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ฟนอลออกซีเดสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของสัตวในกลุมครัสเตเชียนและ

แมลง ฟนอลออกซีเดสจะทําหนาที่เปลี่ยนสารประกอบฟนอลเปนควินโนน แลวจึงเกิดกระบวนการโพลิเมอร 
ไรเซชั่นเปนเมลานิน ซึ่งกระบวนการดังกลาวจะมีการสรางสารที่ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่มารุกรานได  ใน
ปจจุบันมีการนําคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสมาใชเปนดัชนีวัดประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกัน การวัด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีไดนํามาใชในสัตวกลุมครัสเตเชียนหลายชนิด อยางไรก็ตาม ในกรณีของ
กุงนั้นปญหาที่พบจากการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธีดังกลาว คือ  ตัวอยางที่ใชสูญเสียแอคติวิตีได
งายทําใหผลที่ไดไมนาเชื่อถือ งานวิจัยครั้งนี้ไดพัฒนาวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํา 3 วิธี 
ไดแก วิธีทางเคมี วิธีทางอิมมูนวิทยา และวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล  โดยวิธีทางเคมีใช L-dihydroxyphenyl 
alanine(L-DOPA )เปนสับสเตรต ซึ่งผลที่ไดแสดงใหเห็นวาบัฟเฟอรที่เหมาะสมที่สุด คือ CAC buffer ที่พีเอช  
7-8 การเติมเอนไซมทริปซินจะใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาไมมีการเติมทริปซิน 6 เทา การเติมสาร  
3-Methyl-2-Benzothiazolinone Hydrazone (MBTH) ลงไปในปฏิกิริยาจะชวยเพิ่มความไวในการวัดไดถึง 3.5 
เทา เม่ือเทียบกับวิธีที่ไมมีการเติม MBTH วิธีการตรวจฟนอลออกซีเดสทางอิมมูนวิทยาไดทําการสรางโพลีโคล
นอลแอนติบอดีของฟนอลออกซีเดส ซึ่งในการแยกฟนอลออกซีเดสจากสารละลาย HLS โดยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ และวิธี affinity chromatography ไมประสบผล
สําเร็จเนื่องจากปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดมีนอยไมเพียงพอที่จะนําไปใชผลิตแอนติบอดี ดังนั้นจึงทํา
การโคลนและชักนําใหเกิดการสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสดวยเวคเตอร pET17b ในแบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ BL21(DE3)plysS นํารีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซิเดสไปสรางแอนติบอดีโดยการ
ฉีดเขากระตาย เมื่อตรวจสอบดวยวิธีเวสเทอรนบลอท พบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับฟนอลออกซีเดสจาก
กุงกุลาดําได สําหรับวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลทําโดยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR เพื่อตรวจหาระดับของ
การแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส   ในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการพัฒนาวิธีการตรวจวัดฟนอลออกซี
เดสแลว ยังไดมีการนําวิธีการที่พัฒนาไดทั้ง 3 วิธีดังกลาวไปทดสอบเบื้องตนโดยนําไปวัดฟนอลออกซีเดสในกุง
กุลาดําปกติ และกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ Vibrio harveyi  ซึ่งผลที่ไดจากวิธีตรวจวัดทั้ง 3 แบบ ใหผลสอดคลองกัน  
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In crustaceans and insects, phenoloxidase (PO) is recognized as a key role in defense 

mechanisms. It oxidizes phenols to quinones, which subsequently are then polymerized to melanin. 
This process limits the growth and development of the invading microorganisms. PO activity is now 
commonly used as an indicator for assessing the immune condition. The chemical assays for PO 
have been developed in various species.  However, in the case of shrimp, a number of problems 
such as instability of sample, activity loss and self-inactivation of PO have caused unreliable results. 
The aim of this study is to develop the appropriate technique for detecting the PO activity of  
P. monodon. Three PO detection techniques were conducted. These included the chemical assay, 
immunological assay and molecular-based method. For chemical assay, the classical  
L-Dihydroxyphenyl-Alanine (L-DOPA) method was modified. The result showed that CAC buffer, pH 
7-8, was the most appropriate reaction buffer. By adding trypsin into the sample, the activity of PO 
increased 6 times. The application of 3-Methyl-2-Benzothiazolinone Hydrazone (MBTH) to the 
reaction increased the sensitivity of the assay by 3.5 times. In immuno-based technique, polyclonal 
antibody against PO was produced. Attempts for separating PO from the HLS using native gel 
electrophoresis and affinity chromatography were failed to deliver sufficient amount of PO for 
immunization. Therefore, in vitro expression of prophenoloxidase (PPO) gene was conducted using 
the pET17b vector and Escherichia coli stain BL21 (DE3) plysS system. The purified recombinant 
PPO was immunized into the rabbit. Western blot analysis revealed that the produced antibody could 
recognize the PO from P. monodon. For molecular-based method, semi-quantitative RT-PCR was 
developed for detecting the transcription level of PPO gene. In addition to the development of 
detection methods, preliminary test for using these three methods in P. monodon was conducted. 
The PO from normal shrimps and shrimps infected with Vibrio harveyi were determined. The results 
showed the corresponding results from the three methods.  
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บทที่1 

บทนํา 
   

กุงกุลาดําเปนสินคาสงออกที่ทํารายไดใหกับประเทศไทยมีมูลคาหลายหมื่นลานบาทตอป 
ประเทศผูนําเขาสินคากุงสดและแชเยือกแข็งมีกระจายอยูหลายทวีป ไดแก เอเซีย   สหรัฐอเมริกา   
แคนาดา   สหภาพยุโรป   ออสเตรเลีย จากตารางสถิติการสงออกกุงสดและแชเยือกแข็งของ
ประเทศไทย ปริมาณและมูลคาการสงออกลดนอยลง (ตารางที่ 1) ทั้งนี้เนื่องจากการเพาะเลี้ยงกุง
ทะเลประสบปญหาหลากหลายดวยกัน เชน การขาดแคลนพอแมพันธุ ปญหาดานมลภาวะ   และ
ที่สําคัญอยางยิ่ง คือ มีการระบาดของโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย   ไวรัสตัวแดงดวงขาว    ไวรัสหัว
เหลือง เปนตน  

โรคท่ีพบในกุงกุลาดําที่มีสาเหตุมาจากไวรัสมีความรุนแรงมากที่สุดเพราะนอกจากทําให
กุงตายอยางฉับพลันแลวยังