาร์เอ็นเอสายคู่ ดงันัน้
การสรา้งอารเ์อ็นเอสายคู่ในเซลลแ์บคทเีรยีจงึใช้ E. coli สายพนัธุ์ HT115 ทีม่คีุณสมบตัิจ าเพาะคอื 
เป็นแบคทเีรยีที่มคีวามบกพร่องของยนีที่สรา้งเอนไซม์ RNaseIII E. coli สายพนัธุ์นี้ได้ถูกตดัแต่ง
พันธุกรรมให้สามารถสร้าง T7 RNA polymerase หลงัถูกกระตุ้นด้วย IPTG inducible promoter 
ดงันัน้อารเ์อน็เอสายคู่จะถูกสรา้งขึน้ภายในเซลลแ์บคทเีรยีโดยการเหนี่ยวน าดว้ย IPTG พลาสมดิที่
ใช้ควรเป็น expression plasmid ที่ม ีT7 RNA polymerase promoter เช่น pET series vector ยนี
ที่จะน ามาสรา้งอารเ์อ็นเออาจโคลนเป็นลกัษณะ hairpin ที่ประกอบด้วยสาย sense-loop และสาย 
antisense หรอืเป็นโคลนที่เป็นสาย sense หรอืสาย antisense แยกกนัก็ได้ (มหาวทิยาลยัมหดิล. 
สถาบนัอณูชวีวทิยาและพนัธุศาสตร ์สถาบนัวจิยัและพฒันาวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี. 2552: 6-8) 
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เทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
การแยก cDNA โดยใช ้ degerate primers จะท าใหไ้ด ้ cDNA บางส่วนซึง่ยงัไมค่รบ

สมบรูณ์ เทคนิคหนึ่งทีช่่วยในการหาล าดบัขอ้มลูของ cDNA ทางปลาย 5' คอื เทคนิค  5'-RACE 
โดยขัน้ตอนแรกจะใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะกบับรเิวณทีท่ราบล าดบัดเีอน็เอทีเ่ป็นจดุเริม่ตน้ในการ
สงัเคราะห ์cDNA จาก mRNA ตน้แบบโดยใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase จากนัน้ก าจดั mRNA 
และเตมินิวคลโีอไทดเ์ขา้ทีป่ลาย 3' (homopolymeric tail) ของ cDNA เสน้แรกทีส่งัเคราะหข์ึน้โดย
ใชเ้อนไซม ์ terminal transferase ในภาพประกอบ 6 เป็นการเตมิ A เขา้ทีป่ลาย จากนัน้ใช ้ oligo 
(dT) adaptor เป็นจดุเริม่ต้นในการสงัเคราะห ์cDNA เสน้ทีส่อง ดเีอน็เอทัง้สองเสน้สามารถน ามาใช้
เป็นตน้แบบในการท า PCR โดยใช ้oligo (dT) adaptor และไพรเมอรต์วัทีส่องทีจ่ าเพาะกบับรเิวณที่
ทราบล าดบัดเีอน็เอ 

ในลกัษณะเดยีวกนัการแยก cDNA ทางปลาย 3' สามารถท าไดโ้ดยการใช ้ oligo (dT) 
adaptor ในการสงัเคราะห ์ cDNA เสน้แรก โดยใชเ้อนไซม ์ reverse transcriptase จากนัน้ก าจดั 
mRNA ออก และใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะกบับรเิวณทีท่ราบล าดบัดเีอน็เอในการสงัเคราะห ์ cDNA เสน้
ทีส่อง ดเีอน็เอทัง้สองเสน้สามารถน ากลบัมาใชเ้ป็นตน้แบบในการท า PCR โดยใช ้ oligo (dT) 
adaptor และไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะกบับรเิวณทีท่ราบล าดบัดเีอน็เอ (ปรนิทร ์ ชยัวสิุทธางกูร. 2551: 
198-199) (ภาพประกอบ 7) 
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ภาพประกอบ 6  เทคนิค 5’ RACE 
 

  ทีม่า: Sambrook J.; & Russell D. W. (2001). Molecular cloning: Cold spring 
Harbor laboratory Press (Third Edition).  
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ภาพประกอบ 7  เทคนิค 3’ RACE 
  

ทีม่า: Sambrook, J.; & Russell, D. W. (2001). Molecular cloning: Cold spring Harbor 
laboratory Press (Third Edition).  
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การแยกยีน Toll receptor (MrToll) และ hemocyanin (MrHC) ในกุ้งก้ามกราม  
ปัจจุบนัมรีายงานเกี่ยวกบัยนี Toll receptor และ hemocyanin ในกุ้งชนิดต่างๆ ดงัทีก่ล่าว

มาแลว้ขา้งตน้ แต่ยงัไมม่รีายงานเกี่ยวกบัยนี  Toll receptor (MrToll) และ hemocyanin (MrHC) ใน
กุ้งก้ามกราม ดงันัน้การศกึษาวจิยันี้จงึท า PCR เพื่อหาล าดบัดเีอ็นเอบางส่วนของยนี MrToll และ 
MrHC โดยออกแบบ degenerate primers ส าหรับหาล าดับดีเอ็นเอของยีนทั ้งสองจากการ
เปรยีบเทยีบบรเิวณอนุรกัษ์ (conserved regions) ของโปรตีน Toll และ hemocyanin ของกุ้งชนิด
ต่างๆ เมือ่ไดล้ าดบัดเีอน็เอบางส่วนแลว้จงึท าการหาขอ้มลูดเีอน็เอทางปลาย 5' และ ปลาย 3' โดยใช้
เทคนิค RACE เพื่อใหไ้ดข้อ้มลูของยนีทีค่รบสมบรูณ์ 

งานวจิยันี้เป็นการศกึษาวจิยัแรกของยนีทัง้สองในกุ้งก้ามกรามเพื่อเป็นการเตรยีมความ
พรอ้มดา้นขอ้มลูของยนีและโปรตนี และคาดว่าความเขา้ใจเกี่ยวกบัการแสดงออกและหน้าทีข่องยนี
โดยการใช้เทคนิคต่างๆ จะช่วยใหเ้ขา้ใจถงึบทบาทและหน้าที่ของโปรตนี MrToll และ MrHC ในกุ้ง
กา้มกรามไดด้ยีิง่ขึน้ อนัจะน าไปสู่การป้องกนัการตดิเชือ้ต่าง ๆ ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรม
การเพาะเลีย้งกุง้กา้มกรามในอนาคต 
 

 

                       



บทท่ี 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 
 

อปุกรณ์และสำรเคมี 
1. เช้ือไวรสัและแบคทีเรีย  
   ไวรสั MrNV 

     A. caviae (AHHRI 06103) ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากกรมประมง 
               เชือ้แบคทเีรยีทีไ่ดร้บัความอนุเคราะห์จากภาควชิาชวีวทิยา  
               มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ มดีงันี้ 
          E. coli XL1-blue, E. coli ATCC 25922, E. coli M15,  
    Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11787, 
               B. megaterium, B. subtilis , Vibrio vulnificus DMST 27426 V. harveyi DMST  
               1526, V. mimicus DMST 27430, V. parahemolyticus DMST 22093, A. verronii  
                   DMST 21255, A. hydrophila DMST 22095 
  
 2. สตัวท่ี์ใช้ในกำรทดลอง 
    กุง้กา้มกรามขนาด 40 กรมั  
               กุง้กา้มกรามขนาด 1 กรมั  
 
 3. เครื่องมือท่ีใช้ในกำรทดลอง 
ตาราง 1  เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 
1.1    เครือ่ง thermal cycler  
1.2    เครือ่ง elctrophoresis apparatus 
        และ อุปกรณ์  
1.3    เครือ่ง shaking incubator 
1.4   7300 Real-Time PCR System  

Eppendorf 
Bio-Rad 

 
Gibthai 

Applied Biosystems 
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 4. เคมีภณัฑ ์
ตาราง 2  เคมภีณัฑท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

เคมภีณ์ัทีใ่ชใ้นการทดลอง บรษิทั 

2.1   ชุด Platinum  Taq DNA Polymerase    
2.2  ชุด GoScript™ Reverse Transcriptase และ 
      GoTaq® qPCR Master Mix 
2.3   เอนไซมต์ดัจ าเพาะ   
2.4   T4 DNA ligase 
2.5   ชุด SuperScript III First-Strand Synthesis  
2.6   TRIzol Reagent  
2.7   ชุด MinElute gel extraction kit 
2.8   ชุด QIAprepSpin Miniprep kit  
2.9   ยาปฎชิวีนะ (ampicillin, kanamycin) 
2.10  ชุด SMARTer RACE cDNA Amplification kit  
2.11  ชุด 50x Advantage2 Polymerase Mix   
2.12  ชุด  Nucleospin RNA XS kit 2.13   
2.14  ชุด SuperScript III One-Step RT-PCR System  
2.15  ชุด Geneaid Plasmid Midi kit 
2.16  T7 RNA polymerase 
2.17  DNase I 
2.18  RNaseA  

2.19  ShortCut RNase III   
2.20  agrose 
 

Invitrogen 
Promega 

 
New England Biolabs, Promega 

Vivantis  
Invitrogen 
Invitrogen 
Qiagen 
Qiagen 
Sigma 

Clontech 
Clontech 

Macherey-Nagel 
Invitrogen 
Geneaid 
Promega 

Fermentas 
Fermentas 

New England Biolabs 
Amresco 

 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.biocompare.com/22785-siRNA-Enzymes/68202-ShortCut-RNase-III/
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 5. ชนิดของพลำสมิด 
ตาราง 3 ชนิดของพลาสมดิทีใ่ชใ้นการทดลอง 

 
ชนิดของพลาสมดิ Feature 

 

3.1 pCR 2.1 vector (Invitrogen) 
 

 
 
3.2 pGEM-T Easy Vector (Promega) 

 
 
 
 
 

3.3 pQE-30 vector (Qiagen)  
 
 
 

Plac , lacZ gene, Multiple cloning site,  
T7 promoter, M13 Forword (-20) priming sites, M13 
Reverse priming sites, Kanr, Ampr, f1 origin แ ล ะ 
pUC origin 
T7 RNA polymerase transcription initiation site, 
Multiple cloning site, SP6 RNA polymerase 
promoter, SP6 RNA polymerase transcription 
initiation site, pUC/M13 Reverse priming sites, 
pUC/M13 Forward priming sites, lacZ gene, f1 
region, T7 RNA polymerase promoter  
T5 promoter/lac operator element, T5 transcription, 
6xHis-tag coding sequence, Multiple cloning site, 
Lambda t0 transcriptional termination region, rrnB 
T1 transcriptional termination region, ColE1 origin 
of replication, β-lactamase coding sequence 
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 6. ล ำดบัดีเอน็เอของ primer  
ตาราง 4 ล าดบัดเีอน็เอของ primer ทีใ่ชใ้นการทดลองจากบรษิทั 1st Base 
 

Primer Primer sequence (5’-3’) ผลผลติ PCR 
       (bp)   eature 

 

หาล าดบั cDNA MrToll 
TIR-F 
Toll-R1.5 
Toll-F6 
Nested 5'-RACE 

 
TGYCTYCACTAYCGYGACTG 
TGARAGCACSACAATRGT 
AAYCTRACMATTCCMWACAA 
CTGATTTTGAATGTACTCTCCAGGTACC 

 
96 
 
627 

5’-RACE MrToll 
Nested2Toll 5’-RACE 
UPM 
 
NToll-600R 
NUP 

 
ACAGTCACAGTCCCATGGATTTCCAC 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT
ATCAACGCAGAGT 
CCTCTGACATCTAGAACC 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

 
3,000 
 
 
2,500 

3’-RACE MrToll 
N2Toll 3’-RACE 
UPM 

 
CACAGTTTTGGTCCCTGGGCTTGAA 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT
ATCAACGCAGAGT 

 
1,500 

วเิคราะหก์ารแสดงออก 
MrTollexp-F 
MrTollexp-R 
β-actin-F 
β-actin-R 

 
AGTGGAAATCCATGGGACTG 
AATGCACCAATTGCAACAAG 
CCCAGAGCAAGAGAGGTA 
GCGTATCCTTCGTAGATGGG 

 
200 
 
337 

ตรวจหาเชือ้ A. caviae  
ACF 
ACR 

 
GGCGAGCCGCAGGCACCC 
CTCGACGAAGGCCTTGATGCCC 

 
237 

ผลติ dsRNA  
RNAiTollF 
RNAiTollR 

 
AACACAGTTTTGGTCCCTGG 
CAGCTTTTTCGGTGGATGAG 

 
381 
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ตาราง 4 ล าดบัดเีอน็เอของ primer ทีใ่ชใ้นการทดลองจากบรษิทั 1st Base (ต่อ) 
 

Primer Primer sequence (5’-3’) ผลผลติ PCR 
       (bp)   eature 

 

หาล าดบั cDNA MrHC 
HC-Fout 
HC-Rout 

 
ACNTGGCAYATGGARTTYCC 
TANCCRTGGGCAATAGCATC 

 
330 

5’-RACE MrHC 
HC-5’ RACE  
UPM  

 
ACCACCATATCTGTCTTCCCACCAGAAG  
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG
GTATCAACGCAGAGT 

 
735 
 
 

3’-RACE MrHC 
HC-3’ RACE  
UPM 

 
CCCCTTCTGGTGGGAAGACAGATATGG  
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG
GTATCAACGCAGAGT 

 
1,539 
 

วเิคราะหก์ารแสดงออก 
HC-probe F  
HC- probe R  

 
ACTTGGCATACGGATTTCC  
GATATATCCACGGCCAATTGC  
 

 
330 

qPCR MrHC 
HC1-L  
HC1-R 

 
TTGCTCTCATTCTGGCAGTC 
AGCTCCACATTGAGCATGAG 

 
95 

ผลติโปรตนี MrHC-C 
HC1F 
HC1R 

 
CGCGGATCCCCTCCATACACTCATGAAGA 
CCCAAGCTTATGG TATACTTTCACATAAGT 

 
744 
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วิธีด ำเนินกำรทดลอง 

 ด ำเนินกำรโดยภำพรวม 
 

สกดัอารเ์อน็เอจาก gill และ hepatopancreas ของกุง้กา้มกรามและสงัเคราะห์ cDNA  
 
 

การโคลนและการหาล าดบั cDNA ของยนี MrToll และยนี MrHC โดยวธิ ี
Rapid amplification of 5' and 3' cDNA ends (RACE) 

 
 

การวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของ MrToll และ MrHC 
 
 

การศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการโดยการสรา้ง phylogenetic tree 
 
 

การศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll และยนี MrHC ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกรามโดยวธิ ี
semi-quantitative reverse transcriptase PCR  

 
 

 
   การทดลอง immune challenge                                การทดลอง immune challenge              

               ส าหรบัยนี MrToll                                                              ส าหรบัยนี MrHC 
 

 
         การผลติอารเ์อน็เอสายคู่                                  การศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC   
                                                                                           หลงัจากฉีดเชือ้ MrNV โดยวธิ ีqPCR 

  

   การยบัยัง้การแสดงออกของยนี MrToll  
โดยวธิ ีdsRNA-mediated RNA interference                   การศกึษาคุณสมบตักิารตา้นจลุชพีของ     
                                                                                       MrHC ดา้นปลาย C  
   การทดลองฉีดเชือ้แบคทเีรยีและ  PBS  
     ในกุง้ทีถู่ก knock-down ยนี MrToll 
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1. กำรสกดัอำรเ์อน็เอจำก gill และ hepatopancreas ของกุ้งก้ำมกรำมและกำร
สงัเครำะห ์cDNA  

น ากุง้ก้ามกรามทีซ่ือ้จากตลาดน ้าหนกัตวั 40 ถงึ 45 กรมัต่อตวัมาสกดัอารเ์อน็เอจาก gill 
และ hepatopancreas กุง้โดยใชว้ธิ ีTRIzol Reagent (Invitrogen) จากนัน้น าอารเ์อน็เอทีส่กดัได ้2 
ไมโครกรมั มาสงัเคราะห ์ cDNA โดยใชเ้อนไซม ์  SuperScript III First-Strand Synthesis 
(Invitrogen)  และผสมสารต่างๆ ทีใ่ชใ้นการสงัเคราะห ์cDNA ดงัตาราง 5 
 
ตาราง 5  ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA จากอารเ์อน็เอ gill และ hepatopancreas ของกุง้
กา้มกราม 
 

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
RNA (0.4 ไมโครกรมั/ไมโครลติร) 
Oligo(dT)15 
10 mM dNTP  
DEPC-treated water 

5 
1 
1 
6 

ปรมิาตรสุทธ ิ 13.0 
 

น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 65 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  5  นาท ีจากนัน้บ่มที ่4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา  1  นาท ีจากนัน้เตมิสารต่างๆ 
ดงัตาราง 6 
 
ตาราง 6  ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA จากอารเ์อน็เอ gill และ hepatopancreas ของกุง้
กา้มกราม (ต่อ) 
 

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 

 
5X First-Strand buffer                                                           
0.1 M DTT  
RNaseOUT™ (40 unit/ไมโครลติร) 
SuperScript III First-Strand Synthesis (Invitrogen) (400 
unit/ไมโครลติร) 

4 
1 
1 
1 

ปรมิาตรสุทธ ิ 20.0 



 42 

 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 50 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  60  นาท ีจากนัน้บ่มที ่ 70 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา  15  นาท ีแลว้จงึบ่มที ่ 4 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา  1  นาท ี จากนัน้จงึท าลาย RNA โดยเตมิ E. coli  RNaseH (2 unit/
ไมโครลติร) 1 ไมโครลติร น าไปบ่มที ่ 37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา  20  นาท ี เกบ็ cDNA ที่
สงัเคราะหไ์ดท้ี ่-20 องศาเซลเซยีส 
 
2. กำรโคลนและกำรหำล ำดบั cDNA บำงส่วนของยีน MrToll และยีน MrHC  
     2.1 กำรท ำ PCR เพ่ือหำล ำดบัดีเอน็เอบำงส่วนของยีน MrToll และยีน MrHC 
 ออกแบบ degenerate primer ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll โดยการ
เปรยีบเทยีบบรเิวณอนุรกัษ์ (conserved regions) ส่วนของ TIR-domain ของโปรตนี Toll จากกุง้
ชนิดต่างๆ ดงันี้ L. vannamei (Protein ID: ABK58729), F. chinensis (Protein ID: ABQ59330), 
M. japonicus (Protein ID: BAG68890 และ BAF99007) และ P. monodon (Protein ID: 
ABO43764.1)  
 
degenerate primers ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll มลี าดบัเบสดงันี้ 

TIR-F : 5’- TGYCTYCACTAYCGYGACTG-3’ 
Toll-R1.5 : 5’- TGARAGCACSACAATRGT-3’ 
(Y= C, T; R = A, G; S= C, G)   
 

 ส าหรบัการหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrHC ออกแบบ degenerate primer โดยการ
เปรยีบเทยีบบรเิวณอนุรกัษ์ของ hemocyanin จากกุง้ชนิดต่างๆ ดงันี้ Farfantepenaeus paulensis 
(AAV48599.1), P. monodon (AAL27460.1), M. japonicus (ABR14693.1, AAS92971.1, 
ABR14694.1), F. chinensis (ACM61982.1), Palaemonetes pugio (AAX38504.1) และ 
Metapenaeus ensis (ABV58636.1)  
 
degenerate primers ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrHC มลี าดบัเบสดงันี้ 
 HC-Fout : 5'-ACNTGGCAYATGGARTTYCC-3' 
 HC-Rout : 5'-TANCCRTGGGCAATAGCATC-3'  
            (N= A, C, G, T; Y= C, T; R = A, G) 
 
 จากนั ้นท าการหาล าดับดี เอ็น เอของยีน  MrToll  ด้วยวิธี PCR โดยใช้ เอนไซม์
PlatinumTaq DNA Polymerase (Invitrogen) และผสมสารต่างๆ ทีใ่ชใ้นการท า PCR ดงัตาราง 7 
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ตาราง 7 ส่วนผสมของการท า PCR เพื่อหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll   
  

ส่วนผสมของ PCR reaction ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
cDNA จาก gill ของกุง้กา้มกราม 
10X PCR buffer, Minus Mg                                                       
2.5 mM dNTP  
50 mM MgCl2                                                          
Platinum Taq DNA Polymerase (5 unit/ไมโครลติร)                                                  
TIR-F primer (50 พโิคโมล/ไมโครลติร)                                                     
Toll-R1.5 primer (50 พโิคโมล/ไมโครลติร)                                                      
Nuclease-Free Water          

5 
5 
4 

1.5 
0.5 
1 
1 
32 

ปรมิาตรสุทธ ิ 50.0 
 

  
 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆเรยีบรอ้ยแลว้ ใส่ในเครือ่ง thermal cycler 
ก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบัเพิม่จ านวน MrToll  โดยใชอุ้ณหภูมใินขัน้ตอน denaturation และ 
extension ตามคู่มอืของ Invitrogen ส าหรบัเอนไซม ์Platinum Taq DNA Polymerase ดงันี้   
 ขัน้ตอนที ่1 initial denaturation      อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  2  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่2 denaturation              อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่3 annealing                  อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่4 extension                  อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(2)-(4) เป็นจ านวน 35 รอบ 
 ขัน้ตอนที ่6 final extension            อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี
 ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
 ส าหรบัการหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrHC ท าเช่นเดยีวกบัการหาล าดบัดเีอน็เอของยนี 
MrToll  โดยใช ้ cDNA จาก hepatopancreas ของกุง้กา้มกรามเป็นตน้แบบ เปลีย่น primer เป็น 
HC-Fout และ HC-Rout และขัน้ตอนที ่ 4 extension ทีอุ่ณหภมู ิ 72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 90 
วนิาท ีจากนัน้น าผลผลติ PCR ทีไ่ดจ้ากการท า PCR มาวเิคราะหข์นาดโดยใช ้1% agarose gel ที่
ความต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใต้แสง UV ส าหรบัผลผลติ PCR ของ 
MrToll มขีนาด 96 bp และผลผลติ PCR ของ hemocyanin มขีนาด 330 bp จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอ
ทีต่อ้งการและสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ดสกดัดเีอน็เอ MinElute gel extraction (QIAGEN)  
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     2.2 กำรโคลนล ำดบัดีเอน็เอบำงส่วนของยีน MrToll และยีน MrHC เข้ำสู่ pCR 2.1 vector 
และกำรน ำพลำสมิดเข้ำสู่  E. coli (transformation) 

ท าการโคลนชิน้ส่วนของ MrToll และ MrHC เขา้สู่ pCR 2.1 vector (Invitrogen) 
(ภาพประกอบ 8) เนื่องจากผลผลติ PCR ของ MrToll และ MrHC ทีส่งัเคราะหโ์ดยใช้ 
TaqPolymerase จะใหผ้ลผลติทีม่ปีลาย deoxyadenosine (A) ยืน่ออกทางปลาย 3' จงึตอ้งโคลน
ผลผลติ PCR นี้ เขา้สู่พลาสมดิ TA Cloning vector ซึง่เป็นพลาสมดิทีม่ ี deoxythymidine (T) ยืน่
ออกทางปลาย 3'  โดยท าการโคลนเขา้สู่พลาสมดิ pCR 2.1 vector จาก TA Cloning® Kit ตามคู่มอื
ของ Invitrogen โดยใชเ้อนไซม ์T4 DNA ligase (Vivantis) ซึง่ใชอ้ตัราส่วนโดยโมลของพลาสมดิ : 
ดเีอน็เอ เป็น 1 : 5 (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) ผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 8 
 
ตาราง 8  ส่วนผสมของการท า ligation ของผลผลติ PCR กบั pCR 2.1 vector 
 

ส่วนผสมของการ ligation ปรมิาตร (ไมโครลติร) 

pCR 2.1 vector (10 เฟมโตโมล/ไมโครลติร)                                
ผลผลติของ MrToll และ hemocyanin (25 เฟมโตโมล/ไมโครลติร) 
10X Ligation buffer                                    
T4 DNA Ligase (200 unit/ไมโครลติร)                                                 
Nuclease-Free Water  

1 
2 
1 

0.5 
5.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 
  
 จากนัน้น าสารผสมไปบ่มที่ 16 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง เพื่อให้ดีเอ็นเอ
เชื่อมต่อกนั แลว้จงึน ามา transform เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์XL1-Blue เพื่อเพิม่จ านวนพลาสมดิ ซึ่ง
มีข ัน้ตอนดังนี้  ปิเปตส่วนผสมของการท า ligation จากตาราง 7 ใส่ในหลอดที่มี E. coli (200 
ไมโครลติร/หลอด)  ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้ววางไว้บนน ้าแขง็ 30 นาท ี  จากนัน้แช่ใน water 
bath  ทีม่อุีณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาท ี (heat-shock)  และแช่ในน ้าแขง็อกี 20 นาท ีจงึ
เตมิ LB agar ซึ่งอุ่นที่ 37 องศาเซลเซยีส จ านวน 1000 ไมโครลติร น าไปบ่มใน incubator shaker 
ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 225 รอบต่อนาท ีนาน 2 ชัว่โมง จากนัน้แบ่ง XL1-Blue มา spread 
บน LB agar  ที่ม ีampicilin 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร, X-gal 40 มลิลกิรมั/มลิลลิติร 25 ไมโครลติร
และ IPTG 100 มลิลกิรมั/มลิลลิติร 12 ไมโครลติร โดยปรมิาตรเพลตละ 100 ไมโครลติร จ านวน 2 
เพลต แล้วน าไปบ่มข้ามคนืที่ 37 องศาเซลเซียส คดัเลอืกโคโลนีโดยวธิ ีblue-white colonies มา
ตรวจสอบต่อไป (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) 
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ส าหรบัวธิเีตรยีม competent cell ท าตามวธิขีอง Sambrook; Fritsch; & Maniatis 
(Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8  โครงสรา้งของ pCR 2.1 vector และต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมต่์างๆ 
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     2.3 กำรคดัเลือกโคลนของ E. coli ท่ีมรีีคอมบิแนนทพ์ลำสมิด pCR 2.1-MrToll และ pCR 
2.1-MrHC 
 การคดัเลอืกโคลนทีม่ชีิน้ดเีอน็เอท าโดยน าโคโลนีสขีาวทีค่ดัเลอืกจากขัน้ตอนที ่ 2.2  มา
เลีย้งใน LB broth ปรมิาตร 4 มลิลลิติร ทีเ่ตมิ ampicilin (ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) 
โดยเลีย้งไวข้า้มคนืใน incubator shaker ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 225 รอบต่อนาท ีจากนัน้น า 
culture ทีเ่ลีย้งไวม้าท าการสกดัพลาสมดิแลว้ตดัดว้ย EcoRI-HFTM restriction enzyme (New 
England Biolabs) ซึง่ควรจะไดด้เีอน็เอ 2 ชิน้ โดยชิน้หนึ่งมขีนาดประมาณ 3.9 กโิลเบส (kb) ของ 
พลาสมดิ (pCR 2.1 vector) และอกีชิน้หน่ึงขนาดเท่ากบัผลผลติ PCR ของ MrToll หรอืของ MrHC 
โดยสามารถสงัเกตไดเ้มือ่ท าการแยกโดยใช ้ 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 
ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใต้แสง UV 
 การสกัดพลาสมิด โดยใช้ชุ ด  QIAprepSpin Miniprep kit ตามคู่ มือของ QIAprep 
Miniprep Handbook มีขั ้น ต อนดั งนี้  น า เชื้ อ ที่ เต รีย ม ไว้ม า ปั ่น ใน  microcentrifuge tube ที ่       
18,000 x g นาน 2 นาท ีเกบ็ตะกอนเชือ้มา resuspend ในบฟัเฟอร ์P1 250 ไมโครลติร จากนัน้เตมิ
บฟัเฟอร ์P2 250 ไมโครลติร และบฟัเฟอร ์N3 350 ไมโครลติร ผสมเบาๆ น าไปปัน่ที่ 18,000 x g 
นาน 10 นาท ีดูด supernatant ใส่ใน QIAprepSpin column น าไปปัน่ที่ 18,000 x g นาน 1 นาท ี
ทิง้สารละลายทีผ่่านออกมาและเตมิบฟัเฟอร ์PB 500 ไมโครลติร แลว้น าไปปัน่ที ่18,000 x g นาน 1 
นาที ทิ้งสารละลาย ล้างสารที่ปนเป้ือนทิ้งโดยเติมบฟัเฟอร ์PE  750 ไมโครลติร จากนัน้ปัน่แยก
สารละลายทิง้ที ่18,000 x g นาน 1 นาท ี ปัน่แยกบฟัเฟอร ์PE ทีต่กคา้งอยูท่ิง้ที ่18,000 x g นาน 1 
นาที  แล้วเติมบฟัเฟอร์ EB 50 ไมโครลิตร เพื่อชะเอาพลาสมิดที่ต้องการออกจาก column โดย
น าไปปัน่อีกครัง้ที่ 18,000 x g นาน 1 นาที เก็บสารละลายที่ได้ที่ -20 องศาเซลเซยีส จากนัน้น า
พลาสมดิทีไ่ดม้าตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 2 ชัว่โมง โดยท า
การผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 9 
 ท าการวเิคราะหผ์ลการตดัรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ โดยแยกใน 1% 
agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง ตรวจสอบขนาดของชิน้ส่วนดเีอน็เอทีไ่ด้
เทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐาน (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) 
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ตาราง 9  ส่วนผสมของการตดัผลผลติ PCR ทีโ่คลนอยู่ใน pCR 2.1 vector ดว้ย EcoRI-HF TM 
 

ส่วนผสมของการตดัผลผลติ PCR 
ปรมิาตร

(ไมโครลติร) 
พลาสมดิ (pCR 2.1-MrToll หรอื pCR 2.1-MrHC)              
EcoRI-HFTM restriction enzyme (20 unit/ไมโครลติร)                                                  
10X buffer 4                                                  
10X BSA  
Nuclease-Free Water          

5 
0.5 
1 
1 

2.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10 
   
 
     2.4 กำรหำล ำดบัดีเอน็เอ 

เมือ่หาโคลนทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิของ pCR 2.1-MrToll และ pCR 2.1-MrHC จากขอ้ 
2.3 ไดแ้ลว้ พลาสมดิส่วนหน่ึงจะน าไปหาล าดบัดเีอน็เอของ MrToll และ MrHC โดยบรษิทั 1st 
BASE (http://base-asia.com) และวเิคราะหล์ าดบัดเีอน็เอทีไ่ดโ้ดยใชโ้ปรแกรม BioEdit (Hall; et al. 
2011: 60-61) และ BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้ง
ของ ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนี ส าหรบัการหาล าดบัดเีอน็เอจะใช ้ M13 Reverse primer 
และ M13 Forward primer ซึง่มลี าดบัเบสดงันี้ 
 M13 Reverse primer : 5’- CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 
 M13 Forward primer : 5’- GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 
     2.5 กำรโคลนและกำรหำล ำดบั cDNA บำงส่วนท่ีมีควำมยำวมำกขึ้นของยีน MrToll  
 เนื่องจากล าดบัดเีอน็เอบางส่วนทีไ่ดจ้าก MrToll ขนาด 96 bp จงึจ าเป็นตอ้งหาล าดบั 
cDNA ขนาดยาวขึน้ของยนี MrToll เพื่อใหไ้ดข้อ้มลูมากขึน้ โดยน าล าดบัดเีอน็เอบางส่วนของ 
MrToll ทีต่รวจสอบความถูกตอ้งของ ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนี จากขอ้ 2.4 แลว้ มา
ออกแบบ degenerate primer และ gene specific primer ต่อ MrToll เพื่อหาล าดบัดเีอน็เอขนาด
ยาวขึน้ต่อไป  
degenerate primer และ gene specific primer ส าหรบัหาล าดบัดเีอ็นเอของยนี MrToll มลี าดบัเบส
ดงันี้ 

 Toll-F6 : 5’-AAYCTRACMATTCCMWACAA-3’ 
 Nested 5'-RACE : 5’-CTGATTTTGAATGTACTCTCCAGGTACC-3’ 

           (W=A, T ; M= A, C ) 

http://base-asia.com/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 ท าการหาล าดบัดเีอน็เอขนาดยาวของยนี MrToll  ดว้ยวธิ ี PCR โดยใชเ้อนไซม ์
PlatinumTaq DNA Polymerase (Invitrogen) ตามคู่มอืของ Invitrogen และผสมสารต่างๆ ทีใ่ช้
ในการท า PCR เช่นเดยีวกบัตาราง 7 แต่ใช ้ primer Toll-F6 และ Nested 5'-RACE จากนัน้น า
ผลผลติ PCR มาวเิคราะหข์นาดโดยใช ้1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง 
แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV โดยผลติ PCR ของ MrToll มขีนาด 627 bp ตดัแถบดเีอน็เอทีต่อ้งการ
และสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) ท าการโคลนชิน้ส่วน
ของ MrToll เขา้สู่ pCR 2.1 vector และน าพลาสมดิเขา้สู่  E. coli สายพนัธุ ์ XL1-Blue โดยใช้
อตัราส่วนในการ ligation และขัน้ตอนการน าพลาสมดิเขา้สู่เซลล ์ E. coli เหมอืนขอ้ 2.2 แลว้จงึ
คดัเลอืกโคลนของ E. coli ทีม่รีคีอมบแินนท ์ พลาสมดิ pCR 2.1-MrToll เหมอืนขอ้ 2.3 น ารคีอม
บแินนทพ์ลาสมดิของ pCR 2.1-MrToll ไปหาล าดบัดเีอน็เอเหมอืนขอ้ 2.4 เมือ่ไดผ้ลล าดบัดเีอน็เอ
แลว้ น าขอ้มลูล าดบัดเีอน็เอทีไ่ด ้ มาหาบรเิวณที ่ overlap กบัล าดบัดเีอน็เอทีไ่ดใ้นขอ้ 2.4 แลว้รวม
ขอ้มลูล าดบัดเีอน็เอส่วนที่ overlap กนัไดเ้ป็นดเีอน็เอขนาดยาวขึน้ 
 
3. กำรหำข้อมลูล ำดบั cDNA ทำงปลำย 5' และปลำย 3'  โดยวิธี Rapid 
amplification of 5' and 3' cDNA ends (RACE) 
     3.1 กำรสงัเครำะห ์cDNA เส้นแรก (First-Strand cDNA Synthesis) 

น าอารเ์อน็เอจาก gill และ hepatopancreas ของกุง้กา้มกรามทีส่กดัไดจ้ากขอ้ 1 มาเป็น
ตน้แบบในการสงัเคราะห ์ cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' (5' cDNA ends RACE) และปลาย 3'(3' 
cDNA ends RACE)   โดยใช ้primer และขัน้ตอนการสงัเคราะหต์ามคู่มอืของชุด SMARTer RACE 
cDNA Amplification kit (Clontech)  

 
primer ส าหรบัสงัเคราะห ์cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' และปลาย 3' มลี าดบัเบสดงันี้ 
 5'-RACE CDS Primer A : 5'–(T)25V N–3' 
 3'-RACE CDS Primer A : 5'–AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30 V N–3' 
 

ท าการสงัเคราะห ์ cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' โดยใชชุ้ด SMARTer RACE cDNA 
Amplification kit (Clontech) และผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 10 
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ตาราง 10 ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA เสน้แรกทางปลาย 5'  
  

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
RNA จาก gill หรอื hepatopancreas ของกุง้กา้มกราม (30 นา
โนกรมั/ไมโครลติร) 
12 µM 5'-RACE CDS Primer A                             

2.75 
 
1 

ปรมิาตรสุทธ ิ 3.75 
 

  
น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารดงัตาราง 10 ใส่ในเครือ่ง thermal cycler บ่มที่

อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 นาทแีละบ่มทีอุ่ณหภมู ิ42 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาท ี
จากนัน้เตมิสารต่างๆ ลงในหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรเดมิ ดงัตาราง 11 

 
ตาราง 11 ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' (ต่อ) 
  

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
5X First-Strand Buffer 
20 mM DTT 
10 mM dNTP 
RNase inhibitor (40 unit/ไมโครลติร)    
SMARTScribe Reverse Transcriptase (100 unit/ไมโครลติร)  
SMARTer IIA oligo                                        

2 
1 
1 

    0.25 
1 
1 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 
 
 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ใส่ในเครือ่ง thermal cycler 
บ่มทีอุ่ณหภมู ิ42 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 90 นาท ีและบ่มทีอุ่ณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
10 นาท ีจากนัน้เตมิ Tricine-EDTA buffer 20 ไมโครลติร (ในกรณทีี ่RNA เริม่ตน้น้อยกว่า 200 นา
โนกรมั) ส าหรบัการสงัเคราะห ์ cDNA เสน้แรกทางปลาย 3' ท าเช่นเดยีวกบัการสงัเคราะห ์ cDNA 
เสน้แรกทางปลาย 5' แต่เปลีย่น primer จาก 5'-RACE CDS Primer A เป็น 3'-RACE CDS Primer 
A และส่วนผสมในตาราง 11 ไมต่อ้งใส่ SMARTer IIA oligo น าสารละลายใสทีไ่ดเ้กบ็ที ่  -20 องศา
เซลเซยีส  
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     3.2 Rapid amplification of 5' and 3' cDNA ends (RACE) 
 เมือ่ไดข้อ้มลูล าดบัดเีอน็เอของ MrToll และ MrHC ทีต่รวจสอบความถูกตอ้งของ ORF 
และการแปลรหสัเป็นโปรตนีจากขอ้ 2.4 และ 2.5 แลว้ น าขอ้มลูทีไ่ดม้าออกแบบ gene specific 
primer (GSP) ต่อ MrToll และ MrHC เพื่อใชใ้นการหาขอ้มลูล าดบั cDNA ทางปลาย 5' และปลาย 
3'  ดว้ยวธิ ีRapid amplification of 5' and 3' cDNA ends (RACE) โดยใชชุ้ด SMARTer RACE 
cDNA Amplification kit (Clontech) 
 3.2.1 กำรท ำปฎิกิริยำ 5'-RACE และ 3'-RACE ของ MrToll  
 primer ส าหรบัปฎกิริยิา 5'-RACE PCR ของ MrToll ประกอบดว้ย GSP ส าหรบั 5'-
RACE และ 10X Universal Primer A Mix (UPM) มลี าดบัเบสดงันี้ 
 Nested2Toll 5'-RACE : 5'–ACAGTCACAGTCCCATGGATTTCCAC–3' 
 10X Universal Primer A Mix (UPM) : 
  5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT–3' 
 
 primer ส าหรบัปฎิกิรยิา nested 5'-RACE PCR ของ MrToll ประกอบด้วย GSP ส าหรบั 
nested 5'-RACE และ Nested Universal Primer A (NUP) มลี าดบัเบสดงันี้ 
 NToll-600R : 5'–CCTCTGACATCTAGAACC–3' 

  NUP : 5'–AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT–3 

 
 primer ส าหรบัปฎกิริยิา 3'-RACE PCR ของ MrToll ประกอบดว้ย GSP ส าหรบั 3'-
RACE และ UPM มลี าดบัเบสดงันี้ 

N2Toll 3’-RACE  : 5'–CACAGTTTTGGTCCCTGGGCTTGAA–3' 
UPM : 5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT–3' 

 
 ท าปฎกิริยิา 5'-RACE ของยนี MrToll  โดยใชเ้อนไซม ์ 50x Advantage 2 Polymerase 
Mix  (Clontech) และใช ้cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' ทีส่งัเคราะหไ์ดจ้าก gill ในขอ้ 3.1 เป็น  cDNA 
ตน้แบบ ผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 12 
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ตาราง 12 ส่วนผสมของการท าปฎกิริยิา 5'-RACE PCR ของยนี MrToll   
  

ส่วนผสมของการท าปฎกิริยิา 5'-RACE PCR  ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' จาก gill ของกุง้กา้มกราม 
10X UPM                                                       .  
Nested2Toll 5'-RACE (10 พโิคโมล/ไมโครลติร)    
10mM dNTP  
50x Advantage 2 Polymerase Mix (5 unit/ไมโครลติร)    
10x Advantage 2 PCR buffer                                      
Nuclease-Free Water          

2.5 
5 
1 
1 
1 
5 

34.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 50.0 
 
 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรที่ผสมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแล้ว ใส่ในเครื่อง thermal cycler 
ก าหนดอุณหภูมแิละเวลาส าหรบัการท าปฎกิริยิาโดยวธิ ีtouchdown PCR ตามคู่มอืของ Clontech 
ดงันี้   
 ขัน้ตอนที ่1 denaturation  อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่2 annealing และ denaturation   
         อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่3 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(1)-(2) เป็นจ านวน 5 รอบ 
 ขัน้ตอนที ่4 denaturation   อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่5 annealing   อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่6 extension   อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่7 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(4)-(6) เป็นจ านวน 5 รอบ 
 ขัน้ตอนที ่8 denaturation  อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่9 annealing   อุณหภมู ิ68 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่10 extension   อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่11 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(8)-(10) เป็นจ านวน 30 รอบ 
 ขัน้ตอนที ่12 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
 
 จากนัน้วเิคราะหผ์ลผลติ PCR ของ 5'-RACE โดยน าผลผลติทีไ่ดม้าแยกดว้ย 1% 
agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูล ภายใตแ้สง UV ส าหรบัผล
สงัเคราะห ์5'-RACE ของ MrToll มขีนาด 3,000 bp จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอทีต่อ้งการและสกดัดเีอน็
เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) ซึง่ผลผลติ PCR ของ 5'-RACE 
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ของ MrToll ทีไ่ดน้ี้สามารถน ามาเป็นตน้แบบในการท าปฎกิริยิา nested 5'-RACE PCR ของ MrToll 
โดยใชผ้ลผลติ PCR ของ 5'-RACE ปรมิาตร 5 ไมโครลติร ผสมใน Tricine-EDTA buffer 245 
ไมโครลติร (dilution1:50) ตามคู่มอืของ Clontech และน ามาใชเ้ป็นตน้แบบในการท าปฎกิริยิา 
nested PCR ของ 5'-RACE โดยผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 13 
 
ตาราง 13 ส่วนผสมของการท าปฎกิริยิา nested 5'-RACE PCR ยนี MrToll   
  

ส่วนผสมของการท าปฎกิริยิา nested 5'-RACE PCR  ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
5'-RACE dilution1:50 
10 µM NUP                                                    .  
NToll-600R (10 พโิคโมล/ไมโครลติร)    
10mM dNTP  
50x Advantage 2 Polymerase Mix (5 unit/ไมโครลติร)    
10x Advantage 2 PCR buffer                                      
Nuclease-Free Water          

2 
1 
1 
1 
1 
5 
39 

ปรมิาตรสุทธ ิ 50.0 
 
 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ ใส่ในเครือ่ง thermal cycler 
ก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบัการท าปฎกิริยิา nested 5'-RACE PCR ตามคู่มอืของ Clontech 
ดงันี้   
 ขัน้ตอนที ่1 denaturation  อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่2 annealing   อุณหภมู ิ52 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี 
 ขัน้ตอนที ่3 extension   อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่4 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(1)-(3) เป็นจ านวน 35 รอบ   
 ขัน้ตอนที ่5 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
    
 จากนัน้วเิคราะหผ์ลผลติ PCR จากการท า nested 5'-RACE โดยน าผลผลติทีไ่ดม้าแยก
ดว้ย 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV 
ส าหรบัผลสงัเคราะห ์ nested 5'-RACE ของ MrToll มขีนาด 2,500 bp จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอที่
ตอ้งการและสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN)  
 ส าหรบัการท าปฎกิิรยิา 3'-RACE ของ MrToll ท าเช่นเดยีวกบัการท าปฎกิริยิา 5'-RACE 
โดยใช้ cDNA เส้นแรกทางปลาย 3' จาก gill ของกุ้งก้ามกรามเป็นต้นแบบและใช้ N2Toll 3’-RACE  
ส าหรบั 3'-RACE ร่วมกบั 10XUPM ส่วนขัน้ตอน extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส ใช้เวลา 
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2 นาที ซึ่งผลการสังเคราะห์ 3'-RACE ของ MrToll มีขนาด 1,500 bp จากนัน้ตัดแถบดีเอ็นเอที่
ตอ้งการและสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) 
 3.2.2 กำรท ำปฎิกิริยำ 5'-RACE และ 3'-RACE ของ MrHC  
 primer ส าหรบัสงัเคราะห์ 5'-RACE PCR ของ MrHC ประกอบดว้ย GSP ส าหรบั 5'-
RACE และ UPM มลี าดบัเบสดงันี้ 
 HC-5’ RACE : 5’-ACCACCATATCTGTCTTCCCACCAGAAG -3’ 

  UPM : 5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT–3' 
 

 primer ส าหรบัสงัเคราะห์ 3'-RACE PCR ของ MrHC ประกอบดว้ย GSP ส าหรบั 3'-
RACE และ UPM มลี าดบัเบสดงันี้ 
 HC-3’ RACE : 5’-CCCCTTCTGGTGGGAAGACAGATATGG -3’ 

  UPM : 5'–CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT–3' 
 
 ท าปฎิกิรยิา 5'-RACE และ 3'-RACE ของยนี MrHC โดยใช้เอนไซม์ 50x Advantage 2 
Polymerase Mix  (Clontech) และใช ้cDNA เสน้แรกทางปลาย 5' และปลาย 3' ทีส่งัเคราะหไ์ดจ้าก 
hepatopancreas ในขอ้ 3.1 เป็น  cDNA ต้นแบบตามล าดบั ส าหรบัการท าปฎกิริยิา 5'-RACE และ 
3'-RACE ของยนี MrHC ท าเช่นเดยีวกบัการท าปฎิกิรยิา 5'-RACE และ 3'-RACE ของยนี MrToll  
โดย 5'-RACE ของยนี MrHC ใช้ HC-5’ RACE และ UPM เป็น primer ส าหรบัการสงัเคราะห์ 3'-
RACE ของ MrHC ใช้ HC-3’ RACE และ UPM เป็น primer โดยขัน้ตอน extension ท าที่อุณหภูม ิ
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้น าผลการสังเคราะห์ 5'-RACE และ 3'-RACE มา
วเิคราะห์ขนาดโดยใช้ 1% agarose gel ที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์ นาน 1 ชัว่โมง แล้วส่องดูผล
ภายใต้แสง UV ซึ่งผลการสงัเคราะห์ 5'-RACE ของ MrHC มขีนาด 736 bp ขณะที่ 3'-RACE ของ 
MrHC มขีนาด 1,539 bp ตามล าดบั จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอทีต่้องการและสกดัดเีอ็นเอออกจากเจล
โดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN)   
     3.3 กำรโคลนและกำรหำล ำดบัดีเอน็เอของ 5'-RACE และ 3'-RACE ของยีน MrToll และ 
MrHC 

ท าการโคลนผลผลติ 5'-RACE และ 3'-RACE ขนาดต่างๆ ของ MrToll และ MrHC เขา้สู่ 
pCR 2.1 vector (Invitrogen) ซึง่มขี ัน้ตอนเหมอืนกบัขอ้ 2.2 โดยผสมส่วนผสมของการ ligation  ดงั
ตาราง 8 แต่จะใช ้ 5'-RACE และ 3'-RACE ขนาดต่างๆ ของ MrToll (จากขอ้ 3.2.1)  และ MrHC 
(จากขอ้ 3.2.2) แทนผลผลติของ MrToll และ hemocyanin จากนัน้คดัเลอืกโคลนของ E. coli ทีม่ ี   
รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pCR 2.1- 5'-RACE และ pCR 2.1-3'-RACE ของยนี MrToll และ MrHC ซึง่
มขี ัน้ตอนเหมอืนกบัขอ้ 2.4 น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิส่วนหนึ่งจะน าไปหาล าดบัดเีอน็เอและ
วเิคราะหล์ าดบัดเีอน็เอทีไ่ดโ้ดยใชโ้ปรแกรม BioEdit และ BlastX เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของ 
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ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนี เหมอืนขอ้ 2.4 เมื่อไดผ้ลล าดบัดเีอน็เอแลว้น าขอ้มลู 5'-RACE 
และ 3'-RACE ทีไ่ดม้าหาบรเิวณที ่ overlap กนัเพื่อรวมขอ้มลูเป็นล าดบัดเีอน็เอของ MrToll และ 
MrHC ทีส่มบรูณ์ 
 

4 กำรวิเครำะหอ์งคป์ระกอบของโปรตีน MrToll และ MrHC 
 น าขอ้มลูล าดบักรดอะมโินของ MrToll และ MrHC ทีส่มบรูณ์จากการแปลรหสัยนีทัง้สอง
แลว้ มาวเิคราะหบ์รเิวณต่างๆ ของโปรตนีโดยใชโ้ปรแกรม  BLASTP (NCBI; http:// www. 
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) วเิคราะห ์ signal peptide โดยใชโ้ปรแกรม SignalP program (http:// 
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) วเิคราะหบ์รเิวณ extracellular domain, transmembrane 
domain, cytoplasmic domains และองคป์ระกอบต่างๆ ของ  MrToll และ MrHC โดยใชโ้ปรแกรม 
simple modular architecture research tool (SMART) (http://smart.embl-heidelberg.de/) หา
บรเิวณ Potential N-linked glycosylation sites โดยใชโ้ปรแกรม  NetNGlyc 1.0 Serve 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ NetNGlyc/) และ บรเิวณ Regulatory  motifs ของ putative 
promoter region โดยใชโ้ปรแกรม  NSITE program (http://linux1.softberry. com/berry. 
phtml?topic=nsite&group=programs&subgroup=promoter) 
 

5. กำรศึกษำควำมสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันำกำรโดยกำรสร้ำง phylogenetic tree 
น าขอ้มลูล าดบัโปรตนีของ MrToll และ MrHC ทีส่มบรูณ์มาท า Multiple sequence 

alignment โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) เพื่อน าไป
สรา้ง phylogenetic tree ดว้ยวธิ ี neighbor joining โดยใช ้MEGA 5.0 software (Tamura; et al. 
2011: 2731-2739) และ Bootstrap 1,000 ครัง้ โดยเปรยีบเทยีบความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการกบั
ขอ้มลูล าดบัโปรตนีของ Toll receptor และ hemocyanin จากสิง่มชีวีติชนิดต่างๆ  

 
6. กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน MrToll และยีน MrHC ในอวยัวะต่ำงๆ ของกุ้ง
ก้ำมกรำมโดยวิธี semi-quantitative reverse transcriptase PCR  
     6.1 กำรสกดัอำรเ์อน็เอจำกอวยัวะต่ำงๆ ของกุ้ง 

น ากุง้ก้ามกรามทีม่ขีนาดน ้าหนกัตวั 40 ถงึ 45 กรมัต่อตวัมาสกดัอารเ์อน็เอจากอวยัวะ
ต่างๆ ของกุง้ ไดแ้ก่ gill, hepatopancreas, hemocytes, stomach และ muscle โดยใชชุ้ด  
Nucleospin RNA XS kit (Macherey-Nagel) ซึง่มขี ัน้ตอนดงันี้  

น าอวยัวะต่างๆ ของกุง้น ้าหนกั 1-5 มลิลกิรมัมาบดใน microcentrifuge tube จากนัน้เตมิ
บฟัเฟอร ์ RA1 200 ไมโครลติร และ TCEP 4 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัโดย vortex แลว้เตมิ 
Carrier RNA working solution 5 ไมโครลติร (การเตรยีม Carrier RNA working solution เตรยีม
โดยผสมบฟัเฟอร ์ RA1 99 ไมโครลติร กบั Carrier RNA stock solution 1 ไมโครลติร) ลงใน  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.cbs.dtu.dk/services/%20NetNGlyc/
http://linux1.softberry/
http://www.ebi.ac.uk/
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lysate ผสมใหเ้ขา้กนัโดย vortex น าไปปัน่ที ่ 1,000 x g นาน 1 นาท ี ดดู supernatant ใส่ใน 
NucleoSpin® Filter น าไปปัน่ที ่11,000 x g นาน 30 วนิาท ีเพื่อกรอง pellet น า supernatant ใส่ใน 
microcentrifuge tube เตมิ 70% EtOH 200 ไมโครลติร ผสมเบาๆโดยปิเปตขึน้ลง 5 ครัง้ ดดู 
supernatant ใส่ใน NucleoSpin® RNA XS Column น าไปปัน่ที ่ 11,000 x g นาน 30 วนิาท ีทิง้
สารละลายทีผ่่านออกมา แลว้น า NucleoSpin® RNA XS Column ใส่ใน Collection Tube อนัใหม ่
เตมิบฟัเฟอร ์ MDB 100 ไมโครลติร น าไปปัน่ที ่ 11,000 x g นาน 30 วนิาท ี ทิง้สารละลายทีผ่่าน
ออกมา จากนัน้ท าลายดเีอน็เอโดยเตมิ rDNase reaction mixture 25 ไมโครลติร (rDNase 3 
ไมโครลติร ผสมกบับฟัเฟอร ์ rDNase 27 ไมโครลติร) ใส่ลงตรงกลาง silica membrane ของ 
column บ่มทีอ่ณหภูมหิอ้ง 15 นาท ีจากนัน้เตมิบฟัเฟอร ์RA2 100 ไมโครลติร บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 2 
นาท ี น าไปปัน่ที ่ 11,000 x g นาน 30 วนิาท ี ทิง้สารละลายทีผ่่านออกมาและ น า NucleoSpin® 
RNA XS Column ใส่ใน Collection Tube อนัใหม ่  ลา้งสารทีป่นเป้ือนทิง้โดยเตมิบฟัเฟอร ์ RA3 
400 ไมโครลติร น าไปปัน่ที ่11,000 x g นาน 30 วนิาท ีทิง้สารละลายทีผ่่านออกมาและเตมิบฟัเฟอร ์
RA3 200 ไมโครลติร น าไปปัน่ที ่ 11,000 x g นาน 2 นาท ี เพื่อแยกบฟัเฟอรท์ีต่กคา้งอยู่ น า 
NucleoSpin® RNA XS Column ใส่ใน microcentrifuge tube แลว้เตมิน ้า (RNase-free; supplied) 
10 ไมโครลติร เพื่อชะเอาอารเ์อน็เอทีต่อ้งการออกจาก column โดยน าไปปัน่อกีครัง้ที ่ 11,000 x g 
นาน 30 วนิาท ี เกบ็สารละลายทีไ่ดท้ี ่ -20 องศาเซลเซยีส อารเ์อน็เอทีไ่ดส้ามารถน าไปเป็นตน้แบบ
ในการท า RT-PCR ต่อไป 
     6.2 กำรท ำ semi-quantitative reverse transcriptase PCR 

ออกแบบ primer ส าหรบัใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll และ MrHC ใน
อวยัวะต่างๆ โดยยนีทีใ่ชเ้ป็นกลุ่มควบคุมภายใน (internal control) คอื β-actin จดัเป็น house 
keeping gene ทีม่กีารแสดงออกทุกๆ เซลลข์องสิง่มชีวีติ  
primer ส าหรบัศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll มลี าดบัเบสดงันี้ 

MrTollexp-F  : 5'-AGTGGAAATCCATGGGACTG-3' 
     MrTollexp-R : 5'-AATGCACCAATTGCAACAAG-3' 
primer ส าหรบัศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC มลี าดบัเบสดงันี้ 

HC-probe F : 5'-ACTTGGCATACGGATTTCC -3' 
HC- probe R : 5'-GATATATCCACGGCCAATTGC -3' 

primer ส าหรบัศกึษาการแสดงออกของยนี β-actin มลี าดบัเบสดงันี้ (Lu; et al. 2006: 274-284) 
β-actin-F : 5'-CCCAGAGCAAGAGAGGTA-3' 

      β-actin-R : 5'-GCGTATCCTTCGTAGATGGG-3' 
จากนัน้น าอารเ์อน็เอทีส่กดัได ้ 5 นาโนกรมั เป็นอารเ์อน็เอตน้แบบในการท า Reverse 

Transcriptase PCR (RT-PCR) โดยใชเ้อนไซม ์  SuperScript III One-Step RT-PCR System 
(Invitrogen) และผสมสารต่างๆ ทีใ่ชใ้นการท า RT-PCR ดงัตาราง 14 
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ตาราง 14  ส่วนผสมของการท า RT-PCR จากอารเ์อน็เออวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกราม 
 

ส่วนผสมของการท า RT-PCR ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
RNA อวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกราม (1 นาโนกรมั/ไมโครลติร ) 
MrTollexp-F  (50 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
MrTollexp-R (50 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
2X Reaction Mix 
SuperScriptR III RT/ Platinum Taq Mix 
5 mM magnesium sulfate 
DEPC-treated water 

5 
1 
1 
25 
1 
4 
13 

ปรมิาตรสุทธ ิ 50.0 
  
 น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ ใส่ในเครือ่ง thermal cycler 
ก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบัเพิม่จ านวน MrToll  โดยใชอุ้ณหภูมใินขัน้ตอน denaturation และ 
extension ตามคู่มอืของ Invitrogen ส าหรบัเอนไซม ์SuperScript III One-Step RT-PCR System 
ดงันี้   
ขัน้ตอน cDNA synthesis 
 ขัน้ตอนที ่1 cDNA synthesis   อุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่2                              อุณหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาที
ขัน้ตอน PCR amplification 
 ขัน้ตอนที ่3 denaturation              อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่4 annealing    อุณหภมู ิ55 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่5 extension    อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่6 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(3)-(5) เป็นจ านวน 35 รอบ 
 ขัน้ตอนที ่7 final extension   อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี
 ขัน้ตอนที ่8 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
 

ส าหรบัการศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC ท าเช่นเดยีวกบัการศกึษาการแสดงออก
ของยนี MrToll  โดยใช ้ RNA อวยัวะต่างๆ ของกุง้กา้มกรามเป็นตน้แบบ แต่เปลีย่น primer เป็น 
HC-probeF และ HC-probeR และในขัน้ตอนที ่ 4 annealing ใชอุ้ณหภมู ิ 54 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 30 วนิาท ี และขัน้ตอนที ่ 5 extension ทีอุ่ณหภูม ิ 72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
จากนัน้น าผลผลติ RT-PCR ทีไ่ดม้าวเิคราะหข์นาดโดยใช ้ 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 
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โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV ส าหรบัผลผลติ RT-PCR ของ MrToll มขีนาด 
200 bp และผลผลติ RT-PCR ของ MrHC มขีนาด 330 bp 

นอกจากนี้การศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll และ MrHC จ าเป็นตอ้งมกีารท า RT-
PCR ของยนี β-actin เพื่อใชเ้ป็น internal control โดยใชส้่วนผสมของการท า RT-PCR เหมอืนกบั
ตาราง 14 แต่เปลีย่น primer เป็น β-actin-F และ β-actin-R และไมต่อ้งเตมิ 5 mM magnesium 
sulfate ส าหรบัผลผลติ RT-PCR ของ β-actin มขีนาด 337 bp จากนัน้น าผลผลติ RT-PCR ทีไ่ดม้า
วเิคราะหข์นาดและความเขม้ของแถบดเีอน็เอโดยใช ้ 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์
นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV โดยเปรยีบเทยีบความเขม้ของแถบดเีอน็เอของยนี 
MrToll และ MrHC เทยีบกบัความเขม้ของแถบดเีอน็เอของยนี β-actin  
 
7. กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรีย, กุ้งก้ำมกรำม และกำรทดลอง immune challenge 
ส ำหรบัยีน MrToll  
     7.1 กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

น าเชือ้ A. caviae (AHHRI 06103) มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy agar 
(TSA; Difco, Sparks, MD, USA) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น า
โคโลนีเดีย่วบน TSA มาเลีย้งใน alkaline peptone water (APW) ปรมิาตร 4 มลิลลิติร โดยเลีย้งไว้
ขา้มคนืใน incubator shaker ที ่อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 225 รอบต่อนาท ีจากนัน้น า culture ที่
เลีย้งไวม้าปัน่แยกที ่ 18,000 x g นาน 1 นาท ี เกบ็ตะกอนเชือ้มา resuspend ใน 2XPBS 
(Phosphate buffered saline: 135 mM NaCl, 15 mM sodium phosphate, and pH 7.2) และ
น าไปวดั OD600 เท่ากบั 1  (OD600 = 1 เทยีบไดก้บัเชือ้   A. caviae  1×109 CFU/มลิลลิติร ทีน่บั
โดยวธิ ี  plate counting) จากนัน้เจอืจางเชือ้ใหม้คีวามเขม้ขน้ 103 CFU/ไมโครลติร ดว้ย 2XPBS 
เพื่อใชใ้นการทดลอง bacterial challenge experiment 
     7.2 กำรเตรียมกุ้งก้ำมกรำมและกำรทดลอง immune challenge 

น ากุง้ก้ามกรามน ้าหนกัตวั 40 ถงึ 45 กรมัต่อตวั มาเลีย้งในถงัพลาสตกิขนาด 54 x 75 x 
45 เซนตเิมตร ความหนาแน่น 10 ตวัต่อถงั ทีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 3 วนัเพื่อปรบัสภาพ โดยใหอ้าหาร
วนัละครัง้ จากนัน้แบ่งกุง้ออกเป็น 2 กลุ่มคอืกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ส าหรบักลุ่มทดลอง ท า
การฉีดเชือ้ A. caviae  ความเขม้ขน้ 103 CFU/น ้าหนกัตวั(กรมั)ของกุง้ โดยฉีดตวัละ 50 ไมโครลติร 
ขณะทีก่ลุ่มควบคุมฉีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ตวัละ 50 ไมโครลติร ท าการเกบ็ตวัอยา่งเมด็เลอืดกุง้
กลุ่มละ 3 ตวัทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากฉีดเชือ้ ดงันี้  0, 3, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง น ามาสกดัอาร์
เอน็เอโดยใชชุ้ด  Nucleospin RNA XS kit (Macherey-Nagel) เหมอืนขอ้ 6.1 และศกึษาการ
แสดงออกของยนี MrToll ในเมด็เลอืดหลงัจากฉีดเชือ้ A. caviae โดยวธิ ีsemi-quantitative reverse 
transcriptase PCR เหมอืนขอ้ 6.2 จากนัน้เปรยีบเทยีบความเขม้ของแถบดเีอน็เอของยนี MrToll ที่
เวลาต่างๆ ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม และความเขม้ของแถบดเีอน็เอของยนี β-actin โดย
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วเิคราะหข์อ้มลูเชงิปรมิาณและนอรม์ลัไลเซชัน่ (normalization) ขอ้มลูดว้ยโปรแกรม ImageJ 
software (http://www.rsbweb.nih.gov/ij/) โดยท าการทดลอง 2 ซ ้าและทดสอบความแตกต่างของ
ค่า mean จากขอ้มลูสองกลุ่ม (Student’s t-test) ดว้ยโปรแกรม SPSS ทีค่่า p = 0.05  

เพื่อแสดงใหเ้หน็ว่ากุง้กลุ่มทดลองตดิเชือ้ A. caviae จงึท าการตรวจการตดิเชือ้แบคทเีรยี
ในกุง้กา้มกรามโดยเกบ็ตวัอยา่งน ้าเลอืดกุง้ (hemolymph) กลุ่มละ 3 ตวัทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากฉีด
เชือ้ ดงันี้  0, 3, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง โดยเกบ็น ้าเลอืดกุง้จาก ventral sinuses ตวัละ 50 
ไมโครลติร น ามาเจอืจางใน 2XPBS ในอตัราส่วน 1:100, 1:1,000  และ 1:10,000 จากนัน้น า
ตวัอยา่งทีเ่จอืจางแลว้ 100 ไมโครลติรในแต่ละ dilution มา spread ลงบน TSA น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ
37 องศาเซลเซยีสขา้มคนื นบัจ านวนโคโลนีทีเ่กดิขึน้ในช่วงระหว่าง 30 ถงึ 300 โคโลนี จากนัน้
น าไปค านวณหาจ านวนแบคทเีรยีในหน่วย CFU/มลิลลิติร 

นอกจากนี้มกีารทดสอบว่าโคโลนีทีเ่กดิขึน้เป็นเชือ้ A. caviae ดว้ยการท า Colony PCR 
โดยใช ้เทคนิค allele specific primer extension ตามวธิขีอง Payattikul (Payattikul; et al. 2015: 
164-171) จากนัน้วเิคราะหข์อ้มลูเชงิปรมิาณและนอรม์ลัไลเซชัน่ (normalization) โดยท าการทดลอง 
2 ซ ้าและทดสอบความแตกต่างของค่า mean จากขอ้มลูสองกลุ่ม (Student’s t-test) ดว้ยโปรแกรม 
SPSS ทีค่่า p < 0.05 

 
8. กำรผลิตอำรเ์อน็เอสำยคู่ 

ท าการผลติอารเ์อน็เอสายคู่ดว้ยวธิ ี In vitro transcription ในหลอดทดลอง โดยเลยีนแบบ
การสรา้งอารเ์อน็เอจากสิง่มชีวีติ ในปฏกิริยิาประกอบดว้ยสายดเีอน็เอตน้แบบ, ไรโบนิวคลโีอไทด ์
ทัง้ 4 ตวั ไดแ้ก่ rGTP, rUTP, rATP, rCTP สารละลายบฟัเฟอร ์(transcription buffer) และเอนไซม ์
T7 RNA polymerase  

     8.1 กำรสร้ำงรีคอมบิแนนทพ์ลำสมิดส ำหรบั TIR domain ของยีน MrToll 

ออกแบบ primer ส าหรบัใชใ้นการผลติอารเ์อน็เอสายคู่ ดว้ยโปรแกรม E-RNAi (Horn; & 
Boutros. 2010:332-339) โดยน าบรเิวณ TIR domain ของยนี MrToll  มาสรา้งสายอารเ์อน็เอซึง่จะ
ถูกโคลนเขา้พลาสมดิ pGEM®-T Easy Vector ทีม่ ีT7 และ Sp6 RNA polymerase promoter โดย
โคลน TIR domain เขา้สู่พลาสมดิสองทศิทางคอื สาย sense (plus-strand) และ antisense 
(minus-strand) เพื่อใชเ้ป็นดเีอน็เอตน้แบบทีน่ ามาท าปฏกิริยิา In vitro transcription  

primer ส าหรบัสรา้งดเีอน็เอตน้แบบบรแิวณ TIR domain ของยนี MrToll  มลี าดบัเบสดงันี้ 
RNAiTollF : 5'-AACACAGTTTTGGTCCCTGG-3' 
RNAiTollR : 5'-CAGCTTTTTCGGTGGATGAG-3' 
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 ท าการสรา้งดเีอน็เอตน้แบบบรเิวณ TIR domain ของยนี MrToll  ดว้ยวธิ ีRT-PCR โดย
ใชเ้อนไซม ์ SuperScript III One-Step RT-PCR System (Invitrogen) และผสมสารต่างๆ ทีใ่ชใ้น
การท า RT-PCR เหมอืนขอ้ 6.2 ตาราง 14 โดยใชอ้ารเ์อน็เอจากเมด็เลอืดของกุง้กา้มกรามเป็น
ตน้แบบและใช ้ RNAiTollF และ RNAiTollR เป็น primer ในปฏกิริยิา จากนัน้น าหลอดขนาด 0.2
มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ ใส่ในเครือ่ง thermal cycler ก าหนดอุณหภมูแิละเวลา
ส าหรบัเพิม่จ านวน TIR domain ของยนี MrToll โดยใชอุ้ณหภูมใินขัน้ตอน denaturation และ 
extension ตามคู่มอืของ Invitrogen ส าหรบัเอนไซม ์SuperScript III One-Step RT-PCR System 
เหมอืนกบัขัน้ตอนทีใ่ชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll ขอ้ 6.2 น าผลผลติ RT-PCR ที่
ไดม้าวเิคราะหข์นาดโดยใช ้ 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดู
ผลภายใตแ้สง UV ผลผลติ RT-PCR บรเิวณ TIR domain มขีนาด 381 bp ท าการสกดัดเีอน็เอออก
จากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) ซึง่มขี ัน้ตอนเหมอืนขอ้ 2.1 จากนัน้โคลน
ชิน้ส่วนของ TIR domain เขา้สู่ pGEM-T Easy Vector (Promega) (ภาพประกอบ 9) โดยใช้
เอนไซม ์T4 DNA ligase ซึง่ใชอ้ตัราส่วนโดยโมลของพลาสมดิ : ดเีอน็เอ เป็น 1 : 5 (Sambrook; 
Fritsch; & Maniatis.  2000) ผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 15 

ตาราง 15 ส่วนผสมของการท า ligation ของผลผลติ PCR กบั pGEM-T Easy Vector 
 

ส่วนผสมของการ ligation ปรมิาตร (ไมโครลติร) 

pGEM-T Easy Vector (10 เฟมโตโมล/ไมโครลติร)                                
ผลผลติของ TIR domain ของยนี MrToll (25 เฟมโตโมล/ไมโครลติร) 
10X Ligation buffer                                    
T4 DNA Ligase (200 unit/ไมโครลติร)                                                 
Nuclease-Free Water  

1 
2 
1 

0.5 
5.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 
  
 เมือ่ผสมแลว้น าไปบ่มที ่ 16 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื เพื่อใหด้เีอน็เอเชื่อมต่อกนั หลงัจาก
นัน้จงึน ามา transform เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์ XL1-Blue เหมอืนขอ้ 2.2 ท าการคดัเลอืกโคลนของ 
E. coli ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pGEM-T Easy - TIR domain เหมอืนขอ้ 2.3 แต่จะตดัดว้ย PstI 
restriction enzyme บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 2 ชัว่โมง โดยท าการผสมสารต่างๆ ดงั
ตาราง 16 เพื่อคดัเลอืกพลาสมดิสาย sense และ antisense ซึง่รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense 
เมือ่ถูกตดัดว้ย PstI จะไดด้เีอน็เอ 2 ขนาดคอื ขนาดประมาณ 3,018 bp และขนาด 119 bp ขณะที ่
รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย antisense มขีนาดประมาณ 3,018 bp และขนาด 312 bp  
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ตาราง 16  ส่วนผสมของการตดัรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pGEM-T Easy - TIR domain ดว้ย PstI  
 

ส่วนผสมของการตดัผลผลติ PCR 
ปรมิาตร

(ไมโครลติร) 
พลาสมดิ (pGEM-T Easy - TIR domain)              
PstI restriction enzyme (20 unit/ไมโครลติร)                                                  
10X buffer 3                                                   
10X BSA  
Nuclease-Free Water          

5 
0.5 
1 
1 

2.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10 
 
 จากนัน้น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense และ antisense ส่วนหน่ึงจะน าไปหาล าดบัดี
เอน็เอและวเิคราะหล์ าดบัดเีอน็เอทีไ่ดโ้ดยใชโ้ปรแกรม BioEdit และ BlastX เพื่อตรวจสอบความ
ถูกตอ้งของ ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนีเหมอืนขอ้ 2.4 
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ภาพประกอบ 9 โครงสรา้งของ pGEM-T Easy vector และต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมต่์างๆ     
 
     8.2 กำรเตรียมดีเอน็เอเส้นตรง (linearized DNA) สำย sense หรือ antisense  

เนื่องจากรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ TIR domain ของยนี MrToll มเีพยีงสาย sense หรอืสาย 

antisense จงึตอ้งท าปฏกิริยิา 2 ครัง้ โดยสรา้งอารเ์อน็เอสายเดีย่วทีเ่ป็นสาย sense หรอืสาย 

antisense ก่อน แลว้จงึน าอารเ์อน็เอสาย sense และสาย antisense มาผสมกนัใหคู้่เบสของแต่ละ

สายจบักนัไดเ้ป็นอารเ์อน็เอสายคู่ภายหลงั โดยเริม่จากการสกดัพลาสมดิใหไ้ดป้รมิาณมากโดยใชชุ้ด 

Geneaid Plasmid Midi kit ตามคู่มอืของ Geneaid ซึง่จะไดพ้ลาสมดิในปรมิาณสงูถงึ 250 

ไมโครกรมั จากนัน้น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิทัง้สาย sense และ antisense มาตดัดว้ยเอนไซม ์

SacI restriction enzyme บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส 4-5 ชัว่โมง โดยท าการผสมสารต่างๆ 

ดงัตาราง 17 เพื่อเปิดวงพลาสมดิใหเ้ป็นดเีอน็เอเสน้ตรง (linearized DNA Template) ซึง่

ประกอบดว้ยส่วน RNA polymerase promoter ต่อกบั TIR domain ของยนี MrToll ส าหรบัใชเ้ป็น

ตน้แบบในปฏกิริยิา In vitro transcription  
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ตาราง 17  ส่วนผสมของการตดัรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense และ antisense ดว้ย SacI 
 

ส่วนผสมของการตดัรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense และ antisense 
ปรมิาตร

(ไมโครลติร) 
พลาสมดิสาย sense หรอื antisense  
(pGEM-T Easy - TIR domain 100 ไมโครกรมั)              
SacI restriction enzyme (20 unit/ไมโครลติร)                                                  
10X buffer 4                                                    
10X BSA  
Nuclease-Free Water          

 
100 
15 
15 
15 
5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 150 
 
 น า linearized DNA สาย sense หรอื antisense มาวเิคราะหข์นาดโดยใช ้1% agarose 
gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง ท าการสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute 
gel extraction kit (QIAGEN) ซึง่มขี ัน้ตอนเหมอืนขอ้ 2.1 โดย linearized DNA สาย sense หรอื 
antisense ทีไ่ดส้ามารถใชเ้ป็นตน้แบบในปฏกิริยิา In vitro transcription ต่อไป 
     8.3 ปฏิกิริยำ In vitro transcription และกำรท ำอำรเ์อน็เอบริสทุธ์ิ 
 ท าการสรา้งอารเ์อน็เอสายเดีย่วสาย sense และ antisense ดว้ยวธิ ีIn vitro transcription 
โดยใชเ้อนไซม ์T7 RNA polymerase (Promega) และผสมสารต่างๆ ตามล าดบั ดงัตาราง 18 
 
ตาราง 18 ส่วนผสมของ In vitro transcription สาย sense และ antisense 
  

ส่วนผสมของ In vitro transcription  ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
Transcription Optimized 5X Buffer 
100 mM DTT                                                          
25 mM rNTPs  
linearized DNA สาย sense หรอื antisense (50 ไมโครกรมั) 
T7 RNA polymerase (18 unit/ไมโครลติร)                                                  
Nuclease-Free Water          

50 
25 
25 
100 

13.88 
36.12 

ปรมิาตรสุทธ ิ 250.0 
 

 เมือ่ผสมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 5 ชัว่โมง
เพื่อสรา้งอารเ์อน็เอสายเดีย่ว จากนัน้น าส่วนผสมของ In vitro transcription ทัง้สาย sense และ 
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antisense มาผสมรวมในหลอดเดยีวกนัเพื่อสรา้งอารเ์อน็เอสายคู่ โดยหลงัจากผสมกนัแลว้ น าไป
บ่มทีอุ่ณหภมู ิ90 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  5  นาท ี เพื่อ denaturation แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  1 ชัว่โมง เพื่อใหคู้่เบสของแต่ละสายจบักนัไดเ้ป็นอารเ์อน็เอสายคู่ จากนัน้
ท าลายดเีอน็เอตน้แบบโดยเตมิเอนไซม ์ DNase I (Fermentas) และสารต่างๆ ลงในหลอดทดลอง 
ดงัตราราง 19 น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี
 
ตาราง 19 ส่วนผสมของการยอ่ยสลาย linearized DNA สาย sense และ antisense  
  

ส่วนผสมของการยอ่ยสลาย linearized DNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
หลอดทดลองทีม่ ีlinearized DNA สาย sense และ antisense 
รวมกนั (In vitro transcription 100 ไมโครกรมั) 
10X reaction buffer with MgCl2 
DNase I,RNase-free (1 unit/ไมโครลติร)                                                  
Nuclease-Free Water          

 
500 
70 
100 
30 

ปรมิาตรสุทธ ิ 700.0 
  
 อาร์เอ็นเอสายคู่ไปให้บรสิุทธ์โดยการตกตะกอนโปรตีนออกไปด้วยการเติมสารละลาย 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 700 ไมโครลติร (1 เท่าของปรมิาตรเริม่ต้น) ปัน่แยก
ที ่12,000 x g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ีดดูสารละลายส่วนบนใส่ใน microcentrifuge 
tube อันใหม่ แล้วจึงเติม 3M sodium acetate (pH 5.2) 70 ไมโครลิตร (0.1 เท่าของปริมาตร
เริม่ต้น) จากนัน้จงึตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยการเติม 100% EtOH 1,400 ไมโครลติร (2 เท่าของ
ปริมาตรเริ่มต้น) บ่มที่ อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วจึงปัน่แยกตะกอนอาร์เอ็นเอที่ 12,000 x g 
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ล้างตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 70% EtOH 1 มลิลิลิตร 
น าไปปัน่ที่ 12,000 x g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีทิ้งสารละลายส่วนบน รอตะกอน
อารเ์อน็เอแหง้ แลว้เตมิน ้า (RNase-free; supplied) 100 ไมโครลติร เพื่อละลายอารเ์อน็เอทีต่อ้งการ 
เกบ็สารละลายทีไ่ดท้ี ่-20 หรอื -70 องศาเซลเซยีส 

ส าหรบัพลาสมดิที่ใช้ในการสงัเคราะห์  dsRNA เพื่อใช้ฉีดกุ้งในกลุ่มควบคุม คอื pDrive-
IMNV ได้รบัความอนุเคราะห์จาก ดร.แสงจนัทร์ เสนาปิน นักวิจยั หน่วยวิจยัเพื่อความเป็นเลิศ
เทคโนโลยีชีวภาพกุ้ง Center of Excellence for Shrimp Molecular Biology and Biotechnology 
(Centex Shrimp) โดยบรเิวณที่โคลนเข้าสู่เวคเตอร์ออกแบบจากจีโนมของเชื้อไวรสั infectious 
myonecrosis virus (IMNV) นิ วคลีโอ ไทด์ ต าแห น่ งที่  5,789 ถึ ง  6,070 (GenBank accession 
no.EF061744) และใช้อาร์เอ็นเอ จากกุ้งขาว P. vannamei ที่ติดเชื้อไวรสั IMNV เป็นอาร์เอ็นเอ 
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ต้นแบบ (Senapin; et al. 2007: 32-38) ขัน้ตอนการผลิต dsRNA จาก pDrive-IMNV เหมือนกับ
ขัน้ตอนในขอ้ 8.2 และ 8.3 โดย dsRNA ทีไ่ดม้ขีนาด 282 bp   
     8.4 กำรตรวจสอบควำมเป็นอำรเ์อน็เอสำยคู่ 
 เมื่อสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่  (dsRNA) และท าให้บริสุทธิแ์ล้ว จากนั ้นท าการทดสอบ
ความสามารถของอารเ์อ็นเอที่สรา้งขึน้ในการจบักนัเป็นสายคู่ เพื่อเพิม่ความมัน่ใจก่อนน าไปใช้ใน
สตัว์ทดลอง โดยน า dsRNA ที่สงัเคราะห์ขึ้นส่วนหนึ่งมาทดสอบด้วยเอนไซม์ต่างๆ แล้ววเิคราะห์
โดยใช ้1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง 
 8.4.1 กำรย่อยดีเอน็เอ (DNA)  
 ถา้ปฏกิริยิา In vitro transcription สามารถสงัเคราะห ์ssRNA และถา้ ssRNA สาย sense 
และ antisense สามารถจบักนัเป็น dsRNA ได ้เมือ่น ามายอ่ยดว้ย เอนไซม์ DNase I (Fermentas) 
ssRNA หรอื dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้จะไมถู่กท าลาย สามารถทดสอบโดยการเตมิสารต่างๆ ดงั
ตาราง 20 แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีจากนัน้หยดุปฏกิริยิาโดยเตมิ 
0.5M EDTA 2 ไมโครลติร บ่มต่อทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี
 
ตาราง 20 ส่วนผสมของการยอ่ยสลายดเีอน็เอ 
  

ส่วนผสมของการยอ่ยสลายดเีอน็เอ ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้ 
10X reaction buffer with MgCl2 
DNase I,RNase-free (1 unit/ไมโครลติร)                                                  
Nuclease-Free Water          

5 
1 

0.5 
3.5 

 
ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 

 
 8.4.2 กำรย่อยอำรเ์อน็เอสำยเด่ียว (ssRNA) 
 เมือ่น า dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้มายอ่ยดว้ย เอนไซม ์ RNaseA (Fermentas) ทีค่วาม
เขม้ขน้ของเกลอืสงู (ซึง่ RNaseA จะยอ่ยสลาย ssRNA) ถา้สาย sense และ antisense สามารถจบั
กนัเป็น dsRNA ได ้กจ็ะไม่ถูกท าลายดว้ยเอนไซม ์RNaseA สามารถทดสอบโดยการเตมิสารต่างๆ 
ดงัตราราง 21 บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 15 นาท ี 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=664&sa=X&ei=ho_6T8C-Dc3OrQee0MHLBg&ved=0CFIQvwUoAQ&q=RNase+A+/+Fermentas&spell=1
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ตาราง 21 ส่วนผสมของการยอ่ยสลายอารเ์อน็เอสายเดีย่ว 
  

ส่วนผสมของการยอ่ยสลายอารเ์อน็เอสายเดีย่ว ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้ 
20X SSC  
RNaseA (0.1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร)                                                  
Nuclease-Free Water          

5 
1 

0.5 
3.5 

ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 
 
 8.4.3 กำรย่อยอำรเ์อน็เอสำยคู่ (dsRNA) 
  ถา้หาก ssRNA สาย sense และ antisense สามารถจบักนัเป็น dsRNA ทีส่มบรูณ์ได ้
dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้นี้จะถูกท าลายดว้ยเอนไซม ์ShortCut RNase III  (New England Biolabs) 
(ซึง่มคีุณสมบตัใินการยอ่ยสลาย dsRNA) สามารถทดสอบโดยการเตมิสารต่างๆ ดงัตาราง 22 แลว้
น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีจากนัน้หยดุปฏกิริยิาโดยเตมิ 10X EDTA 1 
ไมโครลติร  
 
ตาราง 22 ส่วนผสมของการยอ่ยสลายอารเ์อน็เอสายคู่ 
  

ส่วนผสมของการยอ่ยสลายอารเ์อน็เอสายคู่ ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้ 
10X ShortCut Reaction Buffer  
ShortCut RNase III  (1.3 units/ไมโครลติร)      
10X MnCl2                                  
Nuclease-Free Water          

5 
1 

0.5 
1 

2.5 
ปรมิาตรสุทธ ิ 10.0 

 
 
 
 
 
 

http://www.biocompare.com/22785-siRNA-Enzymes/68202-ShortCut-RNase-III/
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9. กำรยบัยัง้กำรแสดงออกของยีน MrToll ในกุ้งก้ำมกรำมโดยวิธี dsRNA-
mediated RNA interference 

น ากุง้ก้ามกรามน ้าหนักตวั 1 ถงึ 1.5 กรมัต่อตวั มาเลีย้งในบ่อปนูความหนาแน่น 200 ตวั
ต่อบ่อ ทีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 7 วนัเพื่อปรบัสภาพกุง้ โดยใหอ้าหารวนัละ 2 ครัง้ จากนัน้แบ่งกุง้
ออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 30 ตวั ดงันี้  
1. กลุ่มทดลองทีฉ่ีด dsRNA-Toll โดยฉีด dsRNA-Toll ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อน ้าหนกัตวักุง้ 
(กรมั) โดยใชป้รมิาตรทีฉ่ีด 50 ไมโครลติร 
2. กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด dsRNA-IMNV โดยฉีด dsRNA- IMNV ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อน ้าหนกั
ตวักุง้ (กรมั) โดยใชป้รมิาตรทีฉ่ีด 50 ไมโครลติร 
3. กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อกุง้แต่ละตวั 
 จากนัน้เกบ็ตวัอยา่ง muscle กุง้กลุ่มละ 3 ตวัทุกวนัตัง้แต่วนัเริม่ตน้ (วนัที ่ 0) ถงึวนัที ่ 7 
น ามาสกดัอารเ์อน็เอโดยใชชุ้ด  Nucleospin RNA XS kit (Macherey-Nagel) เหมอืนขอ้ 6.1 และ
ศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมหลงัจากถูก Knock-down ดว้ย 
dsRNA-Toll โดยวธิ ี semi-quantitative reverse transcriptase PCR เหมอืนขอ้ 6.2 และท า RT-
PCR ของยนี β-actin เพื่อใชเ้ป็น internal control จากนัน้น าผลผลติ RT-PCR ทีไ่ดม้าวเิคราะหโ์ดย
ใช ้1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์80 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV โดยดู
การแสดงออกของยนี MrToll ในแต่ละกลุ่มทดลองในวนัต่างๆ ซึง่งานวจิยันี้ไดท้ าการทดลองซ ้า 3 
ครัง้ ผลการทดลองพบว่า ยนี MrToll ถูกยบัยัง้การแสดงออกอยา่งสมบูรณ์ในวนัที ่ 2 หลงัจากฉีด
ดว้ย dsRNA-Toll 
 
10. กำรทดลองฉีดเช้ือแบคทีเรียและ  PBS ในกุ้งท่ีถกู knock-down ยีน MrToll 

น ากุง้ก้ามกรามน ้าหนกัตวั 1 ถงึ 1.5 กรมัต่อตวั จ านวน 120 ตวั แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มๆ 
ละ 40 ตวั ดงันี้  
1. กลุ่มทดลองทีฉ่ีด dsRNA-Toll โดยฉีด dsRNA-Toll ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อน ้าหนกัตวักุง้ 
(กรมั) โดยใชป้รมิาตรทีฉ่ีด 50 ไมโครลติร 
2. กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด dsRNA-IMNV โดยฉีด dsRNA- IMNV ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อน ้าหนกั
ตวักุง้ (กรมั) โดยใชป้รมิาตรทีฉ่ีด 50 ไมโครลติร 
3. กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อกุง้แต่ละตวั 
 หลงัจากฉีด dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 2XPBS 2 วนั ซึง่เป็นวนัทีย่นี MrToll ถูก
ยบัยัง้การแสดงออกอยา่งสมบรูณ์ (จากผลการทดลองในขอ้ 9) จงึเริม่ฉีดเชือ้  A. caviae ในแต่ละ
กลุ่มทดลอง โดยแบ่งกลุ่มทดลองทีฉ่ีด dsRNA-Toll, กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด dsRNA-IMNV และกลุ่ม
ควบคุมทีฉ่ีด 2XPBS ออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย (กลุ่มละ 20 ตวั) โดยกลุ่มยอ่ยแรกฉีดเชือ้  A. caviae 
ความเขม้ขน้ 106 CFU ต่อน ้าหนกัตวักุง้ (กรมั) โดยใชป้รมิาตรทีฉ่ีด 50 ไมโครลติร และกลุ่มยอ่ยที่
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สองฉีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ปรมิาตร 50 ไมโครลติรต่อกุง้แต่ละตวั จากนัน้นบัอตัราการตายของ
กุง้ทีเ่วลาต่างๆ รวมทัง้เกบ็ตวัอยา่งเลอืดและ muscle กุง้กลุ่มละ 3 ตวัทีเ่วลาต่างๆ ดงันี้ 0 ชัว่โมง, 3 
ชัว่โมง, 6 ชัว่โมง, 9 ชัว่โมง, 24 ชัว่โมง, 48 ชัว่โมง, 72 ชัว่โมง, 96 ชัว่โมง และ 120 ชัว่โมง โดย 
muscle กุง้จะน ามาสกดัอารเ์อน็เอโดยใชชุ้ด  Nucleospin RNA XS kit (Macherey-Nagel) เหมอืน
ขอ้ 6.1 และศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll โดยวธิ ี semi-quantitative reverse transcriptase 
PCR เหมอืนขอ้ 6.2 เพื่อเป็นการยนืยนัว่ายนี MrToll ถูกยบัยัง้การแสดงออกอยา่งสมบรูณ์จรงิ 
ส าหรบัเลอืดกุง้จะน ามานบัจ านวนแบคทเีรยี A. caviae บนอาหาร TSA ดว้ยวธิ ี plate count ซึง่มี
ข ัน้ตอนดงันี้ 
 เกบ็ตวัอยา่งเลอืดกุง้ตวัละ 50 ไมโครลติรมาเจอืจางใน 2XPBS ในอตัราส่วน 1:100, 
1:1,000  และ 1:10,000 จากนัน้น าตวัอยา่งทีเ่จอืจางแลว้ 100 ไมโครลติรในแต่ละ dilution มา 
spread ลงบน TSA น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสขา้มคนื นบัจ านวนโคโลนีทีเ่กดิขึน้ในช่วง
ระหว่าง 30 ถงึ 300 โคโลนี จากนัน้น าไปค านวณหาจ านวนแบคทเีรยีในหน่วย CFU/มลิลลิติร 

 
11. กำรเตรียมเช้ือไวรสั MrNV, กุ้งก้ำมกรำม และกำรทดลอง immune challenge 
ส ำหรบัยีน MrHC 
      11.1 กำรเตรียมเช้ือไวรสั MrNV 

เตรยีมเชือ้ไวรสัโดยน าลกูกุ้งกา้มกรามทีต่ดิเชือ้ MrNV มาบดและท าเชือ้ไวรสัใหบ้รสิุทธิ ์
โดยวธิกีารของ Ravi (Ravi; et al. 2010:428-433) น าสารละลายใสทีไ่ดเ้กบ็ที ่ -20 องศาเซลเซยีส 
      11.2 กำรเตรียมกุ้งก้ำมกรำมและกำรทดลอง immune challenge 

น ากุง้ก้ามกรามน ้าหนกัตวั 1 กรมัต่อตวั มาเลีย้งในถงัพลาสตกิขนาด 35 x 35 x 35 
เซนตเิมตร ความหนาแน่น 30 ตวัต่อถงั ทีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 7 วนัเพื่อปรบัสภาพ โดยใหอ้าหารวนั
ละครัง้ จากนัน้แบ่งกุง้ออกเป็น 2 กลุ่มคอืกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ส าหรบักลุ่มทดลองท าการฉีด
เชือ้ไวรสั MrNV ทีเ่ตรยีมจากขอ้ 11.1 โดยฉีดตวัละ 50 ไมโครลติร ขณะทีก่ลุ่มควบคุมฉีด 2XPBS 
ทีป่ราศจากเชือ้ตวัละ 50 ไมโครลติร ท าการเกบ็ตวัอย่าง muscle กุง้กลุ่มละ 3 ตวั หลงัจากฉีดเชือ้
ตัง้แต่วนัที ่ 1 ถงึวนัที ่ 7 น ามาสกดัอารเ์อน็เอโดยใชชุ้ด  Nucleospin RNA XS kit (Macherey-
Nagel) เหมอืนขอ้ 6.1 ตรวจสอบการตดิเชือ้โดยการท า RT-PCR ตามวธิกีารของ Wangman 
(Wangman; et al. 2012:121-131) จากนัน้ศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC ใน muscle หลงัจาก
ฉีดเชือ้ MrNV โดยวธิ ีquantitative real-time PCR ตามขัน้ตอนขอ้ 12 จากนัน้เปรยีบเทยีบปรมิาณ
ยนี MrHC ทีเ่วลาต่างๆ ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม กบัปรมิาณยนี β-actin  
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12 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน MrHC ใน muscle กุ้งก้ำมกรำมหลงัจำกฉีด
เช้ือ MrNV โดยวิธี quantitative real-time PCR (qPCR) 

การท า qPCR เป็นการวเิคราะหผ์ลผลติ PCR ทีเ่กดิขึน้จรงิ โดยมกีารเตมิส ี (dye) ลงใน
ปฏกิริยิา สนีัน้จะเรอืงแสงขึน้เมือ่จบักบัดเีอน็เอเสน้คู่ ดงันัน้ primer ทีด่คีวรใหผ้ลผลติ PCR ขนาด
ระหว่าง 90-200 bp และไมค่วรเกดิ primer-dimer เมือ่มกีารสงัเคราะหผ์ลผลติ PCR ทีส่มบรูณ์ใน
แต่ละรอบ ความเขม้ของสญัญาณเรอืงแสงจะเพิม่เป็นสดัส่วนกบัจ านวนผลผลติ PCR โดยระดบัของ
สญัญาณเรอืงแสงจะเพิม่ขึน้ตามจ านวนรอบของการท า PCR และเมือ่มกีารสรา้งกราฟมาตรฐานขึน้
กจ็ะสามารถวเิคราะหไ์ดว้่าต้องใชจ้ านวนรอบกี่รอบในการท า PCR เพื่อใหส้ามารถตรวจสอบ
สญัญาณเรอืงแสงได ้ค่าน้ีเรยีกว่าค่า cycle threshold (CT) ซึง่จะสอดคลอ้งกบัจ านวนดเีอน็เอเริม่ตน้ 
โดยถา้มจี านวนดเีอน็เอเริม่ตน้สงูกจ็ะมคี่า CT ต ่า  
 เมือ่ไดข้อ้มลูล าดบัดเีอน็เอของ MrHC ทีต่รวจสอบความถูกตอ้งของ ORF และการแปล
รหสัเป็นโปรตนีจากขอ้ 2.4 แลว้ น าขอ้มลูทีไ่ดม้าออกแบบ primer ส าหรบัใชใ้นการศกึษาการ
แสดงออกของยนี MrHC โดยใชโ้ปรแกรม GeneScript (http://genscript.com/ssl-bin/app/ primer) 
เพื่อใหไ้ด ้primer ทีเ่หมาะสม และใชย้นี β-actin เป็น internal control 
primer ส าหรบัใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC มลี าดบัเบสดงันี้ 
 HC1-L 5'-TTGCTCTCATTCTGGCAGTC-3'  
 HC1-R 5'-AGCTCCACATTGAGCATGAG-3' 
primer ส าหรบัใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยนี β-actin จะใช้ primer  β-actin-F และ β-actin-
R (Lu; et al. 2006: 274-284)  
      12.1 กำรสร้ำงรีคอมบิแนนทพ์ลำสมิดเพ่ือใช้สร้ำงกรำฟมำตรฐำน 

การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรบัใช้ในการเปรยีบเทียบค่า CT  ระหว่างดีเอ็นเอเริม่ต้นที่
ทราบปรมิาณกบัดเีอน็เอในตวัอย่างทีต่้องการวเิคราะห ์เริม่จากการสรา้งรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิของ
ยนี MrHC และยนี β-actin เพื่อใช้ในการค านวณหาจ านวน copy number และน ามาสร้างกราฟ
มาตรฐาน โดยน าอาร์เอ็นเอจาก hepatopancreas ของกุ้งก้ามกรามเป็นอารเ์อ็นเอต้นแบบในการ
สร้างดีเอ็น เอด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้เอนไซม์   SuperScript III One-Step RT-PCR System 
(Invitrogen) และผสมสารต่างๆ เช่นเดียวกับการท า RT-PCR จาก RNA อวัยวะต่างๆ ของกุ้ง
ก้ามกรามในตารางที่ 14 แต่ใช้ HC1-L และ HC1-R เป็น primer โดยขัน้ตอน annealing ท าที่
อุณหภูม ิ57 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที และขัน้ตอน extension ท าที่อุณหภูม ิ72 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ีส าหรบัยนี β-actin ท าเช่นเดยีวกบัการท า RT-PCR ของยนี MrHC 
แต่เปลีย่น primer เป็น β-actin-F และ β-actin-R จากนัน้น าผลผลติที่เกดิขึน้มาวเิคราะห์ขนาดโดย
ใช้ 1% agarose gel ที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์ นาน 1 ชัว่โมง แล้วส่องดูผลภายใต้แสง UV ซึ่ง
ผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นจากยีน MrHC และยีน β-actin มีขนาด 95 bp และ 337 bp ตามล าดับ 
จากนัน้ตดัแถบดเีอ็นเอที่ต้องการและสกดัดเีอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุด MinElute gel extraction 

http://genscript.com/ssl-bin/app/%20primer)%20เพื่อให้
http://genscript.com/ssl-bin/app/%20primer)%20เพื่อให้
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kit (QIAGEN) จากนั ้น โคลนชิ้ น ส่ วนขอ ง MrHC และ  β-actin เข้าสู่  pGEM-T Easy Vector 
(Promega) (ภาพประกอบ 9) โดยใช้เอนไซม ์T4 DNA ligase ซึง่ใชอ้ตัราส่วนโดยโมลของ   พลาส
มิด : ดีเอ็นเอ เป็น 1 : 5 (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) ผสมสารต่างๆ ดังตาราง 15 
จากนัน้บ่มที่อุณหภูม ิ16 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื เพื่อให้ดเีอ็นเอเชื่อมต่อกนั หลงัจากนัน้จงึน ามา 
tranform เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ XL1-Blue เพื่อเพิม่จ านวนพลาสมดิ ซึ่งมขี ัน้ตอนเช่นเดยีวกบัข้อ 
2.2 จากนัน้คดัเลอืกโคลนของ E. coli ที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิเหมอืนข้อ 2.3 เมื่อหาโคลนที่ม ี    
รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิได้แล้วพลาสมดิส่วนหนึ่งจะน าไปหาล าดบัดเีอ็นเอเช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 
2.4 เก็บรคีอมบแินนท์พลาสมดิของยนี MrHC และยนี β-actin ที่ได้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้
ค านวณหาจ านวน copy number และน ามาสรา้งกราฟมาตรฐานในการท า qPCR ต่อไป 
      12.2 กำรสงัเครำะห ์cDNA 

น าอารเ์อน็เอของกุง้กา้มกรามสกดัไดจ้ากขอ้ 11.2  กลุ่มทดลองทีฉ่ีดเชือ้ไวรสั MrNV และ
กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ มาสงัเคราะห ์cDNA ส่วนของยนี MrHC โดยใชเ้อนไซม ์ 
GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega) และผสมสารต่างๆ ทีใ่ชใ้นการสงัเคราะห ์ cDNA 
ดงัตาราง 23 
 
ตาราง 23  ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA จากอารเ์อน็เอ muscle ของกุง้กา้มกราม 
 

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
RNA muscle ของกุง้กา้มกราม (1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร) 
HC1-L primer (20 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
HC1-R primer (20 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
Nuclease-Free Water 

                 1 
                 1 
                 1      
                 2 

ปรมิาตรสุทธ ิ 5.0 
 

น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 70 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  5  นาท ีจากนัน้บ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา  5  นาท ีจากนัน้เตมิสารต่างๆ ดงัตาราง 
24 
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ตาราง 24  ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA จากอารเ์อน็เอ muscle ของกุง้กา้มกราม (ต่อ) 
 

ส่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA ปรมิาตร (ไมโครลติร) 

GoScript™ 5X Reaction Buffer  
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 unit/ไมโครลติร) 
GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega)  
PCR Nucleotide Mix  
25mM MgCl2  
Nuclease-Free Water 

4 
0.5 
1 
1 

1.6 
6.9 

ปรมิาตรสุทธ ิ 15.0 
  

น าหลอดขนาด 0.2 มลิลลิติรทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 25 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ี จากนัน้บ่มที ่ 42 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จงึบ่มที ่ 70 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา  15  นาท ีเกบ็ cDNA ทีส่งัเคราะหไ์ดท้ี ่-20 องศาเซลเซยีส 
 นอกจากนี้การศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC จ าเป็นตอ้งมกีารสงัเคราะห ์cDNA ของ
ยนี β-actin เพื่อใชเ้ป็น internal control โดยใชส้่วนผสมของการสงัเคราะห ์cDNA เหมอืนกบัตาราง 
22 และตาราง 23 แต่เปลีย่น primer เป็น β-actin-F และ β-actin-R  
      12.3 กำรท ำ quantitative real-time PCR analysis  

การวเิคราะห์การแสดงออกของยนี MrHC จะต้องน ารคีอมบแินนท์พลาสมดิที่ได้จากข้อ 
12.1 ที่ทราบจ านวน copy number แล้ว มาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิรยิา qPCR เพื่อใช้สร้าง
กราฟมาตรฐานในการเปรยีบเทียบกับการแสดงออกของยนี MrHC ของกุ้งปกติและกุ้งที่ติดเชื้อ 
MrNV ทีใ่ช ้cDNA ทีไ่ดจ้ากขอ้ 12.2 เป็นดเีอน็เอตน้แบบ ซึง่ในแต่ละปฏกิริยิาจะตอ้งท าพรอ้มกนัใน
เครือ่ง 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)  
 เริม่จากน ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิทีม่จี านวน copy number 104, 103, 102, 10 และ 1 
ตามล าดบั และ cDNA ทีส่งัเคราะหไ์ดจ้ากขอ้ 12.2 เป็นตน้แบบในการท า qPCR โดยใชเ้อนไซม ์ 
GoTaq® qPCR Master Mix (Pomega) และผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 25 
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ตาราง 25  ส่วนผสมของการท า qPCR  
 

ส่วนผสมของการท า qPCR ปรมิาตร (ไมโครลติร) 
รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ MrHC (104, 103, 102, 10, 1 copy number) 
HC1-L primer (15 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
HC1-R primer (15 พโิคโมล/ไมโครลติร) 
2X GoTaq® qPCR Master Mix  
Nuclease-Free Water  

10 
1 
1 
25 
13 

ปรมิาตรสุทธ ิ 50.0 
 

ส่วนผสมของการท า qPCR ของ cDNA muscle กุง้กา้มกรามท าเช่นเดยีวกบัตาราง 25  
แต่เปลีย่นดเีอน็เอตน้แบบเป็น cDNA muscle กุง้กา้มกรามทีส่งัเคราะหไ์ดจ้ากขอ้ 12.2  
 น าหลอด reaction well ทีผ่สมสารต่างๆ เรยีบรอ้ยแลว้ใส่ในเครือ่ง 7300 Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) ก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบัเพิม่จ านวน MrHC โดยใชอุ้ณหภมูิ
ในขัน้ตอน denaturation, extension และ dissociation ตามคู่มอืของ Promega ส าหรบัเอนไซม ์
GoTaq® qPCR Master Mix ดงันี้   
 ขัน้ตอนที ่1 initial denaturation      อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  5  นาท ี
 ขัน้ตอนที ่2 denaturation              อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่3 annealing                  อุณหภูม ิ62 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่4 extension                  อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 34 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่(2)-(4) เป็นจ านวน 30 รอบ 
   ขัน้ตอนที ่6 dissociation   อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
           อุณหภมู ิ64 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 วนิาท ี
           อุณหภมู ิ97 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนิาท ี
 ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
 
 ส าหรบัการท า qPCR ของยนี β-actin ท าเช่นเดยีวกบัการท า qPCR ของยนี MrHC แต่ 
เปลีย่น primer เป็น β-actin-F และ β-actin-R นอกจากนี้ท า qPCR โดยใช ้Nuclease-Free Water 
เป็น negative control ดว้ย จากนัน้น าผลผลติ PCR ทีไ่ดจ้ากการท า qPCR มาวเิคราะหข์นาดโดย
ใช ้ 1.5% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูลภายใตแ้สง UV 
ส าหรบัผลผลติ PCR ของ MrHC มขีนาด 95 bp และผลผลติ PCR ของ β-actin มขีนาด 337 bp  
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วเิคราะหข์อ้มลูเชงิปรมิาณจากการท า qPCR ดว้ยวธิ ี 2-ΔΔCt method (Kenneth; & 
Thomas. 2001: 402–408) โดยใชย้นี β-actin ในการนอรม์ลัไลเซชัน่ (normalization) ท าการ
ทดลอง 3 ซ ้า น าค่าเฉลีย่และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation) มาวเิคราะห์
ความแปรปรวน (One-way anova) ของการแสดงออกของยนี MrHC ในกลุ่มกุง้ตดิเชือ้และกุง้ปกต ิ
เพื่อหาความแตกต่างอย่างมนียัส าคญั (p < 0.05)  

 

13 กำรศึกษำคณุสมบติักำรต้ำนจลุชีพของโปรตีน MrHC ด้ำนปลำย C (MrHC-C) 
งานวจิยัก่อนหน้านี้รายงานว่ากรดอะมโินทางดา้นปลาย C ของโปรตนี hemocyanin มี

ฤทธิต์า้นเชือ้จลุนิทรยี ์ (hemocyanin-immunoglobulin-like domain) จงึออกแบบ primer ส าหรบั
ศกึษาคุณสมบตักิารตา้นจลุชพีของโปรตนี MrHC  ทางดา้นปลาย C (MrHC-C) พบว่าสามารถเพิม่
จ านวน MrHC-C และน าเขา้สู่ pQE-30 vector ได ้  

      13.1 กำรท ำ RT-PCR เพ่ือเพ่ิมจ ำนวน MrHC-C  
ออกแบบ primer ส าหรบัเพิม่จ านวน MrHC-C จากบรเิวณควบคุมการสงัเคราะห์ปลาย C 

ของยนี MrHC ที่ต าแหน่งนิวคลโีอไทด์ 1,231 ถงึ 1,974 ซึ่งแต่ละ primer มกีารเตมิบรเิวณที่ใช้ใน
การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme) เพื่อใชส้ าหรบัน าผลผลติ PCR เขา้สู่พลาสมดิ
ที่ เป็น expression vector โดย primer HC1F และ HC1R จะเติม BamHI  restriction site และ 
HindIII restriction site ทีป่ลาย 5’ ของ primer ตามล าดบั 
primer ส าหรบัเพิม่จ านวน MrHC-C มลี าดบัเบสดงันี้ 

HC1F: 5’-CGCGGATCCCCTCCATAC ACTCATGAAGA-3’  

HC1R: 5’-CCCAAGCTTATGG TATACTTTCACATAAGT-3’ 

(บรเิวณทีข่ดีเสน้ใตค้อืบรเิวณทีใ่ชใ้นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ HindIII) 
 

ท าการสงัเคราะหส์่วน  MrHC-C โดยน าอารเ์อน็เอจาก hepatopancreas เป็นอารเ์อน็เอ
ตน้แบบในการท า RT-PCR โดยใชเ้อนไซม ์  SuperScript III One-Step RT-PCR System 
(Invitrogen) และผสมสารต่างๆ เช่นเดยีวกบัการท า RT-PCR จากอารเ์อน็เออวยัวะต่างๆ ของกุง้
กา้มกรามในตารางที ่ 14 แต่ใช ้ HC1F และ HC1R เป็น primer โดยขัน้ตอน extension ท าที่
อุณหภมู ิ 72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ี จากนัน้น าผลการสงัเคราะหส์่วน  MrHC-C มา
วเิคราะหข์นาดโดยใช ้ 1% agarose gel ทีค่วามต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ นาน 1 ชัว่โมง แลว้ส่องดผูล
ภายใตแ้สง UV ซึง่ผลการสงัเคราะหส์่วน  MrHC-C มขีนาด 744 bp จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอที่
ตอ้งการและสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด MinElute gel extraction kit (QIAGEN) 
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     13.2 กำรโคลนส่วนของ MrHC-C เข้ำสู่ pQE-30 vector และกำรน ำพลำสมิดเข้ำสู่  E. coli 
(transformation) 

ท าการโคลนชิน้ส่วนของ MrHC-C เขา้สู่ pQE-30 vector (Qiagen) (ภาพประกอบ 10) 
ซึง่ pQE-30 vector จะตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ HindIII ก่อนจะน าไปแยกใน 1% 
agarose gel ตดัแถบดเีอน็เอทีต่อ้งการและสกดัดเีอน็เอออกจากเจลโดยใช ้Minelute gel extraction 
kit (Qiagen)  
 โคลนผลผลติ PCR ส่วน MrHC-C ทีม่บีรเิวณตดัจ าเพาะของ BamHI และ HindIII เขา้กบั 
pQE-30 vector ซึง่ถูกตดัไวด้ว้ยเอนไซมช์นิดเดยีวกนั โดยใชเ้อนไซม ์ T4 DNA ligase ซึง่ใช้
อตัราส่วนโดยโมลของพลาสมดิ : ดเีอน็เอ เป็น 1 : 5 (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) โดย
ใชส้ารต่างๆ เช่นเดยีวกบัตาราง 8 แต่ใช ้ pQE-30 vector และผลผลติ PCR ส่วน MrHC-C แทน 
จากนัน้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 16 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื เพื่อใหด้เีอน็เอเชื่อมต่อกนั หลงัจากนัน้จงึน ามา 
tranform เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์ M15 เพื่อเพิม่จ านวนพลาสมดิ ซึง่มขี ัน้ตอนเช่นเดยีวกบัการน า
พลาสมดิเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์ XL1-Blue ในขอ้ 2.2 จากนัน้เลอืกโคลนทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาส  
มดิของ pQE-30-MrHC-C เช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 2.3 แต่ใชเ้อนไซม ์BamHI และ HindIII ในการ
ตดัรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิและวเิคราะหบ์น 1% agarose ซึง่ควรจะไดด้เีอน็เอ 2 ชิน้ โดยชิน้หนึ่งมี
ขนาดประมาณ 3.4 กโิลเบส (kb) ของ พลาสมดิ (pQE-30 vector) และอกีชิน้หนึ่งขนาดเท่ากบั
ผลผลติ PCR ของส่วน MrHC-C เมือ่หาโคลนทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิไดแ้ลว้พลาสมดิส่วนหนึ่งจะ
น าไปหาล าดบัดเีอน็เอของ pQE-30-MrHC-C เช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 2.4 
     13.3 กำรกระตุ้นกำรแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของส่วน MrHC-C  

การกระตุน้การสรา้งรคีอมบแินนทโ์ปรตนีเริม่จากน า E. coli สายพนัธุ ์ M15 ทีม่รีคีอมบ ิ 
แนนทพ์ลาสมดิของ pQE-30-MrHC-C ทีต่รวจสอบความถูกตอ้งของ ORF จากขอ้ 13.2 มาเลีย้งใน 
LB broth 10 มลิลลิติร (ทีม่ ี ampicilin 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ผสมอยู)่ บ่มขา้มคนืใน shaker ที ่
37 องศาเซลเซยีส เขย่าดว้ยความเรว็ 225 รอบต่อนาท ีจากนัน้แบ่งเชือ้ทีเ่ตรยีมไว ้ 5 มลิลลิติร ใส่
ลงในฟลาสกท์ีม่อีาหารเลีย้งเชือ้ 100 มลิลลิติร น าไปเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส ดว้ย
ความเรว็ 225 รอบต่อนาท ีจนม ีOD ที ่600 นาโนเมตร ประมาณ 0.5-0.7 แลว้เตมิ isopropyl- β -
D-thiogalactoside (IPTG) ลงไปกระตุน้โดยใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มลิลโิมลาร ์ แลว้น าไป
เขยา่ต่ออกี 4 ชัว่โมง น าเชือ้ไปปัน่ทีค่วามเรว็ 3,000 x g ประมาณ 20 นาท ีจากนัน้น าเซลลท์ีเ่กบ็
ไดเ้ตมิบฟัเฟอร ์B  (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea pH 8) 8 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้
กนัและเตมิ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มลิลโิมลาร ์
จากนัน้น าไปท าใหผ้นงัเซลลข์องแบคทเีรยีแตกโดยใชค้ลื่นเสยีงความถีส่งู (sonicate) ที ่ 4 องศา
เซลเซยีส เกบ็ lysate ทีไ่ดไ้วท้ี ่-20 องศาเซลเซยีส (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  2000) 
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ภาพประกอบ 10  โครงสรา้งของ pQE-30 vector และต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมต่์างๆ 
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      13.4 กำรตรวจสอบหำรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 
น า lysate ทีไ่ดจ้ากขอ้ 13.3 มาผสมกบับฟัเฟอร ์2X SDS-treatment ในอตัราส่วน 1 : 1 

แลว้ตม้ทีอุ่ณหภมู ิ 100 องศาเซลเซยีส นาน 90 วนิาท ี  จากนัน้น ามาแยกดว้ย 10% SDS-PAGE 
ตามวธิขีอง Laemmli (1970) โดยใช ้E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่เีฉพาะพลาสมดิ pQE-30 ซึง่จะผลติ
โปรตนีฮสิทดินี 6 หน่วย (six-histidine-tagged) เป็น positive control เพื่อดวูา่การกระตุ้นดว้ย 
IPTG ประสบความส าเรจ็หรอืไม่ และ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีไ่มม่พีลาสมดิ เป็น negative control 
แยกโปรตนีโดยผ่านกระแสไฟฟ้าที ่80 โวลต ์ประมาณ 2 ชัว่โมง ยอ้มเจลดว้ย Coomassie brilliant 
blue R-250 สงัเกตแถบของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี pQE-30-MrHC-C เทยีบกบัโปรตนีจาก E. coli 
สายพนัธุ ์M15 ทีม่แีละไมม่พีลาสมดิ pQE-30 vector  
      13.5 กำรท ำรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน pQE-30-MrHC ให้บริสทุธ์ิ 
 การทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน MrHC-C จ าเป็นต้องท าโปรตีนให้บรสิุทธิใ์นรูปแบบ 
native เพื่อใหโ้ปรตนีทีผ่ลติไดม้คีุณสมบตัเิหมอืนโปรตนีทางดา้นปลาย C ทีผ่ลติจากยนี MrHC ของ
กุ้งก้ามกราม โดยน า E. coli สายพนัธุ์ M15 ที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิของ pQE-30-MrHC-C มา
กระตุ้นการแสดงออกเช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 13.3 แต่ไม่ต้องเติมบัฟเฟอร์ B และ PMSF 
เนื่องจากบฟัเฟอร ์B มสี่วนผสมของยูเรยี ซึ่งจะท าให้โปรตีนที่ผลติได้เสยีสภาพ การท าโปรตนีให้
บรสิุทธิใ์นรปูแบบ native จะน าเซลลท์ีเ่กบ็ไดจ้ากขอ้ 13.3 มาท าโปรตนีใหบ้รสิุทธิโ์ดยใชชุ้ด Ni-NTA 
Superflow columns kit ตามคู่มอืของ Qiagen เกบ็สารละลายโปรตนีทีไ่ดไ้วท้ี ่-20 องศาเซลเซยีส  
      13.6 กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 
 การวิจ ัยครัง้นี้ ใช้แบคทีเรียแกรมบวก 4 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 
25923, Bacillus cereus ATCC 11787, B. megaterium และ  B. subtilis จากภาควิชาชีววิทยา 
มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ แบคทเีรยีแกรมลบ 9 ชนิด ได้แก่ Vibrio vulnificus DMST 27426, 
V. harveyi DMST 1526, V. mimicus DMST 27430, V. parahemolyticus DMST 22093,         
A. caviae AHHRI 06103, A. verronii DMST 21255, A. hydrophila DMST 22095, E. coli ATCC 
25922 และ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE30-MrHC-C น าเชือ้แบคทเีรยีมา
แกรมบวกมาเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) ส่วนเชื้อ Vibrio. sp. เลีย้งในอาหารเลี้ยง
เชื้อ TSA ที่มคีวามเข้มขน้ของเกลอื 2% เชื้อ Aeromonas. sp. เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA และ
เชื้อ E. coli เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar บ่มข้ามคนืที่อุณหภูม ิ37°C จากนัน้คดัเลอืกโคโลนี
เดีย่วมาเลีย้งในอาหารเหลว Mueller Hinton broth ปรมิาตร 4 มลิลลิติร บ่มขา้มคนืทีอุ่ณหภูม ิ37°C 
ใน incubator shaker  225 รอบต่อนาท ีจากนัน้น าเชื้อที่เตรยีมไวม้าปัน่ที ่3,000 x g นาน 20 นาท ี
เก็บตะกอนเชื้อมาละลาย ใน PBS 4 มลิลลิติร จากนัน้วดัค่าการดูดกลนืแสงจนม ีOD ที่ 600 นาโน
เมตร ประมาณ 0.2-0.5 
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    13.7  กำรทดสอบคณุสมบติักำรยบัยัง้เช้ือแบคทีเรีย 
ทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี ดว้ยวธิ ีAgar well 

diffusion โดยน า agarose 0.2 กรมั ผสมลงใน Poor borth 20 มลิลลิติร จากนัน้น าไปอุ่นดว้ย
ไมโครเวฟจนหลอมเป็นเน้ือเดยีวกนั รอจนอาหารเลีย้งเชือ้เยน็ลง จงึใส่เชือ้แบคทเีรยีทีเ่ตรยีมจาก
ขอ้ 13.6 โดยค านวณใหม้คี่า OD สุดทา้ยเท่ากบั 0.2 ผสมใหเ้ขา้กนั เทลงในเพลต (1 เชือ้ต่อ 1 
เพลต) เจาะหลุมดว้ย cork-borer (เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 2 มลิลเิมตร) จ านวน 6 หลุมต่อเพลต หยอด
โปรตนี และยาปฏชิวีนะหลุมละ 80 ไมโครลติร ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัต่อไปนี้ Kanamycin 
100, ไมโครกรมั, Amplicilin 200 ไมโครกรมั, โปรตนี MrHC-C 25 ไมโครกรมั, PBS, บฟัเฟอร ์NPI 
250 ทีม่ ี250 mM imidazole และ บฟัเฟอร ์NPI 250 ทีไ่ม่ม ี imidazole จากนัน้น าไปบ่มขา้มคนืที่
อุณหภมู ิ37°C น ามาวดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางของขอบเขตยบัยัง้ (inhibition zone) 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การแยกยีนและและศึกษาคณุสมบติัของ MrToll 
 1.1 การโคลนและการหาล าดบั cDNA บางส่วนของยีน MrToll  
       1.1.1 การออกแบบ degenerate primers 

  จากการออกแบบ degenerate primers ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll โดย
การเปรยีบเทยีบบรเิวณ conserved region ส่วนของ TIR-domain ของโปรตนี Toll จากกุง้ชนิด
ต่างๆ ดงันี้ L. vannamei (Protein ID: ABK58729), F. chinensis (Protein ID: ABQ59330), M. 
japonicus (Protein ID: BAG68890 และ BAF99007) และ P. monodon (Protein ID: 
ABO43764.1) แสดงในภาพประกอบ 11 
degenerate primer ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll มลี าดบัเบสดงันี้ 

TIR-F : 5’- TGYCTYCACTAYCGYGACTG-3’ 
Toll-R1.5 : 5’- TGARAGCACSACAATRGT-3’ 
(Y= C, T; R = A, G; S= C, G)  

   1.1.2 การโคลนและการหาล าดบั cDNA บางส่วนของยีน MrToll 
   จากการน าอารเ์อน็เอทีส่กดัจาก gill ของกุง้ก้ามกรามมาสงัเคราะห ์cDNA เพื่อใชเ้ป็น
ต้นแบบส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll พบว่าผลผลติ PCR ของ MrToll มคีวามยาว 96 bp 
(ภาพประกอบ 12) จากนัน้โคลนผลผลิต PCR นี้  เข้าสู่ พลาสมดิ pCR 2.1 vector แล้วน ารคีอม
บแินนทพ์ลาสมดิไปตรวจสอบการมอียู่ของ insert โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI-HFTM 
พบดเีอ็นเอ 2 ชิ้น โดยชิ้นหนึ่งมคีวามยาวประมาณ 3.9 kb ของพลาสมดิ pCR 2.1 vector และอีก
ชิ้นหนึ่งความยาวประมาณ 96 bp ของ MrToll จากนัน้น ารคีอมบแินนท์พลาสมิด pCR 2.1-MrToll 
ไปหาล าดบัดเีอ็นเอ ตรวจสอบความถูกต้องของ ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนี พบว่า ล าดบัดี
เอน็เอของ insert MrToll มคีวามคลา้ยสูง (high similarity) กบับรเิวณ TIR domains ของ TLRs ใน
กุง้ชนิดต่างๆ  
  เนื่องจากล าดับดีเอ็นเอที่ได้จาก MrToll มคีวามยาวเพียง 96 bp จงึจ าเป็นต้องน า
ล าดบัดเีอน็เอทีไ่ด้มาออกแบบ gene specific primer และ degenerate primer อกีครัง้เพื่อน าไปท า 
PCR หาล าดับดีเอ็นเอขนาดที่ยาวขึ้น โดยผลิต PCR ของ MrToll ที่ได้มีความยาว 627 bp 
(ภาพประกอบ 13) จากนัน้น าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของ MrToll ความยาว 96 bp มาหาบรเิวณที ่
overlap กับล าดับ ดีเอ็นเอของ MrToll ความยาว 627 bp แล้วรวมข้อมูลล าดับดีเอ็นเอส่วนที
overlap กันได้เป็นดีเอ็นเอขนาดยาวขึ้น น าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอที่ได้ไปออกแบบ gene specific 
primer ส าหรบัหาล าดบั     ดเีอน็เอทีค่รบสมบรูณ์ 



 78 

 
 

Litopenaeus         YSVTLNLMNNSLANFDGLDHPFYTRLANLTIPYNKISHISESDLPGNLKVLDVRGNNLTF 

Fenneropenaeus      YSITLNLMNNSIANFDGLDHPFYTRLANLTIPYNKISHFNKSDLPDNLKVLDVRGNNLTF 

Marsupenaeus2       FSVTLNLMNNNITNFDGLEHPFYSKLVNLTIPYNKISHFNESDLPEHLKVLDVRGNNLTL 

Penaeus             -----------------------------------------------LKVLDVRGNNLTF 

Marsupenaeus        YSLTLNLRNNSISNLDQLQDPEYHNLVNLTIPNNSLFSLNESTLPSSLRVLDIRGNNFTY 

                                                                   *:***:****:*  

 

Litopenaeus         LSDTTLDYLNVTDVVLSLGDNPWTCNCDMIDFFTFLQVPERKVLDSNNIKCASDGELLLS 

Fenneropenaeus      LSASTLDYLNVTAMTLSLGDNPWICNCDIIDFSTFLQVPERKVLDPNNIKCASDGEELLG 

Marsupenaeus2       LSATTLDYLNVTDMTLSLGDNPWTCNCELIDFFTFLQVPERKVLDQNNIKCASDGELLLN 

Penaeus             LSATTLDYLNVTDMTLSLGDNPWTCNCDMIDFFTFLQVPERKVLDSNNIKCASDGEELLS 

Marsupenaeus        FEESVIDYFNKTDIILSLGENPWVCDCELIDLQSFLRVQEMKVLDFHNIRCINFNETLVD 

                    :. :.:**:* * : ****:*** *:*::**: :**:* * **** :**:* . .* *:. 

 

Litopenaeus         ISEYTICPSFRNPMVIVTIVLITVFLLLFAVLGTMSFYKYKQGIKVWLFTHRMCLWAITE 

Fenneropenaeus      NNEYTMCPSFRQRMVIVTIVLITVFLLLFAVLGTMSFYKYKQGIKVWLFTHRMCLWAITE 

Marsupenaeus2       INEYTICPSFRQPMVIVTIVLITVFLLLFAVLGTMSFYKYKQGIKVWLFTHRMCLWAITE 

Penaeus             INEYTICPSFRQPMVIVTIVLITVFLLLFAVLGTMSFYKYKQGIKVWLFTHRMCLWAITE 

Marsupenaeus        VTEADLCPILLPPKVIIASTVISMFLILSGVLATVSFWEYKQGIKVWLFTHRLCLWAVVN 

                     .*  :** :    **:: .:*::**:* .**.*:**::*************:****:.: 

 

 

 

Litopenaeus         DELDADKKYDAFISYSHKDEEFVNTVLVSGLESGNPKYRICLHYRDWIPGEYIQNQILQS 

Fenneropenaeus      DELDADKKYDAFISYSHKDEEFVNTVLVPGLESGDPKYRICLHYRDWIPGEYIQNQIMQS 

Marsupenaeus2       DELDADKKYDAFISYSHKDEEFVNTVLVPGLESGDPKYRICLHYRDWIPGEYIQNQILQS 

Penaeus             DELDADKKYDAFISYSHKDEEFVNTVLVPGLESGAPKYRICLHYRDWIPGEYIQNQILQS 

Marsupenaeus        EEYDNNKKYDAFISYSDKVEEFVNTVLVPGLESGDPKYKVCLHYRDWLPGAYIQQQINQS 

                    :* * :**********.* *********.***** ***::*******:** ***:** ** 

 

Litopenaeus         VEDSRRTIVVLSSNFIESVWGQLEFKAAHSQALQDRTNRIIVIVYGQVPPESELDEKLRL 

Fenneropenaeus      VEDSRRTIVVLSSNFIESVWGQLEFKAAHSQALQDRTNRIIVIVYGQVPPESELDEKLRL 

Marsupenaeus2       VEDSRRTIVVLSSNFIESVWGQLEFKAAHSQALQDRTNRIIVIVYGQVPPESELDEKLRL 

Penaeus             VEDSRRTIVVLSSNFIESVWGQLEFKAAHSQALQDRTNRIIVIVYGQVPPESELDEKLRL 

Marsupenaeus        VEASRRTIVVLSSNFIENVWGHLEFKTAHYQALKDRHNRIIVIVLGEVPPENELDEELKL 

                    ** **************.***:****:** ***:** ******* *:****.****:*:* 

 

                         Toll-R1.5 

 

Litopenaeus         YISMKTYVKWGDAKFWEKLRYIMPHPQELIQKKQQKNRNADKLELVKSNSKSV- 

Fenneropenaeus      YISMKTYVKWGDAKFWEKLRYIMPHPQELTQKKQQKCINADKLELVKSNSKNV- 

Marsupenaeus2       YISMKTYVKWGDAKFWEKLRYIMPHPQELIQKKQQKCKNADKLELVKSNSKSV- 

Penaeus             YIS--------------------------------------------------- 

Marsupenaeus        YLSTRTYLQFGDPKFWEKLRYAMPHPYDLIYKKQRKRRDTDKLELVKSDSKESK 

                    *:*  

 
ภาพประกอบ 11  การเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของ Toll receptor ในกุง้  
        L. vannamei (Protein ID: ABK58729), F. chinensis (Protein ID: ABQ59330), M.  
        japonicus (Protein ID: BAF99007), M. japonicas 2 (Protein ID: BAG68890) และ P.  
        monodon (Protein ID: ABO43764.1) ดว้ยโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/ 
      Tools/msa/clustalw2/) โดยเครือ่งหมายลกูศรแสดงต าแหน่งและทศิทางของล าดบักรดอะมโิน 
      ทีน่ าไปใชอ้อกแบบ degenerate primers ทีใ่ชใ้นการทดลอง โดยชื่อของ primer ก ากบัอยูบ่น 
      ลกูศร 
 

TIRF 

http://www.ebi.ac.uk/
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ภาพประกอบ 12  ผลผลติ PCR ของ MrToll  
      คอลมัน์ที ่1 และ 2 คอื ผลผลติ PCR ของ MrToll ขนาด 96 bp  
      M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder)  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

    3 Kb 

 

96 bp 

   M       1        2   

      0.5 Kb 

         1 Kb 
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ภาพประกอบ 13 การโคลนและการหาล าดบั cDNA บางส่วนทีม่คีวามยาวมากขึน้ของยนี MrToll 
      (A) คอลมัน์ที ่1 และ 2 ผลผลติ PCR ของ MrToll จาก gene specific primer และ  
           degenerate primer  ขนาด 627 bp  
      (B) คอลมัน์ที ่3 และ 4 การวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pCR 2.1 โดยการตดัดว้ยเอนไซม ์
           ตดัจ าเพาะ EcoRI-HFTM  โดยพลาสมดิ pCR 2.1  มขีนาดประมาณ 3.9 kb ส่วน MrToll ม ี
           ขนาด 627 bp    
       M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 
 

 

  
 

   M       3       4   

627 bp 
627 bp 

  1 Kb 1 Kb 

0.5 Kb 
      0.5 Kb 

   M        1      2   

                (A)                                                    (B) 

3.9 kb 
    3 Kb 

     3 Kb 
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1.2 การหาข้อมลูล าดบั cDNA ทางปลาย 5' และปลาย 3'  โดยวิธี RACE ของยีน MrToll  
ผลการสงัเคราะห ์ 5'-RACE ของ MrToll มคีวามยาว 3,000 bp แต่เนื่องจากปรมิาณ

ผลผลติทีไ่ดไ้มเ่พยีงพอในการโคลนเขา้สู่พลาสมดิจงึจ าเป็นตอ้งท า nested 5'-RACE ซึง่ไดผ้ลผลติ
ทีม่คีวามยาว 2,500 bp (ภาพประกอบ 14) ส่วนผลการสงัเคราะห ์ 3'-RACE ของ MrToll มคีวาม
ยาว 1,500 bp (ภาพประกอบ 15) จากนัน้โคลนผลผลติ 5'-RACE และ 3'-RACE ของ MrToll ทีไ่ด้
เขา้สู่    พลาสมดิ pCR 2.1 vector น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิไปตรวจสอบการมอียูข่อง insert โดย
การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI-HFTM โดยชิน้หนึ่งมปีระมาณ 3.9 kb ของพลาสมดิ pCR 2.1 
vector และอกีชิน้หนึ่งความยาวเท่ากบัผลผลติ PCR ทีถู่กโคลน จากนัน้น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ
ไปหาล าดบัดเีอน็เอแลว้น าขอ้มลู 5'-RACE และ 3'-RACE ของ MrToll ทีไ่ดม้าหาบรเิวณที ่overlap 
กนัเพื่อรวมขอ้มลูเป็นล าดบัดเีอน็เอของ MrToll ทีส่มบรูณ์ จากนัน้ตรวจสอบความถูกตอ้งของ ORF 
และการแปลรหสัเป็นโปรตนี พบว่าล าดบัดเีอน็เอของ MrToll มคีวามยาว 4,352 bp มคีวามคลา้ยสงู 
กบั TLRs ของกุง้ชนิดต่างๆ ซึง่ขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดข์อง MrToll ทีว่เิคราะหไ์ดน้ี้ไดน้ าไปเกบ็ไว้
ในฐานขอ้มลู GenBank โดยรหสัของขอ้มลู (accession number) คอื JF895474 
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                                  (A)                                                           (B) 
 
ภาพประกอบ 14 ผลการสงัเคราะห ์5'-RACE ของ MrToll  

(A) ผลการสงัเคราะห ์5'-RACE ของ MrToll มคีวามยาว 3,000 bp  
(B) ผลการสงัเคราะห ์nested 5'-RACE ของ MrToll มคีวามยาว 2,500 bp  

       M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  1 Kb 

 
 1 Kb 

 

   M      1       2       3   M       4       5       6 

 0.5 Kb 
 

        0.5 Kb 
 

         3 Kb 
 

  3 Kb 
 

3 Kb 
   2.5 Kb 
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ภาพประกอบ 15 ผลการสงัเคราะห ์3'-RACE ของ MrToll  
      คอลมัน์ที ่1 ถงึ 3 คอื 3'-RACE ของ MrToll มคีวามยาว 1,500 bp  
      M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     3 Kb 

 

 M     1     2     3 

   1 Kb 

 

     1.5 Kb 

 

  0.5 Kb 
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1.3 การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของโปรตีน MrToll  
 เมือ่น าขอ้มลูล าดบัดเีอน็เอและกรดอะมโินของ MrToll ทีส่มบูรณ์จากการแปลรหสัยนีทัง้

สองแลว้มาวเิคราะหบ์รเิวณ signal peptide วเิคราะหบ์รเิวณ extracellular domain, 
transmembrane domain, cytoplasmic domains วเิคราะหต์ าแหน่ง Potential N-linked 
glycosylation sites, regulatory  motifs ของ putative promoter region และองคป์ระกอบต่างๆ 
ใหผ้ลดงันี้  

 cDNA ของ MrToll มคีวามยาว 4,352 นิวคลโีอไทด ์ โดย 5’ untranslated region (5'-
UTR) และ 3’ untranslated region (3'-UTR) มคีวามยาว 369  นิวคลโีอไทด ์และ 1,184 นิวคลโีอ
ไทด ์ตามล าดบั และพบ putative polyadenylation signal sequence มลี าดบั AATAAA ทีบ่รเิวณ 
3'-UTR เหนือจาก poly-A tail 18 นิวคลโีอไทด ์นอกจากนี้พบว่า ATG start codon ทีต่ าแหน่ง +1 
มลี าดบัเบสดงันี้ GGAATGA ซึง่ตรงกบับรเิวณ Kozak consensus sequence (A/GCCAUGG) ของ 
initiation codon ใน eukaryotic translation sites อยู ่4 ใน 7 ต าแหน่ง โดย MrToll ม ีORF ยาว 
2,799 นิวคลโีอไทด ์ แปลรหสัเป็นสายโพลเีปปไทดท์ีม่กีรดอะมโิน 932 หน่วย และยงัพบบรเิวณ

nuclear factor-kappa B (NF-KB)-like element อยูบ่รเิวณปลาย 5'-UTR ทีน่ิวคลโีอไทดต์ าแหน่ง    
-165 ถงึ -156 (GaCAAGTCCC) (ภาพประกอบ 16) 

จากการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของโปรตนีไมพ่บ signal peptide ทีป่ลาย 5’ ของ MrToll 
และ MrToll จดัเป็น typical type I membrane protein กล่าวคอื เป็นโปรตนีทีม่ปีลาย N ของสาย  
โพลเิปปไทดอ์ยู่ภายนอกเซลล ์ส่วนปลาย C ของสายโพลเิปปไทดอ์ยู่ภายในไซโตพลาสมดิ  

บรเิวณ extracellular domain ของ MrToll พบองคป์ระกอบของกลุ่มกรดอะมโิน 24 
หน่วยเรยีงตวัซ ้าๆ กนั ทีเ่รยีกว่า leucine-rich repeat (LRR) ซึง่เรยีงตวัซ ้ากนั 15 ซ ้า (15 LRRs) 
โดยบรเิวณ LRR เริม่จากกรดอะมโินต าแหน่งที่ 155-670 (ภาพประกอบ 17 และ 20) นอกจากนี้ที่
บรเิวณ LRR ของ MrToll พบโครงสรา้งของ cysteine-rich capping ซึง่เป็นกรดอะมโิน cysteine 
จ านวน 20 residues ทีป่ลาย amino (LRR N-terminal domain; LRR-NT) และปลาย carboxyl 
(LRR C-terminal domain; LRR-CT) ของ LRR นอกจากนี้พบกรดอะมโินทีบ่รเิวณ LRR-CT 2 
บรเิวณ คอื กรดอะมโินต าแหน่งที ่ 496-502 และ 681-687 เรยีงล าดบัดงันี้ NPXXC(N/D)C โดย X 
แทนกรดอะมโินใดๆ N แทนกรดอะมโินแอสปาราจนี (asparagine) P แทนกรดอะมโินโปรลนี 
(proline) C แทนกรดอะมโินซสิเทอนี (cysteine) และ D แทนกรดอะมโินแอสปารต์กิ (aspartic 
acid) (ภาพประกอบ 16) 

บรเิวณ transmembrane glycoproteins พบกรดอะมโิน 23 หน่วย ทีต่ าแหน่ง 735-757 
และ บรเิวณ cytoplasmic signaling domain หรอื cytoplasmic Toll/interleukin-1R (TIR) domain 
พบกรดอะมโิน 139 หน่วย ทีต่ าแหน่ง 788-926 นอกจากนี้พบ N-linked glycosylation sites 9 
ต าแหน่ง อยูบ่รเิวณ ectodomain อกีดว้ย (ภาพประกอบ 16 และ 20) 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%88%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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ล าดบักรดอะมโินบรเิวณ  LRR ของ TLRs เป็นบรเิวณอนุรกัษ์ของกรดอะมโิน ทีม่กีาร
เรยีงตวัซ ้าๆ รว่มกนัและมกีารจดัเรยีงกนัเป็นกลุ่มโดยมจี านวนกรดอะมโิน 24 หน่วย เรยีงเป็นล าดบั
ดงันี้  

x-L-x-x-L-x-L-x-x-N-x-φ-x-x-φ-x-x-x-x-F-x-x-L-x  
 

โดย  x แทนกรดอะมโินใดๆ  φ แทนกรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic L แทน
กรดอะมโินลวิซนี (leucine) และ F แทนกรดอะมโินฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) แต่บางครัง้ F 
และ L จะถูกแทนทีด่ว้ยกรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic residue อื่นๆ จากการวเิคราะห์
บรเิวณ LRR ของ MrToll นอกจากพบ LRR เรยีงซ ้ากนั 15 ซ ้าแลว้ ยงัพบว่ามกีรดอะมโิน 15 
หน่วย แทรกอยู่ทีบ่รเิวณ LRR10 (ภาพประกอบ 17)  

จากการวเิคราะห ์ ORF ของ MrToll พบว่ารอ้ยละ 49 มคีวามเหมอืน (identity) กบั 
MjToll1 ของ M.  japonicus (accession no. BAG68890.1) PmToll ของ P. monodon (accession 
no. ABO38434.1) และ LvToll1 ของ L. vannamei (accession no. ABK58729.1) รอ้ยละ 48 มี
ความเหมอืนกบั FcToll ของ F. chinensis (accession no. ABQ59330.1) รอ้ยละ 45 มคีวาม
เหมอืนกบั MjToll2 ของ M. japonicus (accession no. BAF99007.1) รอ้ยละ 44 มคีวามเหมอืนกบั 
LvToll2 ของ  L. vannamei (accession no. AEK86516.1) และรอ้ยละ 28 มคีวามเหมอืนกบั 
LvToll3 ของ L. vannamei (accession no. AEK86517.1) (ภาพประกอบ 18) อยา่งไรกต็ามการ
เปรยีบเทยีบบรเิวณ TIR domain ของ MrToll แสดงใหเ้หน็ว่ามคีวามคลา้ยสงู (high similarity) กบั
บรเิวณ TIR domain ของกุง้ชนิดอื่นๆ โดยรอ้ยละ 89 มคีวามเหมอืนกบั MjToll1 และ PmToll รอ้ย
ละ 88 มคีวามเหมอืนกบั FcToll และ LvToll1 รอ้ยละ 75 มคีวามเหมอืนกบั MjToll2 รอ้ยละ 73 มี
ความเหมอืนกบั LvToll2 และรอ้ยละ 53 มคีวามเหมอืนกบั LvToll3  

 นอกจากนี้พบว่า TIR domain มบีรเิวณอนุรกัษ์ 3 บรเิวณ คอื บรเิวณทีม่กีรดอะมโินฟี
นิลอะลานีน แอสปารต์กิ อะลานีน (FDA) ต าแหน่งที ่ 789-791 โปรลนี(P) ต าแหน่งที ่ 829 และฟี
นิลอะลานีน ทรปิโตเฟน (FW) ต าแหน่งที ่915-916 (ภาพประกอบ 16 และ 19)  จากการวเิคราะห์
บรเิวณ ectodomain พบว่าส่วนใหญ่บรเิวณ LRR ถูกขนาบดว้ย LRR-CT และ LRR-NT โดยมี
ความเหมอืนรอ้ยละ 77 ถงึ 92 ในกุง้กลุ่ม Toll1 type (LvToll1 FcToll MjToll1 และ PmToll) และ
พบว่า ectodomain ของกุง้กลุ่ม Toll1 มคีวามเหมอืนเพยีงรอ้ยละ 33 ถงึ 39 กบักุ้งกลุ่ม Toll2 type 
(LvToll2 และ MjToll2) เป็นทีน่่าสนใจว่า ectodomain ของ MrToll มคีวามเหมอืนกบักุง้กลุ่ม Toll1 
และ Toll2 เพยีงรอ้ยละ 37 ถงึ 39 เท่านัน้ และมคีวามเหมอืนรอ้ยละ 29 กบั LvToll3 (ภาพประกอบ 
18)  
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ภาพประกอบ 16 ภาพแสดงล าดบั cDNA และล าดบักรดอะมโินของ MrToll  

โดยตวัเลขดา้นซา้ยแสดงต าแหน่งของนิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโิน รหสัอกัษร (one-letter 
codes) ใตล้ าดบั cDNA แทนกรดอะมโิน อกัษรตวัหนา คอื initiation codon (ATG) stop 

codon (TAA) และ  poly-A siteบรเิวณทีข่ดีเสน้ใตส้องเสน้ คอื NF-KB-like element กรดอะมิ
โนซสีเทอนี ภายใน cysteine-rich regions แสดงในกรอบสีเ่หลีย่ม Potential N linked 
glycosylation sites ภายในบรเิวณ  extracellular domain แสดงในวงกลม บรเิวณทีข่ดีเสน้ใต ้
คอื Transmembrane domain ตวัอกัษรเอยีงและขดีเสน้ใต ้ คอื บรเิวณอนุรกัษ์ของ TIR 
domain โดยตวัอกัษรหนาภายในบรเิวณอนุรกัษ์ คอื กรดอะมโินฟีนิลอะลานีน แอสปารต์กิ อะ
ลานีน (FDA) โปรลนี (P) และฟีนิลอะลานีน ทรปิโตเฟน (FW) 
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ภาพประกอบ 17 ล าดบักรดอะมโินบรเิวณ  LRR ของ MrToll  

เริม่จากกรดอะมโินต าแหน่งที ่155-670 โดยบรเิวณอนุรกัษ์ของ LRR ประกอบดว้ยกรดอะมโิน 
24 หน่วย เรยีงเป็นล าดบัดงัแสดงในภาพแถวบน โดย  x แทนกรดอะมโินใดๆ , φ แทน
กรดอะมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic,  L แทนกรดอะมโินลวิซนี (leucine) และ F แทน
กรดอะมโินฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) แต่บางกรณ ีF และ L จะถูกแทนทีด่ว้ยกรดอะมโินที่
มคีุณสมบตัเิป็น hydrophobic residues อื่นๆ  

 

 
 

ภาพประกอบ 18 การวเิคราะหค์วามเหมอืนของกรดอะมโินของ (amino acid identity) ของ ORF  
      และ ectodomain ของ MrToll เปรยีบเทยีบกบั Toll ของกุง้ชนิดต่างๆ  
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ภาพประกอบ 19 ภาพแสดงผลการ alignment โดยใชบ้รเิวณ TIR domain ของกุง้กา้มกราม  
      เปรยีบเทยีบกบั TIR domain ของกุง้ชนิดอื่นๆ พบว่า TIR domain จะมบีรเิวณอนุรกัษ์ทีม่ ี   
      กรดอะมโินฟีนิลอะลานีน แอสปารต์กิ อะลานีน (FDA) โปรลนี (P) และฟีนิลอะลานีน  
      ทรปิโตเฟน (FW)  
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ภาพประกอบ 20 ภาพจ าลองแสดงโครงสรา้งของโปรตนี MrToll  

(A) และ (B) โครงสรา้งของโปรตนี MrToll วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม SWISS-MODEL   
     (http://www.swissmodel.expasy.org) โดยภาพ A แสดงลกัษณะ horseshoe-shaped    
     solenoid ของ MrToll ส่วนภาพ B แสดงสาย β-strand ของแต่ละ LRR ซึง่โครงสรา้งนี้อยู ่
     ทีบ่รเิวณ concave ของ solenoid 

        (C) ภาพวาดแสดงบรเิวณต่างๆ ของ MrToll โดยกรดอะมโินต าแหน่ง 1 ถงึ 200 แสดงดงั    
           สเกล เมือ่ LRR แทน leucine-rich repeat LRR-NT แทน Leucine-rich repeat N-    
           terminal domain LRR-CT แทน Leucine-rich repeat C-terminal domain TM แทน  
           transmembrane domain TIR แทน Toll/Interleukin-1R domain 

 

                     (A)                                                                  (B) 

(C) 
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1.4 การศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของ MrToll  
จากการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของ Toll receptor ในกุ้งชนิดต่างๆ โดยใช้

ล าดบักรดอะมโินของโปรตนี Toll (full-length amino acid sequences) จากกุ้งชนิดต่างๆ และจาก
แมลงหวี ่(Drosophila melanogaster) น าไปสรา้ง phylogenetic tree ดว้ยวธิ ีneighbor joining และ 
Bootstrap 1,000 ครัง้ พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มของ TLR family proteins ได้ 2 กลุ่มคือ กลุ่มที่ 1 
ประกอบดว้ย Toll receptor ของกุง้ยกเวน้ LvToll3 ซึง่จดัอยูใ่นกลุ่มเดยีวกบั DmToll6 และ กลุ่มที ่2 
ประกอบด้วย  Toll receptor ของแมลงหวี่ โดยที่ MrToll จดัอยู่ในกลุ่มเดยีวกนักบั FcToll PmToll 
LvToll1 และ MjToll1 (ภาพประกอบ 21) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 21 ภาพแสดงความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของ MrToll  
 จากการน าโปรตนี Toll receptor ในกุง้และแมลงหวีม่าสรา้ง Phylogenetic tree ดว้ยวธิ ี 
 neighbor joining โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5.0 software และ Bootstrap 1,000 ครัง้ โปรตนี  
 Toll ของกุง้ทีน่ ามาศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการดงันี้ กุง้ L. vannamei (LvToll1;  
  accession No. ABK58729.1) กุง้ L. vannamei 2 (LvToll2; accession No.AEK86516.1) กุง้  
  L. vannamei 3 (LvToll3; accession No. AEK86517.1) กุง้ F. chinensis (FcToll1;  

accession No. ABQ 59330.1) กุ้ ง  M. japonicus (MjToll1; accession No. BAG68890.1) 
กุ้ ง  M. japonicas 2 (MjToll2; accession No. BAF99007.1) กุ้ ง  P. monodon (PmToll; 
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accession No. ABO38434.1) และ กุ้ง M. rosenbergii (MrToll; accession No.JF895474) 
โปรตีน Toll ของแมลงหวี่ที่น ามาศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิว ัฒนาการดังนี้  แมลงหวี่ D. 
melanogaster 1 ถึง  D. melanogaster 9 DmToll1 (accession No. AAA28941.1) DmToll2 
(accession No. AAF57509.1) DmToll3 (Accession No. AF247769.1) DmToll4 
(accession No. AAF52747.3) DmToll5 (accession No. AF247767.1) DmToll6 
(accession No. AF247766.1) DmToll7 (accession No. AAF57514.1) DmToll8 
(accession No. AF247764.1) และ DmToll9 (accession No. AAF 51581.1) 

 
1.5 การศึกษาการแสดงออกของยีน MrToll ในอวยัวะต่างๆ ของกุ้งก้ามกรามโดยวิธี   

 semi-quantitative reverse transcriptase PCR   
จากผลการท า RT-PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้

กา้มกรามโดยใชอ้ารเ์อน็เอทีส่กดัจาก gill, hepatopancreas, hemocytes, stomach และ muscle 
พบว่า ยนี MrToll มกีารแสดงออกในอวยัวะต่างๆ ทีแ่ตกต่างกนั โดยยนี MrToll มกีารแสดงออก
น้อยใน hepatopancreas และ gill แต่มกีารแสดงออกสูงใน hemocytes, stomach และ muscle 
(ภาพประกอบ 22) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 22 ผลผลติ PCR จากการท า RT-PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll   

คอลมัน์ที ่1 ถงึ 5 แสดงผลผลติ RT-PCR จาก hepatopancreas, hemocytes, gill, stomach      
และ muscle ตามลบัดบั  

      (A) ผลผลติ RT-PCR ของยนี MrToll ขนาด 200 bp 
      (B) ผลผลติ RT-PCR ของยนี β-actin ขนาด 337 bp  
         M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 

400 bp 
300 bp 

 
 

200 bp 
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1.6 การทดลอง immune challenge ส าหรบัยีน MrToll 
จากการทดลองน ากุง้ก้ามกรามน ้าหนกัตวั 40 ถงึ 45 กรมัต่อตวั มาแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม

คอืกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ส าหรบักลุ่มทดลอง ท าการฉีดเชือ้ A. caviae  ความเขม้ขน้ 103 
CFU/น ้าหนกัตวั(กรมั)ของกุง้ โดยฉีดตวัละ 50 ไมโครลติร ขณะทีก่ลุ่มควบคุมฉีด 2XPBS ที่
ปราศจากเชือ้ตวัละ 50 ไมโครลติร พบว่า กุง้กลุ่มทดลองหลงัจากฉีดเชือ้ A. caviae พบการ
แสดงออกของยนี MrToll เพิม่สงูขึน้เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุมทีฉ่ีดดว้ย 2XPBS ซึง่พบการ
แสดงออกของยนี MrToll คอ่นขา้งคงทีใ่นทุกช่วงเวลา (ภาพประกอบ 23 A และ C) และพบว่าการ
แสดงออกของยนี MrToll ในกุง้กลุ่มทดลองเพิม่สงูขึน้อยา่งมนีัยส าคญัหลงัจากฉีดเชือ้ในช่วงเวลา 3 
ถงึ 12 ชัว่โมง เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (ภาพประกอบ 23 B และ C) แต่อยา่งไรกต็ามในช่วงเวลา 
24 ถงึ 48 ชัว่โมงหลงัจากฉีดเชือ้ระดบัการแสดงออกของยนี MrToll จะไมแ่ตกต่างกบักลุ่มควบคุม  

ผลการนับจ านวนแบคทเีรยีในน ้าเลอืดกุ้ง (CFU/มลิลลิติร) ที่เวลาต่างๆ กนัหลงัจากฉีด
เชื้อ A. caviae พบว่า กุ้งกลุ่มทดลองสามารถนับจ านวนแบคทเีรยีที่เวลา 3, 6, 12, 24, 36 และ 48
ชัว่โมง หลงัจากฉีดเชือ้ โดยจ านวนแบคทเีรยีเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั คอื 6x105, 4.8x105, 4.6x105, 
4.8x106, 1.9x106 และ 2.25x105 CFU/มลิลลิติร ตามล าดบั ขณะที่กุ้งกลุ่มควบคุมไม่พบแบคทเีรยี
บนอาหาร TSA ในทุกช่วงเวลา 

ผลการท า colony PCR เพื่อทดสอบว่าโคโลนีทีเ่กดิขึน้เป็นเชือ้ A. caviae พบว่า โคโลนีที่
เกดิขึน้บนอาหาร TSA เป็นเชือ้ A. caviae เนื่องจากใหผ้ลผลติ PCR ขนาด 237 bp ตามวธิขีอง 
Payattikul (Payattikul; et al. 2015: 164-171) (ภาพประกอบ 24)  
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ภาพประกอบ 23 ผลผลติ PCR ขนาด 200 bp ของยนี MrToll  และกราฟแสดงการแสดงออกของ 
      ยนี MrToll ใน hemocyte ของกุง้กา้มกรามในกลุ่มต่างๆ ทีเ่วลาแตกต่างกนั  
      (A) การแสดงออกของยนี MrToll ของกุง้กา้มกรามทีถู่กฉีดดว้ย A. caviae  
      (B) การแสดงออกของยนี MrToll ของกุง้กา้มกรามทีถู่กฉีดดว้ย PBS  
      (C) กราฟเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนี MrToll ทีเ่วลาต่างๆ ในกลุ่มทดลองและกลุ่ม 
           ควบคุม และการแสดงออกของของยนี β-actin โดยวเิคราะหข์อ้มลูเชงิปรมิาณและนอร ์
           มลัไลเซชัน่ (normalization) ขอ้มลูดว้ยโปรแกรม ImageJ software (http://www.rsbweb  
           .nih.gov/ij/) โดยแถบเหนือกราฟแสดงค่า mean ± SD จากตวัอยา่ง 6 ตวั  

        * แสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั ของยนี MrToll ในกลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย A. caviae เมือ่ 

           เทยีบกบักลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย PBS ทีเ่วลาเดยีวกนั (P < 0.05) 

http://www.rsbweb/
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ภาพประกอบ 24 ผลผลติ PCR ขนาด 237 bp แสดงการตดิเชือ้ A. caviae ในกุง้ทีเ่วลาต่างๆ  

 หลงัจากฉีดดว้ย  A. caviae   
 (+) คอื positive control ทีใ่ชด้เีอน็เอของเชือ้ A. caviae เป็นดเีอน็เอตน้แบบ  

   
1.7 การผลิตอารเ์อน็เอสายคู่ 

งานวจิยัน้ีไดผ้ลติอารเ์อน็เอสายคู่ด้วยวธิ ี In vitro transcription โดยบรเิวณ TIR domain 
ของยนี MrToll เป็นบรเิวณทีน่ ามาสรา้งสายอารเ์อน็เอเนื่องจาก TIR domain ท าหน้าทีส่่งสญัญาณ
ต่างๆ (downstream signal transduction) เขา้สู่ภายในเซลล ์หลงัจากที ่ LRR จบักบั PAMP โดย
หากบรเิวณนี้ถูก knock down จะส่งผลใหไ้มเ่กดิการส่งสญัญาณเป็นล าดบัขัน้ไปกระตุ้นการ
ตอบสนองต่อเชือ้โรค 
         1.7.1 การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดส าหรบั TIR domain ของยีน MrToll 

    ท าการสงัเคราะหด์เีอน็เอดว้ยวธิ ี RT-PCR ซึง่ผลผลติ PCR ทีเ่กดิขึน้มขีนาด 381 bp 
(ภาพประกอบ 25 A) จากนัน้ท าการโคลนผลผลติ PCR เขา้สู่พลาสมดิ pGEM-T Easy Vector 
(Promega) โดยโคลนเขา้สู่พลาสมดิสองทศิทางคอื สาย sense และ antisense เพื่อใชเ้ป็นดเีอน็เอ
ตน้แบบทีน่ ามาท าปฏกิริยิา In vitro transcription จากนัน้น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิไปตรวจสอบ
การมอียูข่อง insert โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ PstI ซึง่อยูบ่รเิวณ multiple cloning site 
ของพลาสมดิหนึ่งต าแหน่งและอยูบ่รเิวณ TIR domain อกีหนึ่งต าแหน่ง โดยรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ
สาย sense เมือ่ถูกตดัดว้ย PstI จะไดด้เีอน็เอ 2 ขนาดคอื ขนาดประมาณ 3,018 bpและขนาด 119 
bp ขณะทีร่คีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย antisense มขีนาดประมาณ 3,018 bp และขนาด 312 bp 
(ภาพประกอบ 25) 
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ภาพประกอบ 25 การสงัเคราะหผ์ลผลติ PCR และการวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense  
      และ สาย antisense เพื่อน าไปผลติอารเ์อน็เอสายคู่ 

(A) คอลมัน์ที ่1 และ 2 ผลผลติ PCR ของ MrToll ขนาด 381 bp  
(B) คอลมัน์ที ่3 และ 4 การวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pGEM-T Easy Vector สาย  
      antisense โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ PstI โดยพลาสมดิ pGEM-T Easy  
      Vector มขีนาดประมาณ 3 kb ส่วน MrToll ขนาด 312 bp คอลมัน์ที ่5 การวเิคราะหร์คีอม 
      บแินนทพ์ลาสมดิ pGEM-T Easy Vector สาย sense โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  
      PstI โดยพลาสมดิ pGEM-T Easy Vector มขีนาดประมาณ 3 kb ส่วน MrToll ขนาด 119  
      bp  

        M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 
 
 
 
 
 

   (A)                                                      (B) 
 

     3 Kb 

 

 M      1     2   M      3       4       5 

 3 Kb 

 

   0.5 Kb 

 
 0.5 Kb 

 

 381 bp 
 

312 bp 
 
119 bp 

 

 

 

    1 Kb 

     1 Kb 
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         1.7.2 การเตรียมดีเอน็เอเส้นตรง (linearized DNA) สาย sense หรือ antisense  
     จากการสกดัพลาสมดิดว้ยชุด Geneaid Plasmid Midi kit ตามคู่มอืของ Geneaid 

พบว่าสามารถสกดัพลาสมดิในปรมิาณสงูโดยรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense มปีรมิาณพลาสมดิ 
60 ไมโครกรมั ขณะทีร่คีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย antisense มปีรมิาณพลาสมดิ 67 ไมโครกรมั 
จากนัน้น าคอมบแินนทพ์ลาสมดิทัง้สาย sense และ antisense มาตดัดว้ยเอนไซม ์SacI restriction 
enzyme เพื่อเปิดวงพลาสมดิใหเ้ป็นดเีอน็เอเสน้ตรง (linearized DNA Template) ส าหรบัใชเ้ป็น
ตน้แบบในปฏกิริยิา In vitro transcription (ภาพประกอบ 26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพประกอบ 26 รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense และ antisense ส าหรบัใชเ้ป็นตน้แบบใน 
ปฏกิริยิา  In vitro transcription                                                                                    
คอลมัน์ 1 รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย sense ตดัดว้ยเอนไซม ์SacI restriction enzyme               
คอลมัน์ 2 รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิสาย antisense ตดัดว้ยเอนไซม ์SacI restriction enzyme          
M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 

 

   M            1             2   

  3 Kb 

    0.5 Kb 

 

         1 Kb 
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         1.7.3 การตรวจสอบความเป็นอารเ์อน็เอสายคู่ 
                  จากการสรา้งอารเ์อน็เอสายคู่ (dsRNA) จากดเีอน็เอสาย sense และ antisense และท า
ใหบ้รสิุทธิแ์ลว้ ท าการทดสอบอารเ์อน็เอทีส่รา้งขึน้ในการจบักนัเป็นสายคู่ โดยน า dsRNA ที่
สงัเคราะหข์ึน้ส่วนหนึ่งมาทดสอบการยอ่ยดเีอน็เอดว้ยเอนไซม ์DNase I (Fermentas) การยอ่ยอาร์
เอน็เอสายเดีย่ว (ssRNA) ดว้ย เอนไซม ์ RNaseA (Fermentas) และการยอ่ยอารเ์อน็เอสายคู่ 
(dsRNA) ดว้ยเอนไซม ์ ShortCut RNase III  (New England Biolabs) พบว่าเอนไซม ์ DNase I 
และ เอนไซม ์ RNaseA ไมส่ามารถยอ่ย dsRNA ทีส่งัเคราะหข์ึน้จงึปรากฏแบน แต่เอนไซม ์
ShortCut RNase III  สามารถยอ่ย dsRNA ทีส่งัเคราะหไ์ดจ้งึไมป่รากฏแบนใหเ้หน็ (ภาพประกอบ 
27) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 27 การตรวจสอบความเป็นอารเ์อน็เอสายคู่ 
      คอลมัน์ 1 dsRNA-Toll ทีส่งัเคราะหข์ึน้ 

คอลมัน์ 2 การยอ่ย dsRNA-Toll ทีส่งัเคราะหข์ึน้ดว้ย DNase I  
คอลมัน์ 3 การยอ่ย dsRNA-Toll ทีส่งัเคราะหข์ึน้ดว้ย RNaseA  
คอลมัน์ 4 การยอ่ย dsRNA-Toll ทีส่งัเคราะหข์ึน้ดว้ย ShortCut RNase III 
M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 

 

   M        1          2         3        4   

  0.5 Kb   

        3 Kb 

 

     1 Kb 

 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=664&sa=X&ei=ho_6T8C-Dc3OrQee0MHLBg&ved=0CFIQvwUoAQ&q=RNase+A+/+Fermentas&spell=1
http://www.biocompare.com/22785-siRNA-Enzymes/68202-ShortCut-RNase-III/
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1.8 การศึกษาผลการยบัยัง้การแสดงออกของยีน MrToll ในกุ้งก้ามกรามโดยวิธี dsRNA-
mediated RNA interference 
1.8.1 การศึกษาจ านวนวนัท่ีเหมาะสมในการ knock-down ยีน MrToll 
       จากการทดลองฉีดกุง้กา้มกรามดว้ย dsRNA-Toll ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อ

น ้าหนกัตวั กุง้ (กรมั) ในกุง้กลุ่มทดลอง ฉีด dsRNA-IMNV ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อน ้าหนกัตวั
กุง้ (กรมั) ในกุง้กลุ่มควบคุม และฉีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ในกุง้กลุ่มควบคุม จากนัน้เกบ็ตวัอยา่ง 
muscle กุง้กลุ่มละ 3 ตวัทุกวนัตัง้แต่วนัเริม่ตน้ (วนัที ่0) ถงึวนัที ่7 น ามาสกดัอารเ์อน็เอ และท า RT-
PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี MrToll โดยยนี β-actin เป็น internal control ผลการทดลอง
พบว่า dsRNA-Toll สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนี MrToll โดยสามารถยบัยัง้การแสดงออก
อยา่งสมบรูณ์ในวนัที ่2 หลงัจากฉีดดว้ย dsRNA-Toll (ภาพประกอบ 28) 

ส าหรบักุง้กลุ่มควบคุมทีฉ่ีด dsRNA-IMNV หรอื 2XPBS ไมม่ผีลต่อการแสดงออก
ของยนี MrToll นอกจากนี้การฉีดกุง้ดว้ย dsRNA-Toll และ dsRNA-IMNV ไมม่ผีลต่อการแสดงออก
ของยนี β-actin เช่นกนั (ภาพประกอบ 28) 
 

 
ภาพประกอบ  28 การแสดงออกของยนี MrToll ใน muscle ของกุง้กา้มกรามทีเ่วลาต่างๆ หลงัจาก  
       ถูก knock-down ดว้ยวธิ ีdsRNA-mediated RNA interference  
       โดยตวัเลขเหนือภาพแสดงจ านวนวนัหลงัจากฉีดกุง้ดว้ย dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ       
       2XPBS (dpi) ผลการทดลองพบว่า dsRNA-Toll สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนี MrToll  
       อยา่งสมบรูณ์ในวนัที ่2 หลงัจากฉีดดว้ย dsRNA-Toll  M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA  
       ladder) 
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1.8.2 การศึกษาผลของเช้ือแบคทีเรีย A. caviae ในกุ้งท่ีถกู knock-down ยีน MrToll   
      การทดสอบความสามารถของยนี MrToll ในการตอบสนองต่อแบคทเีรยี ท าโดยการ
ยบัยัง้การแสดงออกของยนี MrToll โดยหลงัจากฉีด dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 2XPBS 2 วนั 
ซึง่เป็นวนัทีย่นี MrToll ถูกยบัยัง้การแสดงออกอยา่งสมบรูณ์ ท าการฉีดเชือ้ A. caviae ความเขม้ขน้ 
106 CFU ต่อน ้าหนกัตวักุง้ (กรมั) และฉีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ ในกุง้แต่ละกลุ่ม จากนัน้นบัอตัรา
การตายของกุง้ทีเ่วลาต่างๆ รวมทัง้เกบ็ตวัอยา่งเลอืดและ muscle กุง้กลุ่มละ 3 ตวั พบว่า กุง้กลุ่มที่
ถูกฉีดเชือ้ A. caviae หลงัจากฉีดดว้ย dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 2XPBS 2 วนั พบอตัราการ
ตายในกลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll เพิม่ขึน้ภายในชัว่โมงที ่ 24 หลงัจากกุง้ถูกฉีดดว้ย
แบคทเีรยีจากนัน้เพิม่สงูขึน้อยา่งรวดเรว็ตัง้แต่ชัว่โมงที ่ 30 ถงึชัว่โมงที ่ 48 โดยตัง้แต่ชัว่โมงที ่ 24 
พบว่าอตัราการตายในกุง้กลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll เพิม่สงูขึน้อย่างมนีัยส าคญัเมือ่
เทยีบกบักุง้กลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย dsRNA-IMNV (Tukey’s-b, P < 0.05) โดยกุง้กลุ่มทีฉ่ีด dsRNA-Toll, 
dsRNA-IMNV และ 2XPBS หลงัจากถูกฉีดดว้ย A. caviae พบว่ากุง้มอีตัราการตายรอ้ยละ 59.52, 
15.38 และ 8.8 ตามล าดบั (ภาพประกอบ 29 A) 
 ส าหรบักุง้กลุ่มทีถู่กฉีด 2XPBS หลงัจากฉีดกุง้ดว้ย dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 
2XPBS 2 วนั มอีตัราการตายต ่ากว่าทุกกลุ่ม โดยกลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll และ
กลุ่มควบคุมทีฉ่ีดดว้ย 2XPBS กุง้มชีวีติรอดปกตไิมพ่บการตาย ส่วนกุง้กลุ่มทีฉ่ีด dsRNA-IMNV 
พบอตัราการตายเพยีงรอ้ยละ  2.56 ซึง่อตัราการตายของกุง้ทัง้ 3 กลุ่มไมแ่ตกต่างกนั (Tukey’s-b, 
P > 0.05) อยา่งไรกต็ามในกุง้กลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll แต่ไมไ่ดถู้กฉีดดว้ย
แบคทเีรยี แมว้่าการแสดงออกของยนี MrToll จะลดลง แต่กไ็มม่ผีลต่อความอยู่รอดของกุง้ 
(ภาพประกอบ 29 B) 

เมือ่ท าการเกบ็เลอืดกุง้กลุ่มต่างๆ หลงัจากฉีดดว้ย A. caviae ทีเ่วลา 9, 24, 48, 72 
และ 120 ชัว่โมง มานบัจ านวนแบคทเีรยีทีเ่กดิขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ดว้ยวธิ ี plate count 
พบว่า กุง้กลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll มจี านวนแบคทเีรยีในเลอืดเพิม่สงูขึน้อยา่งมี
นยัส าคญัในชัว่โมงที ่ 9, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง เมือ่เทยีบกบักลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย dsRNA-IMNV และ 
2XPBS (ภาพประกอบ 30) และเมือ่สุ่มแบคทเีรยีบนอาหาร TSA มาท า Colony PCR พบว่า โคโลนี
ทีเ่กดิขึน้เป็นเชือ้ A. caviae เนื่องจากใหผ้ลผลติ PCR ขนาด 237 bp ตามวธิขีอง Payattikul 
(Payattikul; et al. 2015: 164-171) 

ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าจากการ knock-down ยนี MrToll ส่งผลใหอ้ตัราการ
ตายของกุง้กลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย A. caviae เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั ดงันัน้โปรตนี MrToll จงึมี
ความส าคญัต่อระบบภูมคิุม้กนัของกุง้  
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ภาพประกอบ 29 กราฟแสดงอตัราการตายของกุง้กา้มกรามหลงัจากถูกฉีดดว้ย dsRNA-Toll,  
       dsRNA-IMNV และ 2XPBS จากนัน้แบ่งเป็น 2 กลุ่มคอืกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม 

(A) กราฟแสดงอตัราการตายของกุง้กลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย  A. caviae (กลุ่มทดลอง) 
(B)  กราฟแสดงอตัราการตายของกุง้กลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย  2XPBS (กลุ่มควบคุม) 
วเิคราะหข์อ้มลูอตัราการตายทีม่คีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัระหว่างกลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย 
dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 2XPBS โดยวธิ ีTukey’s-b ทีค่่า p <  0.05 จากกราฟแสดง
ใหเ้หน็ว่ากุง้กลุ่มทดลอง (n = 15) ทีเ่วลา 0, 3, 6, 9, 24, 30, 33, 48, 54, 72, 96 และ 120 
ชัว่โมงหลงัจากฉีดเชือ้ A. caviae พบอตัราการตายสงูขึน้อยา่งมนีัยส าคญั   

* คอื อตัราการตายของกุง้ทีม่คีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั ซึง่พบในกลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย  

A. caviae ตัง้แต่ชัว่โมงที ่24 เป็นตน้ไป (P < 0.05) 
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ภาพประกอบ 30 กราฟแสดงจ านวนแบคทเีรยีในน ้าเลอืดกุง้กา้มกรามหลงัจากกุ้งถูกฉีดดว้ย  

dsRNA-Toll, dsRNA-IMNV และ 2XPBS จากนัน้ฉีดเชือ้ A. caviae และท าการเกบ็ตวัอยา่งน ้า 
เลอืดกุง้ทีเ่วลาต่างๆ มานับจ านวนแบคทเีรยี โดยท าการทดลอง 3 ซ ้า พบว่ากุง้กลุ่มทีถู่ก  
Knock-down ดว้ย dsRNA-Toll หลงัจากถูกฉีดดว้ย A. caviae จะมจี านวนแบคทเีรยี  
Aeromonas spp (CFU/มลิลลิติร) สงูขึน้อย่างมนียัส าคญั โดยเสน้เหนือกราฟแสดงค่า mean ±  
SD   

* คอืจ านวนแบคทเีรยีในน ้าเลอืดของกุง้กลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll มคีวาม 

   แตกต่างอยา่งมนียัส าคญั เมือ่เทยีบกบักลุ่มทีถู่กฉีดดว้ย dsRNA-IMNV และ 2XPBS (P <  
   0.05) 
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2. การแยกยีนและศึกษาคณุสมบติัของ MrHC 
    2.1 การโคลนและการหาล าดบั cDNA บางส่วนของยีน MrHC  
         2.1.1 การออกแบบ degenerate primer 

     ส าหรบัการออกแบบ degenerate primer ของยนี MrHC โดยการเปรยีบเทยีบ
บรเิวณ conserved regions ของ hemocyanin จากกุง้ชนิดต่างๆ ดงันี้ F. paulensis (AAV48599.1) 
P. monodon (AAL27460.1) M. japonicus (ABR14693.1, AAS92971.1, ABR14694.1) F. 
chinensis (ACM61982.1) P. pugio (AAX38504.1) และ M. ensis (ABV58636.1) แสดงใน
ภาพประกอบ 31 
degenerate primer ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrHC มลี าดบัเบสดงันี้ 
  HC-Fout : 5'-ACNTGGCAYATGGARTTYCC-3' 
  HC-Rout : 5'-TANCCRTGGGCAATAGCATC-3'  
            (N= A, C, G, T; Y= C, T; R = A, G) 
 

 

                                                                                  

 

Palaemonetes         ------------------------------------------------DFPFWWRDSYSH 

Metapenaeus          -------------------------------YFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDSYSH 

MarsupenaeusY        EEAYRAKQTQTPGKFKSTFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGLNTHHVTWHMEFPFWWDDKYGH 

MarsupenaeusL        EAAYRAKQTQKPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDKYSH 

Marsupenaeus         EAAYRAKQTQKPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDKYSH 

Fenneropenaeus       EAAYRAKQTQTPGKFQSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWHMEFPFWWQDEYSH 

  

 

Palaemonetes         KLDRKGENFFWVHNQLAVRFDAERISNYLEPVEELHWEKPIHDGFAPHASYKYGGAFPSR 

Metapenaeus          HLDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNHLDPVGELYWDKPIHDGFAPHTTYKYGGQFPAR 

MarsupenaeusY        HLDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVGELQWHKEIVEGFAPHTTYKYGGQFPTR 

MarsupenaeusL        HLDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPIVQGFAPHTTYKYGGQFPSR 

Marsupenaeus         HLDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPILQGFAPHTTYKYGGQFPSR 

Fenneropenaeus       HLDRKGESFFWVHHHLAVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPIVQGFAPHTTYKYGGQFPSR 

                                         *.   :       :  :.:   .*  *.   :         

 

 

 

 

Palaemonetes         PDDIEFEDVDGVARVRDMVIYESRIRDAIAHGYIIKEDGTHIDIMNERGVDVLGDVIESS 

Metapenaeus          PDNVHFEDVDGVARIRDMIIVESRIRDAIAHGYIVDHEGKHIDIMNERGINVLGDIIESS 

MarsupenaeusY        PDNVNFEDVDGVARIRDMTIIESRIRDAIAHGYIVDSHGKHIDINNERGIDILGDIIESS 

MarsupenaeusL        PDNARFEDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIVDREGKHIDIMNERGIDVLGDIIESS 

Marsupenaeus         PDNVRFEDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIVDREGKHIDIMNERGIDVVGDIIES- 

Fenneropenaeus       PDNVNFEDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIIDKQGNRIDIMNERGIDILGDIIESS 

                     **:  ***: .. :::   : ...  .                                  

 

 

                                                 HC-Rout 

ภาพประกอบ 31 การเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของ hemocyanin ในกุง้  
      M. japonicus (AAS92971.1) M. japonicus subunit L (ABR14693.1) M. japonicus subunit  
      Y (ABR14694.1) F. chinensis (ACM61982.1) P. pugio (AAX38504.1) และ M. ensis  
      (ABV58636.1) ดว้ยโปรแกรม ClustalW โดยเครือ่งหมายลกูศรแสดงต าแหน่งและทศิทางของ 
      ล าดบักรดอะมโินทีน่ าไปใชอ้อกแบบ degenerate primers ทีใ่ชใ้นการทดลอง โดยชื่อของ  
      primer ก ากบัอยูบ่นลกูศร  

HC-Fout 
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2.1.2 การโคลนและการหาล าดบั cDNA บางส่วนของยีน MrHC 
     จากการน าอารเ์อ็นเอที่สกดัจาก hepatopancreas ของกุ้งก้ามกรามมาสงัเคราะห ์
cDNA เพื่อใชเ้ป็นต้นแบบส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอของยนี MrHC พบว่าผลผลติ PCR ของ MrHC มี
ความยาว 330 bp (ภาพประกอบ 32) จงึโคลนผลผลิต PCR นี้  เข้าสู่พลาสมิด pCR 2.1 vector 
จากนัน้น ารคีอมบิแนนท์พลาสมดิไปตรวจสอบการมอียู่ของ insert โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ EcoRI-HFTM โดยชิน้หนึ่งมปีระมาณ 3.9 kb ของพลาสมดิ pCR 2.1 vector และอกีชิน้หนึ่ง
ความยาวประมาณ 330 bp ของ MrHC  (ภาพประกอบ 32) จากนัน้น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิไปหา
ล าดบัดเีอน็เอ ตรวจสอบความถูกต้องของ ORF และการแปลรหสัเป็นโปรตนี พบว่า ล าดบัดเีอ็นเอ
ของ insert MrHC ความคลา้ยสงูกบับรเิวณโดเมนที ่2 ในสายโพลเีปปไทดข์อง hemocyanin ของกุ้ง
ชนิดต่างๆ น าขอ้มลูล าดบัดเีอน็เอทีไ่ดไ้ปออกแบบ gene specific primer ส าหรบัหาล าดบัดเีอน็เอที่
ครบสมบรูณ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 32  ผลผลติ PCR ของ MrHC 
      คอลมัน์ที ่1 และ 2  ผลผลติ PCR ของ MrHC ขนาด 330 bp  
      M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 

330 bp 

   M      3      4   

1 Kb 

0.5 Kb 

    3 Kb 
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ภาพประกอบ 33 การวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pCR 2.1-MrHC  
       โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI-HFTM โดยคอลมัน์ที ่1 และ 2 พลาสมดิ pCR 2.1 ม ี
       ขนาดประมาณ 3.9 kb ส่วน MrHC ม ีขนาด 330 bp ส่วน M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log      
       DNA ladder)  
 

2.2 การหาข้อมลูล าดบั cDNA ทางปลาย 5' และปลาย 3'  โดยวิธี RACE ของยีน MrHC  
จากการน าอารเ์อน็เอจาก  hepatopancreas ของกุง้กา้มกรามมาเป็นตน้แบบในการ 

สังเคราะห์ cDNA เส้นแรกทางปลาย 5' (5' cDNA ends RACE) และปลาย 3' (3' cDNA ends 
RACE) พบว่าผลการสังเคราะห์ 5'-RACE ของ MrHC มีความยาว 736 bp (ภาพประกอบ 34) 
ขณะที่ 3'-RACE มคีวามยาว 1,539 bp (ภาพประกอบ 35) จากนัน้โคลนผลผลติ 5'-RACE และ 3'-
RACE ของ MrHC เขา้สู่พลาสมดิ pCR 2.1 vector น ารคีอมบแินนท์พลาสมดิไปตรวจสอบการมอียู่
ของ insert โดยการตดัด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI-HFTM โดยชิ้นหนึ่งมคีวามยาวประมาณ 3.9 
kb ของพลาสมดิ pCR 2.1 vector และอกีชิน้หนึ่งความยาวเท่ากบัผลผลติ PCR ทีถู่กโคลน จากนัน้
น ารคีอมบแินนทพ์ลาสมดิไปหาล าดบัดเีอน็เอและหาบรเิวณที่ overlap กนัเพื่อรวมขอ้มลูเป็นล าดบั 

330 bp 
 

3.9 Kb 

      3 Kb 

 

  0.5 Kb 
 

 M     1     2   

    1 Kb 
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ดีเอ็นเอของ MrHC ที่สมบูรณ์ จากนัน้ตรวจสอบความถูกต้องของ ORF และการแปลรหัสเป็น
โปรตนี พบว่าล าดบัดเีอน็เอของ MrHC มคีวามยาว 2,244 bp โดยมคีวามคลา้ยสงูกบั hemocyanin 
ของกุง้ชนิดต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 34 ผลการสงัเคราะห ์5'-RACE ของ MrHC   
       คอลมัน์ที ่1 และ 2 คอื ผลการสงัเคราะห ์5'-RACE ของ MrHC มคีวามยาว 736 bp  
       M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    0.5 Kb 

 

    1 Kb 

 

       M    1     2     

    3 Kb 

 

736 bp 
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ภาพประกอบ 35 ผลการสงัเคราะห ์3'-RACE ของ MrHC   
      คอลมัน์ที ่1 และ 2 คอื ผลการสงัเคราะห ์3'-RACE ของ MrHC มคีวามยาว 1,539 bp  
      M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 

2.3 การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของโปรตีน MrHC 
เมือ่น าขอ้มลูล าดบัดเีอน็เอและกรดอะมโินของ MrHC ทีส่มบูรณ์จากการแปลรหสัยนีทัง้

สองแลว้มาวเิคราะหบ์รเิวณ signal peptide, วเิคราะหบ์รเิวณ extracellular domain, 
transmembrane domain, cytoplasmic domains, วเิคราะหต์ าแหน่ง Potential N-linked 
glycosylation sites, regulatory  motifs ของ putative promoter region และองคป์ระกอบต่างๆ 
ใหผ้ลดงันี้  

cDNA ของ MrHC มคีวามยาว 2,244 นิวคลโีอไทด ์ โดย 5’ untranslated region (5'-
UTR) และ 3’ untranslated region (3'-UTR) มคีวามยาว 66 นิวคลโีอไทด ์และ 186 นิวคลโีอไทด ์
ตามล าดบั และพบ putative polyadenylation signal sequence มลี าดบั AATAAA ทีบ่รเิวณ 3'-
UTR เหนือจาก poly-A tail 13 นิวคลโีอไทด ์นอกจากนี้พบว่า ATG start codon ทีต่ าแหน่ง +1 มี
ล าดบัเบสดงันี้ ACAATGC ซึง่ตรงกบับรเิวณ Kozac consensus sequence (A/GCCAUGG) ของ 
initiation codon ใน eukaryotic translation sites อยู ่ 5 ใน 7 ต าแหน่ง โดย MrHC ม ีORF ยาว 

  1539 bp 

 

  M       1         2   

     3 Kb 

 

    1 Kb 

 

   0.5 Kb 
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1,992 นิวคลโีอไทด ์ แปลรหสัเป็นสายโพลเีปปไทดท์ีม่กีรดอะมโิน 663 หน่วย พบต าแหน่ง 
Potential N-linked glycosylation sites ทีก่รดอะมโินต าแหน่งที ่509 (NGSW) (ภาพประกอบ 36) 

 จากการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของโปรตนี แสดงให้เหน็ว่าโปรตนี MrHC แบ่งออกเป็น 3 
โดเมน คอื  hemocyanin-all-alpha domain ประกอบด้วยกรดอะมโิน 124 หน่วย (ต าแหน่งที่ 21-
144), hemocyanin-copper containing domain ประกอบด้วยกรดอะมโิน 258 หน่วย (ต าแหน่งที่
148-405) และ hemocyanin- immunoglobulin-like domain ประกอบด้วยกรดอะมิโน 248 หน่วย 
(ต าแหน่งที ่411-658) โดยโปรตนี MrHC มมีวลโมเลกุล 76.5 kDa (ภาพประกอบ 36) 

จากการวเิคราะห ์ ORF ของ MrHC พบว่ารอ้ยละ 99 มคีวามเหมอืน (identity) กบั 
hemocyanin 2 ของ Pacifastacus leniusculus (accession no. AAO47336.1) hemocyanin ของ 
F. chinensis (accession no. ACM61982.1) hemocyanin ของ L. vannamei (accession no. 
CAA57880.1) และ hemocyanin subunit Y ของ M. japonicas (accession no. ABR14964.1) 
รอ้ยละ 97 มคีวามเหมอืนกบั hemocyanin subunit L ของ M. japonicas (accession no. 
ABR14693.1) รอ้ยละ 96 มคีวามเหมอืนกบั hemocyanin alpha-subunit ของ Homarus 
americanus (accession no. CAB75960.1) 
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ภาพประกอบ 36 ภาพแสดงล าดบั cDNA และล าดบักรดอะมโินของ MrHC  
      โดยตวัเลขดา้นซา้ยแสดงต าแหน่งของนิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโิน, รหสัอกัษร (one-letter     
      codes) ใตล้ าดบั cDNA แทนกรดอะมโิน, อกัษรตวัหนา คอื initiation codon (ATG) และ stop    
      codon (TAA)  บรเิวณทีข่ดีเสน้ใต ้คอื poly-A site กรอบสีเ่หลีย่มแสดงต าแหน่ง Potential N- 
      linked glycosylation sites นิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโินสฟ้ีา คอื hemocyanin-all-alpha 
      domain (กรดอะมโินต าแหน่งที ่21-144), นิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโินสแีดง คอื hemocyanin- 
      copper containing domain (กรดอะมโินต าแหน่งที ่148-405) และนิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโิน 
      สเีขยีว คอื hemocyanin- immunoglobulin-like domain (กรดอะมโินต าแหน่งที ่411-658) 
 

2.4 การศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของ MrHC 
จากการศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของ MrHC เปรยีบเทยีบกบักุง้ชนิดต่างๆ โดย

ใชล้ าดบักรดอะมโินของโปรตนี hemocyanin จากกุง้ชนิดต่างๆ น าไปสรา้ง phylogenetic tree ดว้ย
วธิ ีneighbor joining และ Bootstrap 1,000 ครัง้ สามารถแบ่งกลุ่มของโปรตนี hemocyanin ทีน่ ามา
ศกึษาได ้2 กลุ่มคอื กลุ่มที ่1 ประกอบดว้ย hemocyanin ของกุง้ F. chinensis (FcHC; accession 
no. ACM61982.1) กุง้ L. vannamei (LvHC; accession no. CAA57880.1) hemocyanin subunit 
Y ของ กุง้ M. japonicas (MjHCY; accession no. ABR14964.1) hemocyanin subunit L ของกุง้ 
M. japonicas (MjHCL; accession no. ABR14693.1) และ hemocyanin ของกุง้ P. monodon 
(PmHC; accession no. AEB77775.1) กลุ่มที ่ 2 ประกอบดว้ย hemocyanin 2 ของกุง้ 
Pacifastacus leniusculus (PlHC2; accession no. AAO47336.1) hemocyanin alpha-subunit α 
ของกุง้ Homarus americanus (HaHC; accession no. CAB75960.1) hemocyanin ของ กุง้ 
Macrobrachium nipponense (MnHc; accession no. AEC46861.1) โดยที ่ MrHC จดัอยูใ่นกลุ่ม
เดยีวกนั (ภาพประกอบ 37) 
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ภาพประกอบ 37 ภาพแสดงความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของ MrHC  
       จากการน าโปรตนี hemocyanin ในกุง้ชนิดต่างๆ มาสรา้ง Phylogenetic tree ดว้ยวธิ ี    
       neighbor joining โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5.0 software และ Bootstrap 1,000 ครัง้ โปรตนี   
       hemocyanin ของกุง้ทีน่ ามาศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการดงันี้ กุง้ Pacifastacus    
        leniusculus (PlHC2; accession no. AAO47336.1) กุง้ F. chinensis (FcHC; accession no.  
      ACM61982.1) กุง้ L. vannamei (LvHC; accession no. CAA57880.1) กุง้ M. japonicas   
      (MjHCY; accession no. ABR14964.1) กุง้ M. japonicas (MjHCL; accession no.  
      ABR14693.1) กุง้ Homarus americanus (HaHC; accession no. CAB75960.1) กุง้ P.   
       monodon (PmHC; accession no. AEB77775.1) กุง้ Macrobrachium nipponense (MnHc;  
      accession no. AEC46861.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MjHCL

 PmHC

 FcHC

 LvHC

 MjHCY

 PlHC2

 HaHC

 MnHC

 MrHC1
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2.5 การศึกษาการแสดงออกของยีน MrHC ในอวยัวะต่างๆ ของกุ้งก้ามกรามโดยวิธี semi-  
  quantitative reverse transcriptase PCR   

จากผลการท า RT-PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้
กา้มกรามโดยใชอ้ารเ์อน็เอทีส่กดัจาก gill, hepatopancreas, hemocytes, stomach และ muscle 
พบว่า ยนี MrHC มกีารแสดงออกในอวยัวะต่างๆ ในระดบัทีใ่กลเ้คยีงกนั โดยยนี MrHC มกีาร
แสดงออกใน hepatopancreas สงูกว่าอวยัวะอื่นเลก็น้อย (ภาพประกอบ 38) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพประกอบ 38 ผลผลติ PCR จากการท า RT-PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี MrHC  
       คอลมัน์ที ่1 ถงึ 5 แสดงผลผลติ RT-PCR จาก hepatopancreas, hemocytes, gill, stomach  
       และ muscle ตามลบัดบั  
       (A) ผลผลติ RT-PCR ของยนี MrHC ขนาด 330 bp 
       (B) ผลผลติ RT-PCR ของยนี β-actin ขนาด 337 bp  
        M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 
 
 
 
 
 

     M          1          2          3          4          5 
 

      M          1         2         3         4          5 
 

400 bp 
300 bp 

 
 

400 bp 
300 bp 

 
 

A 
 
 

  B 
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2.6 การศึกษาการแสดงออกของยีน MrHC ใน muscle ของกุ้งก้ามกรามหลงัจากฉีดเช้ือ  
   MrNV โดยวิธี quantitative real-time PCR (qPCR) 

         2.6.1 การสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเพ่ือใช้สร้างกราฟมาตรฐาน 
     น าอารเ์อน็เอจาก hepatopancreas ของกุง้กา้มกรามเป็นอารเ์อน็เอตน้แบบในการสรา้ง

ดเีอน็เอดว้ยวธิ ีRT-PCR ซึง่ผลผลติ PCR ทีเ่กดิขึน้จากยนี MrHC และยนี β-actin มขีนาด 95 bp 
และ 337 bp ตามล าดบั (ภาพประกอบ 39) จากนัน้ท าการโคลนผลผลติ PCR เขา้สู่พลาสมดิ 
pGEM-T Easy Vector (Promega) เพื่อใชค้ านวณหาจ านวน copy number และน ามาสรา้งกราฟ
มาตรฐานในการท า qPCR ต่อไป 
         2.6.2 การท า quantitative real-time PCR analysis 

     ท าการเกบ็ตวัอยา่ง muscle ของกุง้กา้มกรามกลุ่มทดลองทีถู่กฉีดเชือ้ไวรสั MrNV และ
กลุ่มควบคุมทีถู่กฉีด 2XPBS ทีป่ราศจากเชือ้ กลุ่มละ 3 ตวั หลงัจากฉีดตัง้แต่วนัที ่ 1 ถงึวนัที ่ 7 
น ามาสกดัอารเ์อน็เอ จากนัน้สงัเคราะห ์cDNA ส่วนของยนี MrHC และ β-actin น ารคีอมบแินนทพ์
ลาสมดิ pGEM-T-MrHC-C และ pGEM-T- β-actin ทีม่จี านวน copy number 104, 103, 102, 10 
และ 1 ตามล าดบั cDNA ของ MrHC และ β-actin ทีส่งัเคราะหไ์ดเ้ป็นตน้แบบในการท า qPCR โดย
ใชเ้อนไซม ์ ผลการวเิคราะหข์อ้มลูเชงิปรมิาณจากการท า qPCR ดว้ยวธิ ี2-ΔΔCt method (Kenneth; 
& Thomas. 2001: 402–408) โดยใชย้นี β-actin ในการนอรม์ลัไลเซชัน่ (normalization) โดยท าการ
ทดลอง 3 ซ ้า และน าค่าเฉลีย่และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation) มา
วเิคราะหค์วามแปรปรวน (One-way anova) ของการแสดงออกของยนี MrHC ในกลุ่มกุง้ตดิเชือ้และ
กุง้ปกต ิพบว่ากุง้กา้มกรามในวนัที ่2 หลงัจากถูกฉีดเชือ้ MrNV มกีารแสดงออกของยนี MrHC เพิม่
สงูขึน้อยา่งมนียัส าคญั (p < 0.05) โดยพบการแสดงออกสงูถงึ 237 เท่า เมื่อเทยีบกบักุง้ปกต ิ
(ภาพประกอบ 40) 

นอกจากนี้ยงัไดท้ าการตรวจการตดิเชือ้ MrNV ในกุง้กา้มกรามเพื่อแสดงใหเ้หน็ว่ากุง้
กลุ่มทดลองตดิเชือ้ไวรสั โดยน าตวัอย่างอารเ์อน็เอ muscle ของกุง้กลุ่มทดลองกลุม่ละ 3 ตวั ตัง้แต่
วนัที ่ 1 ถงึวนัที ่ 7 หลงัจากฉีดเชือ้มาตรวจสอบการตดิเชือ้โดยการท า RT-PCR ตามวธิกีารของ 
Wangman (Wangman; et al. 2012:121-131) พบว่ากุง้กา้มกรามมกีารตดิเชือ้ MrNV โดยผลติ 
PCR ของ MrNV ทีไ่ดม้คีวามยาว 1,041 bp (ภาพประกอบ 41) 
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ภาพประกอบ 39 ผลผลติ PCR ของ MrHC และ β-actin 
      (A) คอลมัน์ที ่1 และ 2 ผลผลติ PCR ของ MrHC ขนาด 95 bp 
      (B) คอลมัน์ที ่3 และ 4 ผลผลติ PCR ของ β-actin ขนาด 337 bp 
       M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder)  
 

 
 
 
 

(A)                                                (B)   

  M      1       2     M      3       4   

     3 Kb 

 
     1 Kb 

 
 
 

0.5 Kb   

 95 bp   

 337 bp   

0.5 Kb   

     3 Kb 

      
    1 Kb 
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ภาพประกอบ 40 quantitative real-time PCR แสดงระดบัการแสดงออกของยนี MrHC ของกุง้ทีถู่ก 
      ฉีดเชือ้ MrNV และกุง้ปกต ิทีเ่วลาต่างๆ กนั  
      โดยท าการทดลอง 3 ซ ้า และใชย้นี β-actin ในการนอรม์ลัไลเซชัน่ (normalization) พบว่ากุง้ 
      กา้มกรามในวนัที ่2 หลงัจากถูกฉีดเชือ้ MrNV มกีารแสดงออกของยนี MrHC เพิม่สงูขึน้อยา่งม ี
      นยัส าคญั (p < 0.05)  
       เสน้เหนือกราฟแสดงค่า mean + SD  

       * คอื การแสดงออกของยนี MrHC ของกุง้ทีถู่กฉีดเชือ้ MrNV มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั  

      เมือ่เทยีบกบักุง้ปกต ิ(P < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
normal day1 day2 day3 day4 day5 day6 day7 

MrHC gene 1 5.37 237.2 9.79 1.55 2.68 1.24 1.85 

     * 
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ภาพประกอบ 41 ผลผลติ PCR แสดงการตดิเชือ้ไวรสั MrNV ในกุง้ทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากฉีดดว้ย   
      MrNV โดยกุง้ทีต่ดิเชือ้ไวรสัพบผลผลติ PCR ขนาด 1,041 bp  
      (+) คอื positive control ทีใ่ชอ้ารเ์อน็เอของเชือ้ MrNV เป็นตน้แบบ   
      M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder)  
 
2.7 การศึกษาคณุสมบติัการต้านจลุชีพของโปรตีน MrHC ด้านปลาย C (MrHC-C) 
      2.7.1 การผลิตโปรตีน MrHC-C 
 การศึกษาคุณสมบตัิการต้านจุลชพีของโปรตีน MrHC ทางด้านปลาย C เริม่จากการน า
อารเ์อ็นเอจาก hepatopancreas ของกุ้งก้ามกรามมาท า PCR เพื่อเพิม่จ านวนยนีทางด้านปลาย C 
พบว่าผลผลติ PCR ของ MrHC-C มขีนาด 744 bp (ภาพประกอบ 42) โดยปลายของผลผลติ PCR 
ทัง้สองมกีารเตมิ BamHI  restriction site และ HindIII restriction site โคลนส่วนของ MrHC-C เขา้
สู่  pQE-30 vector ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ HindIII แล้วน ารีคอมบิแนนท ์ 
พลาสมดิไปตรวจสอบการมอียู่ของ insert โดยการตดัด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ HindIII 
ได้ชิ้นดเีอ็นเอขนาดประมาณ 3.4 kb ของพลาสมดิ pQE-30 vector และชิ้นดเีอ็นเอขนาดประมาณ 
744 bp ของ MrHC-C (ภาพประกอบ 42)   
 จากการตรวจสอบหาล าดบัเบสของรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-MrHC-C พบว่า   
พลาสมดิทีไ่ดม้กีารเชื่อมต่อในต าแหน่งทีถู่กตอ้งและล าดบัดเีอน็เอของ MrHC-C มคีวามเหมอืนกบั
กรดอะมโินทางดา้นปลาย C ของโปรตนี MrHC โดยม ีpercent identity เท่ากบั 100 จากนัน้จงึน า   
รคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-MrHC-C ไป transform เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ ์M15 เพื่อกระตุน้ให้
แบคทเีรยีสรา้งโปรตนี MrHC-C ต่อไป 

เมื่อคดัเลอืก E. coli สายพนัธุ ์M15 ที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิ pQE-30-MrHC-C ไดแ้ล้ว 
น ามากระตุ้นให้แบคทเีรยีสรา้งโปรตนี MrHC-C จากนัน้เก็บเซลล์แบคทเีรยีมาท าให้ผนังเซลล์แตก
และวเิคราะหโ์ดยแยกบน SDS-PAGE พบว่าแบคทเีรยีสามารถผลติรคีอมบแินนท์โปรตนี MrHC-C 
ซึง่มขีนาดประมาณ  29 kDa (ภาพประกอบ 43 คอลมัน์ที ่2) เมื่อเทยีบกบั E. coli สายพนัธุ ์M15 ที่
ไมม่พีลาสมดิ และ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่พีลาสมดิ pQE-30 vector ซึง่รคีอมบแินนทโ์ปรตนีทีไ่ด้
จะมโีปรตนีฮสิทดินีเชื่อมอยูท่างปลาย N   

1.1 Kb 

1 Kb 

 

 

   M       1        2       3       4        5       6        7       +       

days post infection 
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 หลงัจากคดัเลอืก E. coli สายพนัธุ ์ M15 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-MrHC-C 
และสามารถกระตุน้ใหแ้บคทเีรยีสรา้งโปรตนี MrHC-C ไดแ้ลว้ จงึท าการเกบ็เซลลแ์บคทเีรยีมาท าให้
ผนงัเซลลแ์ตกและท าโปรตนีใหบ้รสิุทธิใ์นรปูแบบ native เพื่อน าโปรตนีไปทดสอบคุณสมบตัใินการ
ตา้นเชือ้แบคทเีรยีต่อไป 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 42 ผลผลติ PCR ของ MrHC-C และการวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-      
       MrHC-C  
       (A) คอลมัน์ที ่1, 2 และ 3 ผลผลติ PCR ของ MrHC-C ขนาด 744 bp  
       (B) คอลมัน์ที ่4 และ 5 การวเิคราะหร์คีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-MrHC-C โดย  
            การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ HindII โดยพลาสมดิ pQE-30 vector  
            มขีนาดประมาณ 3.4 kb ส่วน MrHC-C ขนาด 744 bp    
        M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (2-log DNA ladder) 
 

 

 

 

 

 M       1      2      3                                       M       4       5 

744 bp   744 bp   

3.4 Kb     3 Kb   
3 Kb   

   1 Kb      1 Kb   

   0.5 Kb     0.5 Kb   

(A)                                                         (B) 
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ภาพประกอบ 43 การตรวจสอบการแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี MrHC-C  
       โดยน ามาแยกใน10% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie brilliant blue  R-250   
       คอลมัน์ที ่1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีไ่มม่พีลาสมดิ  
       คอลมัน์ที ่2 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ pQE-30-MrHC-C 
       คอลมัน์ที ่3 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่พีลาสมดิ pQE-30 vector 
       โดย M   คอื โปรตนีมาตรฐาน         
                      คอื รคีอมบแินนทโ์ปรตนี MrHC-C ขนาดประมาณ 29 kDa  
 
 
 
 
 

 
 

 

 

      M            1             2             3 

   250 kDa 

   150 kDa 

 100 kDa 

     75 kDa 

     50 kDa 

     37 kDa 

     20 kDa 

     15 kDa 
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         2.7.2 การทดสอบคณุสมบติัโปรตีน MrHC-C ในการยบัยัง้เช้ือแบคทีเรีย 
     จากการทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีดว้ยวธิ ีagar 
well diffusion โดยใชย้าปฏชิวีนะ kanamycin และ amplicilin เป็น positive control และใช ้PBS, 
บฟัเฟอร ์NPI 250 ทีม่ ี250mM imidazole และ บฟัเฟอร ์NPI 250 ทีไ่มม่ ีimidazole เป็น negative 
control ในการทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก 4 ชนิด ไดแ้ก่ S. aureus, B. 
megaterium, B. subtilis และ B. cereus พบว่าโปรตนี MrHC-C สามารถยบัยัง้เชือ้ B. megaterium 
และ B. cereus โดยมขีนาด clear zone 0.97±0.1 และ 1.87±0.1 เซนตเิมตร ตามล าดบั (ตาราง 26 
และภาพประกอบ 44) 
 นอกจากนี้ยงัไดท้ าการทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบ 9 ชนิด 
ไ ด้ แ ก่  V. vulnificus, V. harveyi, V. mimicus, V. parahemolyticus, A. caviae, A. verronii, A. 
hydrophila, E. coli และ E. coli สายพนัธุ ์M15 ที่มรีคีอมบแินนท์พลาสมดิ pQE30-MrHC-C พบว่า
โปรตนี MrHC-C สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ V. vulnificus,V. parahemolyticus, A. caviae, A. 
verronii และ A. hydrophila โดยมีขนาด clear zone 3.07±0.1, 0.8±0.1, 0.9±0.1, 1.53±0.1 และ 
1.07±0.2 เซนตเิมตร ตามล าดบั (ตาราง 26 และภาพประกอบ 45, 46 และ 47) 
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ตาราง 26 แสดงคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการตา้นการเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีโดยดจูาก 
     การเกดิ clear zone (mean ± SD, n=3) 

 

 
เชือ้แบคทเีรยี 

  

ขนาด Clear zone (cm)  
MrHC-C 
(25 µg) 

Amp 
(200 µg) 

Km 
(100 µg) 

NPI250 NPI250 
(-imdz) 

PBS 

V.  vulnificus DMST 27426  4.03±0.1 
(3.07±0.1)* 

- 2.10±0.1 0.96±0.1 - - 

V. harveyi DMST 1526  - - 1.40±0.1 - - - 
V. mimicus DMST 27430  - - 1.33±0.1 - - - 
V. parahemolyticus 
DMST 22093 

1.83±0.1 
(0.8±0.1)* 

- 1.90±0.1 1.03±0.1 - - 

A. caviae AHHRI 06103 2.07±0.1 
(0.9±0.1)* 

- 2.17±0.1 1.17±0.1 - - 

A. verronii DMST 21255 2.70±0.2 
(1.53±0.1)* 

- 0.90±0.1 1.17±0.1 - - 

A. hydrophila DMST 22095 2.57±0.2 
(1.07±0.2)* 

- 1.90±0.1 1.50±0.2 - - 

E. coli ATCC 25922 - 2.50±0.1 1.03±0.1 - - - 
pQE30-MrHC-C in E. coli 
strains M15 

- - - - - - 

B. subtilis - - 1.10±0.1 - - - 
 B. cereus ATCC 11787 1.87±0.1 - 1.47±0.1 - - - 
B. megaterium 0.97±0.1 2.03±0.1 2.37±0.1 - - - 
S.aureus ATCC 25923 - - - - - - 

 
หมายเหตุ  MrHC-C ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรมั 

Amp              หมายถงึ ampicillin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 200 ไมโครกรมั 
Km                หมายถงึ kanamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมั 
NPI250          หมายถงึ บฟัเฟอร ์NPI250  
NPI250 (-imdz) หมายถงึ บฟัเฟอร ์NPI250 ทีไ่มม่ ีimidazole   
-                หมายถงึ ไม่ม ีclear zone 
*   หมายถงึ ค่า clear zone ทีห่กัลบผลของ imidazole ในบฟัเฟอร ์ 

  NPI250 ออกแลว้ 
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ภาพประกอบ 44 การทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการต้านการเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี 
      แกรมบวก B. subtilis (A), B. cereus ATCC 11787 (B), B. megaterium (C) และ S. aureus  
       ATCC 25923 (D)  
      โดยใชโ้ปรตนี MrHC-C ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรมั 
      Amp แทน ampicillin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 200 ไมโครกรมั 
      Km แทน kanamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมั 
      NPI250 แทน บฟัเฟอร ์NPI250  
      NPI250 (-imdz)  แทน บฟัเฟอร ์NPI250 ทีไ่ม่ม ีimidazole  
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ภาพประกอบ 45  การทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการต้านการเจรญิของเชือ้ 
      แบคทเีรยีแกรมลบ V.  vulnificus DMST 27426 (A), V. harveyi DMST 1526 (B), V. mimicus  
       DMST 27430 (C) และ V. parahemolyticus DMST 22093 (D)  
       โดยใชโ้ปรตนี MrHC-C ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรมั 
      Amp แทน ampicillin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 200 ไมโครกรมั 
      Km แทน kanamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมั 
      NPI250 แทน บฟัเฟอร ์NPI250  
      NPI250 (-imdz)  แทน บฟัเฟอร ์NPI250 ทีไ่ม่ม ีimidazole  
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ภาพประกอบ 46 การทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการต้านการเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี 
      แกรมลบ A. caviae AHHRI 06103 (A), A. veronii DMST 21255 (B) และ A. hydrophila  
       DMST 22095 (C)  
       โดยใชโ้ปรตนี MrHC-C ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรมั 
      Amp แทน ampicillin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 200 ไมโครกรมั 
      Km แทน kanamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมั 
      NPI250 แทน บฟัเฟอร ์NPI250  
      NPI250 (-imdz) แทน บฟัเฟอร ์NPI250 ทีไ่ม่ม ีimidazole  
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ภาพประกอบ 47 การทดสอบคุณสมบตัขิองโปรตนี MrHC-C ในการต้านการเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี 
      แกรมลบ E. coli ATCC 25922 (A) และ E. coli สายพนัธุ ์M15 ทีม่รีคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ  
       pQE30-MrHC-C (B)  
       โดยใชโ้ปรตนี MrHC-C ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรมั 
       Amp แทน ampicillin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 200 ไมโครกรมั 
       Km แทน kanamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 ไมโครกรมั 
       NPI250 แทน บฟัเฟอร ์NPI250  
       NPI250 (-imdz)  แทน บฟัเฟอร ์NPI250 ทีไ่มม่ ีimidazole  



 

 

บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

1. การศึกษาคณุสมบติัของ MrToll 
 ตวัรบั Toll (Toll receptor) จดัอยูใ่นตระกูล pattern recognition receptor (PRR) ซึง่มี
ววิฒันาการมายาวนาน พบครัง้แรกในแมลงหวี ่ Drosophila melanogaster (Anderson; & 
Nuesslein. 1984: 223-227) โดยมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัระบบภูมคิุม้กนัแบบไมจ่ าเพาะ ต่อมามกีาร
คน้พบ Toll like receptors (TLRs) ในสตัวม์กีระดกูสนัหลงั ซึง่มคีวามคลา้ยกบั Toll receptor ใน
แมลงหวี ่ โดย TLRs จดัเป็นศูนยก์ลางของระบบภมูคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิด นอกจากนี้ยงัเป็น
ตวักลางเชื่อมระหว่างระบบภมูคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิดกบัระบบภูมคิุม้กนัแบบจ าเพาะ (Akira; & 
Takeda. 2004: 499–511) ในสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม TLRs จะจดจ าและตอบสนองต่อองคป์ระกอบ
ต่างๆ ของแบคทเีรยี ไวรสั และ เชือ้รา ปัจจุบนัมรีายงานการคน้พบ Toll receptor ในกุง้ 4 ชนิด 
ไดแ้ก่ กุง้ L. vannamei พบ LvToll1 LvToll2 และ LvToll3 (Yang; et al. 2007: 1999-2008, Wang; 
et al. 2012: 359-371) กุง้ F. chinensis พบ FcToll (Yang; et al. 2008: 564-574) กุง้ P. 
monodon พบ PmToll (Arts; et al. 2006: 504-513) และกุง้ M. japonicus พบ MjToll1 (Mekata; 
et al. 2008: 122-133) และ MjToll2 (accession number BAG68890) แต่ยงัไมม่รีายงานเกีย่วกบั
ยนี  Toll receptor ในกุง้กา้มกราม การศกึษานี้ไดแ้ยกยนี Toll receptor ของกุง้กา้มกรามไดส้ าเรจ็
และใหช้ื่อว่า MrToll ซึง่มกีรอบการอ่านทีม่คีวามยาว 2,799 นิวคลโีอไทด ์ แปลรหสัเป็นกรดอะมโิน
ความยาว 932 หน่วย โปรตนี MrToll ประกอบดว้ยบรเิวณต่างๆ ทีเ่ป็นคุณสมบตัจิ าเพาะของโปรตนี 
Toll โดยมสี่วนของ extracellular domain ทีป่ระกอบดว้ย leucine-rich repeats (LRRs) 15 บรเิวณ 
พบ cysteine-rich motif อยูภ่ายในบรเิวณ LRR-NT และ LRR-CT region มสี่วนของกรดอะมโินที่
เป็น transmembrane segment 23 หน่วย และส่วนของ cytoplasmic Toll/Interleukin-1R (TIR) 
domain ความยาว 139 หน่วย นอกจากนี้บรเิวณ ectodomain ของ MrToll พบ potential N-linked 
glycosylation sites 9 ต าแหน่ง โดย N233 ของ LRR4, N281 ของ LRR6 และ N628 ของ LRR14 พบ
อยูบ่รเิวณส่วนเวา้ของโครงสรา้งทุตยิภูมขิอง MrToll สอดคลอ้งกบัรายงานของ Yang และคนอื่นๆ 
ซึง่รายงานเกี่ยกบัโปรตนี FcToll  ทีพ่บบรเิวณ N-linked glycosylation sites 12 ต าแหน่ง โดยม ี3 
ต าแหน่งพบอยู่บรเิวณส่วนเวา้ของโครงสรา้งทุตยิภูมขิอง FcToll  (Yang; et al. 2008: 564-574) จงึ
สรปุไดว้่า MrToll มคีวามเกี่ยวขอ้งกบั receptor-ligand binding ทีต่ าแหน่งดงักล่าว นอกจากนี้กรณี
ของคน TLR2 ตอ้งผ่านกระบวนการ glycosylation เพื่อการสงัเคราะหแ์ละการหลัง่ออกไดอ้ยา่งมี
ประสทิธภิาพ (Weber; Morse; & Gay. 2004: 34589-34594) เช่นเดยีวกบั TLR4 ตอ้งผ่าน
กระบวนการ glycosylation เพื่อการแสดงออกทีผ่วิเซลล ์ (Ohnishi; Muroi; & Tanamoto. 2003: 
205-410) อาจเป็นไปไดว้่ากระบวนการ glycosylation มคีวามจ าเป็นต่อการแสดงออกของ MrToll 
อยา่งไรกต็ามยงัตอ้งมกีารศกึษาความส าคญัของกระบวนการ glycosylation เพิม่เตมิ  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20PH%22%5BAuthor%5D
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 Bell และคนอื่นๆ เสนอว่า กรดอะมโินทีแ่ทรกอยู่ภายใน LRRs ทีต่ าแหน่ง 10 หรอื 15 มี
ความจ าเป็นส าหรบัการจดจ า PAMP (Bell; et al. 2003: 528-533) ใน MrToll พบกรดอะมโิน 15 
หน่วย แทรกอยูท่ี ่LRRs ต าแหน่งที ่10 ซึง่คลา้ยกบัโปรตนี Toll ในกุง้ชนิดอื่นๆ เช่น พบกรดอะมโิน 
7 หน่วย แทรกอยูท่ี ่ LRRs ต าแหน่งที ่ 10 ของ LvToll1 ในกุง้ L. vannamei (Yang; et al. 2007: 
1999-2008) และ พบกระอะมโิน 12 ตวั แทรกอยูท่ี ่ LRRs ต าแหน่ง ที ่ 10 ของ FcToll ในกุง้ F. 
chinensis (Yang; et al. 2008: 564-574) อยา่งไรกต็ามยงัตอ้งมกีารศกึษาหน้าทีข่องกรดอะมโินที่
แทรกอยูท่ีบ่รเิวณ PAMP binding เพิม่เตมิ  
 จากการวเิคราะหล์ าดบัดเีอน็เอของยนี MrToll ทีบ่รเิวณปลาย 5’ (MrToll 5’-UTR) พบ

บรเิวณ nuclear factor-kappa B (NF-KB)-like element แต่ไมพ่บบรเิวณ TATA box และ CAT 

box ซึง่กรณหีนู Mus Musculus ทีบ่รเิวณ NF-KB และ Sp1 elements จ าเป็นส าหรบัการกระตุน้
กระบวนการ transcription ของ TLR2 ใน macrophages หลงัจากทีห่นูตดิเชือ้ Mycobacterium 
avium แมไ้มพ่บบรเิวณ TATA box กต็าม (Wang; Lafuse; & Zwilling. 2001: 6924-6932) อยา่งไร

กต็ามยงัตอ้งมกีารศกึษาการท างานของ NF-KB-like element ใน MrToll ต่อไป  
บรเิวณ TIR domain เป็นบรเิวณทีม่กีารอนุรกัษ์รว่มกนัเน่ืองจากเป็นบรเิวณ protein-

protein interaction domain ซึง่เป็นตวักลางในการส่งสญัญาณต่างๆ ภายในเซลล ์ (signal 
transduction process) จากการวเิคราะหโ์ครงสรา้งบรเิวณ core ของ TIR domain จะเริม่ต้นดว้ย
กรดอะมโิน (F/Y)DA ซึง่เป็นบรเิวณทีม่กีารอนุรกัษ์และจบลงดว้ย FW motif ทีอ่ยูห่่างประมาณ 8 
ต าแหน่งจากปลาย C (Xu; et al. 2000: 111-115) ส าหรบับรเิวณ TIR domain ของ MrToll เริม่ตน้
ทีก่รดอะมโินต าแหน่งที ่ 788 ถงึ 926 โดยพบกรดอะมโินเริม่ตน้คอื KFDA  และสิน้สุดดว้ยกรดอะมิ
โน 10 หน่วยทีอ่ยู่หลงับรเิวณอนุรกัษ์ FW motif นอกจากนี้ทีต่ าแหน่งที่ 829 พบกรดอะมโิน proline 
ซึง่เป็นกรดอะมโินทีม่กีารอนุรกัษ์ของบรเิวณ TIR domain ของโปรตนี Toll ในกุง้ชนิดอื่นๆ อกีดว้ย 
ยกเวน้ LvToll3 จะมกีารแทนทีก่รดอะมโิน proline ดว้ยกรดอะมโิน valine ซึง่ในกรณขีองแมลงหวี ่
Drosophila และยงุ Aedes aegypti แสดงใหเ้หน็ว่าการแทนทีก่รดอะมโิน proline ดว้ยกรดอะมโิน 
valine ไมก่ระทบต่อการท างานของบรเิวณ TIR domain (Luna; et al. 2003: 67-74) ดงันัน้ MrToll 
อาจจะมคีวามเกีย่วขอ้งกบักระบวนการส่งสญัญาณภายในเซลล ์ (signaling cascade) นอกจากนี้ผล
การเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินแสดงใหเ้หน็ว่าบรเิวณ TIR domain ของ MrToll มคีวามคลา้ย
ค่อนขา้งสงูกบัโปรตนี Toll ของกุง้ชนิดอื่นๆ 

จากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Toll 
(Full-length amino acid) ของกุ้งชนิดต่างๆ แสดงใหเ้หน็ว่า MrToll มคีวามสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ
ใกลช้ดิกบั Toll1 ของกุ้งชนิดต่างๆ ซึง่ประกอบด้วย FcToll, PmToll, LvToll1, และ MjToll1 แต่จาก
การวเิคราะหล์ าดบักรดอะมโินบรเิวณ ORF ของ MrToll พบว่ามคีวามเหมอืนกบั Toll1 type ของกุ้ง 
เพยีงรอ้ยละ 48-49 ขณะที ่ORF ของ Toll1 ของกุ้งชนิดต่างๆ จะมคีวามเหมอืนกนัสูงถงึรอ้ยละ 82-
94 นอกจากนี้บรเิวณ ectodomain ของ MrToll มคีวามเหมอืนกบั Toll1 type ของกุ้งเพยีงร้อยละ 
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38-39 ขณะที่ ectodomain ของ Toll1 ของกุ้งชนิดต่างๆ จะมคีวามเหมอืนสูงถงึรอ้ยละ 77-92 ดว้ย
เหตุนี้จงึอาจเป็นไปไดว้่าโปรตนี MrToll อาจจะจดัอยูใ่น class ใหมข่องโปรตนี Toll receptor ในกุง้ 

ส าหรบัการแสดงออกของยนี MrToll พบการแสดงออกในเนื้อเยือ่ต่างๆ หลายชนิด โดยจะ
แสดงออกมากใน hemocytes, stomach, gill และ muscle แต่จะแสดงออกต ่าใน hepatopancreas 
ซึง่คลา้ยกบัการแสดงออกของยนี LvToll1 และ LvToll3 ของกุง้ L. vannamei (Yang; et al. 2007: 
1999-2008, Wang; et al. 2012: 359-371), FcToll ของกุง้ F. chinensis (Yang; et al. 2008: 564-
574) และ MjToll2 ของกุง้ M. japonicus (Mekata; et al. 2008: 122-133)  

เนื่องจากกลไกการป้องกนัตวัของกุง้จะใช ้ primary immune response ซึง่จดัเป็น non-
specific cellular immunity ดงันัน้ hemocytes ของกุง้ จงึเป็นด่านแรกของกระบวนการป้องกนัตวั 
(Johansson; & Söderhäll. 1989: 171-176, Hose; & Martin. 1989: 335-346, Bachèr; et al. 
1995: 17-32) ดงันัน้ hemocytes จงึมกัน ามาใชใ้นการตรวจสอบการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวขอ้ง
กบัภมูคิุม้กนัของกุง้ นอกจากนี้ยงัพบการแสดงออกของยนี MrToll สงูใน hemocytes ของกุง้ M. 
rosenbergii อกีดว้ย งานวจิยันี้จงึใช ้ hemocyte ในการศกึษาหน้าทีข่อง MrToll โดยฉีดกุง้ดว้ย A. 
caviae เนื่องจาก A. caviae เป็นหน่ึงในแบคทเีรยีก่อโรคทีพ่บมากในกุ้ง M. rosenbergii (Sung; 
Hwang; & Tasi. 2000: 278-284) โดยหลงัจากฉีดกุง้ดว้ย A. caviae พบว่ายนี MrToll มกีาร
แสดงออกสงูขึน้ในชัว่โมงที ่3 ถงึ 12 และระดบัการแสดงออกจะลดลงจนถงึระดบัปกตใินชัว่โมงที ่24 
ถงึ 48 ซึง่ตรงกบัรายงานก่อนหน้านี้ทีพ่บว่าการแสดงออกของยนี FcToll มกีารแสดงออกสงูขึน้
หลงัจากฉีดกุง้ดว้ย V. anguillarum และยงัคงสงูถงึชัว่โมงที ่5 (Yang; et al. 2008: 564-574) ส่วน
การแสดงออกของยนี  MjToll2 พบว่าในชัว่โมงที ่ 12 มกีารแสดงออกของยนีเพิม่ขึน้ 76 เท่า
หลงัจากกุง้ถูกกระตุน้ดว้ย peptidoglycan (Mekata; et al. 2008: 122-133)                    

การศกึษาบทบาทหน้าทีข่องยนี MrToll โดยการ knock-down ยนี MrToll พบว่า กุง้กลุ่มที่
ถูก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll แต่ไมไ่ดถู้กฉีดดว้ยแบคทเีรยี แมว้่าการแสดงออกของยนี 
MrToll จะลดลง แต่กไ็มม่ผีลต่อความอยูร่อดของกุง้ ในทางตรงกนัขา้มกุง้ในกลุ่ม ทีถู่ก knock-down 
ดว้ย dsRNA-Toll เมือ่ถูกฉดีดว้ย A. caviae พบว่าจ านวนโคโลนีของแบคทเีรยี (CFU) และอตัรา
การตายของกุง้เพิม่สงูขึน้อย่างมนียัส าคญั จากผลงานวจิยัน้ีแสดงใหเ้หน็ว่า  MrToll มคีวาม
เกีย่วขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้โรคในระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิด โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อเชือ้ A. 
caviae ในกรณขีองการทดลอง knock-down ยนี LvToll1 จากนัน้ฉีดกุ้งดว้ยเชือ้ V. harveyi พบว่า
ใหผ้ลเช่นเดยีวกนั (Wang; et al. 2010: 49-58) จงึเสนอว่า MrToll และ LvToll1 อาจใชก้ลไกการ
ป้องกนัต่อเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบทีค่ลา้ยกนั  

ในแมลงพบว่าโปรตนี Toll มคีวามเกี่ยวขอ้งกบักลไกการป้องกนัจลุนิทรยีโ์ดยวธิ ี phago-
cytosis (Hultmark. 2003: 12-19, Valanne; Wang; & Rämet. 2011: 649-656) ดงันัน้การเพิม่ขึน้
ของจ านวนแบคทเีรยีในกุง้กลุ่มทีถู่ก knock-down ดว้ย dsRNA-Toll และถูกฉีดดว้ยเชือ้ A. caviae 
อาจเกดิจากการทีม่กีระบวนการ phagocytosis ลดลงเนื่องจาก MrToll ถูกยบัยัง้การแสดงออก  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20PH%22%5BAuthor%5D
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ปัจจบุนัพบว่าโปรตนี Toll ในกุง้ทุกชนิดจะประกอบดว้ย signal peptide แต่กรณขีอง
โปรตนี MrToll ไมพ่บบรเิวณ signal peptide จงึน าไปสู่สมมตฐิานว่าโปรตนี MrToll อาจแสดงออก
ภายในเซลลค์ลา้ยกบักรณีของ TLR3 และ TLR7 ทีไ่ม่แสดงออกบนผวิเซลลแ์ต่พบการแสดงออกใน 
endosomal โดย TLR3 และ TLR7 มหีน้าทีต่รวจจบั dsRNA และ ssRNA ของไวรสั ตามล าดบั 
(Akira; & Takeda. 2004: 499-511) ในกรณขีองปลา TLR3 จะจบักบัไวรสัและแบคทเีรยีซึง่
แตกต่างจาก TLR3 ของสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม นอกจากนี้พบการแสดงออกของ TLR3 เพิม่สงูขึน้ใน
ปลา zebrafish (Phelan; Mellon; & Kim. 2005: 1057-1071) และปลา channel catfish (Bilodeau; 
& Waldbieser. 2005: 713-721) หลงัจากทีป่ลาตดิเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบ ดงันัน้ MrToll จงึอาจมี
ความเกีย่วขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้โรคในระบบภูมคิุม้กนัทีม่มีาแต่ก าเนิดโดยเฉพาะอยา่งยิง่ต่อเชือ้ 
A. caviae 

งานวจิยัน้ีเป็นงานวจิยัแรกทีส่ามารถแยกยนี MrToll ของกุง้ M. rosenbergii โดยพบว่า
บรเิวณ TIR domain มคีวามคลา้ยสงูกบั TIR domain ของกุง้ชนิดอื่นๆ นอกจากนี้พบว่า MrToll มี
การแสดงออกในหลายๆ อวยัวะของกุง้ และเมือ่ฉีดกุง้ดว้ยเชือ้แบคทเีรยีจะพบการแสดงออกของ 
MrToll ใน hemocytes สงูขึน้อย่างมนียัส าคญั จากการทดลองเพื่อศกึษาหน้าทีข่อง MrToll โดย
วธิกีาร knock-down สรปุไดว้่า MrToll มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้โรคในระบบภมูคิุม้กนัทีม่ ี
มาแต่ก าเนิด โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อเชือ้ A. caviae และจากการวเิคราะห ์ ORF ของ MrToll และ 
ectodomain ของ MrToll ใหข้อ้สรปุว่า โปรตนี MrToll อาจจดัอยูใ่น class ใหมข่องโปรตนี Toll 
receptor ในกุง้ 
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2. การศึกษาคณุสมบติัของ MrHC 
hemocyanin เป็นโปรตนีเชงิซอ้นทีป่ระกอบดว้ยหลายหน่วยยอ่ยพบใน hemolymp โดย

เกีย่วขอ้งกบัระบบหายใจและระบบภูมคิุม้กนัในครสัเตเชยีน (Adachi; et al. 2005: 136-143, Van 
Holde; & Miller. 1995: 1-81, Sellos; Lemoine; & Wormhoudt. 1997: 153-158, Markl; & 
Decker. 1992: 325-376) ในครสัเตเชยีนจะพบ hemocyanin รวมตวักนัประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย
ต่างๆ (Lei; et al. 2007: 808-813) โดยแต่ละหน่วยยอ่ยจะแบ่งออกเป็น 3 โดเมน คอื hemocyanin-
all-alpha domain, hemocyanin-copper containing domain และ hemocyanin-immunoglobulin-
like domain (Holde; Miller; & Decker. 2001: 15563-66, Burmester. 2002: 95-107) ปี 1997 มี
รายงานเกีย่วกบัการแยกยนี hemocyanin ของกุง้ P. vannamei โดยใช ้cDNA library ทีเ่ตรยีมจาก
hepatopancreas ของกุง้เป็นดเีอน็เอตน้แบบ พบว่ายนี hemocyanin ยาว 2,095 นิวคลโีอไทด ์ซึง่มี
ความเหมอืนสูงเมือ่เทยีบกบัยนี hemocyanin ของกุง้ P. interruptus (Sellos; et al. 1997: 153-
158) ในปีเดยีวกนั Durstewitz และ Terwilliger ท าการโคลนยนี hemocyanin หน่วยยอ่ยที ่6 ของป ู
C. magister (Cmag6) ความยาว 1,939 นิวคลโีอไทด ์ แปลรหสัเป็นกรดอะมโินความยาว 650 
หน่วย มมีวลโมเลกุล 74.9 kDa (Durstewitz; & Terwilliger. 1997: 266-276) ต่อมามกีารศกึษายนี 
hemocyanin ของกุง้ P. japanicus โดย Lei และคนอื่นๆ พบว่าสามารถโคลนหน่วยยอ่ยของยนี 
hemocyanin ได ้ 2 ยนี คอื PjHcL และ PjHcY ซึง่แปลรหสัเป็นโปรตนีความยาว 678 และ 664 
หน่วย มมีวลโมเลกุล 75 และ 73 kDa ตามล าดบั (Lei; et al. 2007: 808-813) และในปี 2012 
Wang และคนอื่นๆ รายงานเกีย่วกบัยนี hemocyanin ของกุง้ M. nipponense พบว่ายนี 
hemocyanin ยาว 2,151 นิวคลโีอไทด ์ถอดรหสัใหก้รดอะมโิน 663 หน่วย มมีวลโมเลกุล 76.6 kDa 
(Wang; et al. 2012: 348–355)  

การศกึษานี้เป็นรายงานแรกทีส่ามารถแยกยนี hemocyanin ของกุง้กา้มกรามไดส้ าเรจ็และ
ใหช้ื่อว่า MrHC โดยยนี MrHC มกีรอบการอ่านทีม่คีวามยาว 1,992 นิวคลโีอไทด ์ แปลรหสัเป็น
โปรตนีความยาว 663 หน่วย โดยโปรตนี MrHC มมีวลโมเลกุล 76.5 kDa ประกอบดว้ยบรเิวณ
ต่างๆ ทีเ่ป็นคุณสมบตัขิอง hemocyanin superfamily โดยพบบรเิวณ hemocyanin-all-alpha 
domain ความยาว 124 หน่วย, hemocyanin-copper containing domain ความยาว 258 หน่วย 
และ hemocyanin-immunoglobulin-like domain ความยาว 248 หน่วย (ภาพประกอบ 25) จากการ
วเิคราะห ์ORF ของ MrHC พบว่ารอ้ยละ 96-99 มคีวามเหมอืน (identity) กบั hemocyanin ของกุง้
ชนิดอื่นๆ และผลการวเิคราะหค์วามสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการพบว่า MrHC มคีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิกบั 
hemocyanin ของ กุง้ M. nipponense, hemocyanin 2 ของกุง้ P. leniusculus และ hemocyanin 
alpha-subunit α ของกุง้ H. americanus  

การศึกษาการแสดงออกของ hemocyanin ในกุ้งชนิดต่างๆ พบว่า hemocyanin มีการ
แสดงออกสูงใน hepatopancreas ของกุ้ง M. nipponense (Wang; et al. 2012: 348–355) และ L. 
vannamei (Wang; Chang; & Chen. 2007: 1161-77) ส่วนการแสดงออกของยีน MrHC พบว่ามี
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การแสดงออกไม่แตกต่างกันในอวัยวะต่างๆ แต่จะพบการแสดงออกของยีน MrHC ใน  
hepatopancreas สงูกว่าอวยัวะอื่นเลก็น้อย   

มรีายงานว่าโปรตนี hemocyanin ที่แยกไดจ้ากกุ้ง P. monodon มคีุณสมบตัเิป็น antiviral 
agent ต่อดเีอ็นเอไวรสัและอารเ์อ็นเอไวรสั (Zhang; Huang; & Qin. 2004: 93-99) ส าหรบังานวจิยั
นี้ได้ท าการศึกษาการแสดงออกของยนี  hemocyanin โดยหลงัจากฉีดเชื้อไวรสั Macrobrachium 
rosenbergii nodavirus (MrNV) พบว่าในวนัที่ 2 หลงัจากกุ้งได้รบัเชื้อไวรสั ยนี MrHC มรีะดบัการ
แสดงออกเพิม่ขึน้ 237 เท่า สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Havanapan และคนอื่นๆ ที่ศกึษาการกลไก
การป้องกันของกุ้ง L. vannamei ในระหว่างที่กุ้งติดเชื้อ Taura syndrome virus (TSV) พบว่า
โปรตีนทางปลาย C ของ hemocyanin มีการแสดงออกสูงขึ้น (Havanapan; et al. 2009: 2476-
2483) เมื่อไม่นานมานี้  Pavlina และคนอื่นๆ ได้ศึกษาความส าคัญของโอลิโกแซคคาไรด์และ
คาร์โบไฮเดรตที่บรเิวณ N-link glycosylation ของโปรตีน hemocyanin ในหอย Rapana venosa 
(RvH) พบว่า กระบวนการ  glycosylation ทีเ่กดิขึน้ท าให ้RvH มคีุณสมบตั ิantiviral properties ต่อ
ไวรัส respiratory syncytial virus (RSV) ขณะที่  RvH ที่ไม่ได้ผ่ านกระบวนการ glycosylation 
โปรตีน RvH จะไม่สามารถต้านเชื้อไวรสั RSV ได้ (Pavlina; et al. DOI: 10.1021/bc900034k) ซึ่ง
การพบบรเิวณ N-linked glycosylation site ที่กรดอะมโินต าแหน่งที่ 509 (NGSW) บน MrHC อาจ
เป็นไปได้ว่าเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติ antiviral properties ต่อ ไวรสั Macrobrachium rosenbergii 
nodavirus (MrNV) 

นอกจาก hemocyanin ที่แยกได้จากกุ้งจะมีคุณสมบัติในการยบัยัง้เชื้อไวรสัแล้ว ยงัมี
รายงานพบว่าโปรตนีทางปลาย C ของ hemocyanin มคีุณสมบตั ิantifungal activities โดยพบการ
แสดงออกในชัว่โมงแรกเมื่อกุ้ง L. vannamei และ L. stylirostris ตดิเชือ้รา (Durstewitz; et al. 2001: 
47070-77) และในปี 2016 มีรายงานเกี่ยวกับ hemocyanin ของกุ้ง L. vannamei (PvHCt) โดย
ปลาย C ของ hemocyanin มคีุณสมบตั ิhistidine-rich antimicrobial peptide สามารถตอบสนองต่อ
จุลินทรีย์  ซึ่ งจัด เป็น  antifungal peptide ที่มีโครงสร้างเป็น  amphipathic α-helical structure 
สามารถจบัและแทรกเขา้สู่เมมเบรนของเชื้อราได้ ตอบสนองต่อเชื้อรา Fusarium oxysporum โดย
การสะสมของ PvHCt ที่ผวิหน้าของ hyphae ของเชื้อรา จากนัน้แทรกเขา้สู่พลาสมาเมมเบรน เกดิ
การท าลายความสมบูรณ์ของผนังเซลล์ของเชื้อรา ชกัน าให้เซลล์ตายในที่สุด (Petit; et al. 2016: 
557-568) นอกจากนี้มีรายงานว่าโปรตีน hemocyanin ที่แยกได้จากกุ้ง L. vannamei สามารถ
รวมตวักบัแบคทเีรยีก่อโรคในกุ้ง 8 สายพนัธุ์ (Zhang; et al. 2006: 815-821) ในปี 2010 มรีายงาน
เกี่ยวกับการแสดงออกของยีน hemocyanin ของกุ้ง P. monodon สูงขึ้นหลังจากฉีดกุ้งด้วย V. 
harveyi (Somboonwiwat; et al. 2010: 39-50) ต่อมางานวจิยัของ Wang และคนอื่นๆ แสดงใหเ้หน็
ว่าการแสดงออกของยนี hemocyanin ของกุ้ง M. nipponense เพิ่มขึ้นในชัว่โมงที่ 3 หลงัจากฉีด
ด้วย A. hydrophila (Wang; et al. 2012: 348–355) และในปีเดียวกันมีรายงานเกี่ยวกับบริเวณ 
variable region ของปลาย C ของโปรตนี hemocyanin ในกุ้ง L. vannamei โดย Zhao และคนอื่นๆ 
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พบ SNPs ภายใน variable region โดยสามารถแยก SNPs 4 ต าแหน่งไดจ้ากกุ้งทีต่้านทานการตดิ
เชื้อ V. parahaemolyticus ซึ่ง 3 ใน 4 ของ SNPs อาจท าให้โครงสร้างปฐมภูมิและทุติยภูมิของ
โปรตนี hemocyanin เปลีย่นแปลงไปส่งผลให้เกดิกระบวนการ agglutinative activity ต่อแบคทเีรยี
ก่อโรคเพิม่สูงขึน้ จงึอาจเป็นไปได้ว่าความสามารถในการต้านทานการตดิเชื้อแบคทเีรยีของกุ้ง L. 
vannamei อาจเกิดจากความแตกต่างของบรเิวณ SNPs ทางปลาย C ของโปรตีน hemocyanin 
(Zhao; et al. 2012: 403-410) ต่อมา Zhuang และคนอื่นๆ ได้ศกึษาเกี่ยวกบั antimicrobial region 
ที่อยู่ระหว่างบรเิวณ α-helical domain และ β-sheet domain ของ hemocyanin ในหอย Haliotis 
tuberculata พบว่าเปปไทดท์ีส่งัเคราะหข์ึน้สามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีแกรมลบและแกรม
บวกได้ จงึเสนอว่าโปรตีน hemocyanin ในหอยอาจท าหน้าที่เป็นแหล่งของเปบไทด์ที่ช่วยในการ
ป้องกนัการตดิเชือ้แบคทเีรยี (Zhuang; et al. 2015: 96-102)  

จากงานวจิยัที่กล่าวมาสรุปได้ว่า hemocyanin มบีทบาทที่เกี่ยวข้องกบัระบบภูมคิุ้มกัน
ของกุ้งมากมาย งานวิจยันี้จึงท าการศึกษาคุณสมบัติการต้านเชื้อแบคทีเรยี ซึ่งผลการทดสอบ
คุณสมบัติการต้านจุลชีพด้วยวิธี agar well diffusion พบว่ารคีอมบิแนนท์โปรตีน MrHC บรเิวณ 
immunoglobulin-like domain มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก B. cereus และ B. 
megaterium โดยม ีclear zone 1.87±0.1 และ 0.97±0.1เซนติเมตร ตามล าดบั ส าหรบัในส่วนของ
แบคทเีรยีแกรมลบ พบว่าบฟัเฟอร ์NPI250 ทีม่ ี250mM imidazole สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีแก
รมลบ 5 ชนิด ได้แก่ V. vulnificus, V. parahemolyticus, A. caviae, A. verronii และ A. hydrophila 
โดยมีขนาด clear zone 0.96±0.1, 1.03±0.1, 1.17±0.1, 1.17±0.1 และ 1.50±0.2 เซนติ เมตร 
ตามล าดบั โดยแบคทเีรยีดงักล่าวขา้งต้นเมื่อทดสอบกบับฟัเฟอร์ NPI250 ที่ไม่ม ีimidazole จะไม่
พบ clear zone อาจเนื่องมาจาก imidazole จดัเป็นสารประกอบเฮทเทอโรไซคลกิ มรีายงานระบุว่า
อนุพนัธข์อง imidazole หลายชนิดมฤีทธิท์างชวีภาพที่น่าสนใจ เช่น ฤทธิก์ารต้านเชื้อรา และ ฤทธิ ์
การตา้นเชือ้แบคทเีรยี เป็นตน้ (Kumari; Pramod; & Nitin. 2010: 36-47) ซึง่บฟัเฟอร ์NPI250 เป็น
บัฟเฟอร์ที่ ใช้ส าหรับชะรีคอมบิแนนท์โปรตีน MrHC ในรูป native ออกจากคอลัมภ์ Ni-NTA 
Superflow columns ดงันัน้จงึช่วยเสรมิฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีท าให ้clear zone มขีนาด
กว้างกว่าปกติ อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาเฉพาะฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีของรคีอม
บิแนนท์โปรตีน MrHC บรเิวณ immunoglobulin-like domain (หลังหักลบ clear zone ที่เกิดจาก 
imidazole แล้ว) พบว่าสามารถยับยัง้  V. vulnificus, V. parahemolyticus, A. caviae, A. verronii 
แ ล ะ  A. hydrophila, โด ย มี  clear zone 3.07±0.1, 0.8±0.1, 0.9±0.1, 1.53±0.1 แ ล ะ  1.07±0.2 
เซนตเิมตร ตามล าดบั จากผลงานวจิยันี้แสดงใหเ้หน็ว่า  MrHC มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัเชือ้
โรคในระบบภูมคิุ้มกนัที่มมีาแต่ก าเนิดต่อเชื้อแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึงเชื้อไวรสั 
MrNV ดว้ย 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลีย้งเช้ือ 

 
1. LB broth 

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

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

3. Tryptic soy agar  
trypticase soy broth (Himedia)     30.0   กรมั 

          Granulated agar                                        15.0 กรมั 
          เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร          1000.0 มลิลลิติร 

4. Alkaline Peptone Water (APW), pH 9.2 
    Peptone       10.0 กรมั 

NaCl       10.0 กรมั 
เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร                  1000.0 มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ข 
บฟัเฟอรแ์ละสารเคมี 

 
1. 10X TBE buffer 

  Tris-HCl (ปรบั pH 8.3)            108.0 กรมั 
  Boric acid                 55.0 กรมั 
  EDTA                   9.0 กรมั 
  เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร              1000.0 มลิลลิติร 

2. 0.15M Phosphate buffered saline (2XPBS), pH 7.2 
  NaCl                                                              8.00 กรมั 
  KCl                                                                0.20  กรมั 
  KH2PO4                                                           0.20 กรมั 
  Na2HPO4                                                         1.15 กรมั 
  เตมิน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้รมิำตร                   500.00 มลิลลิติร 
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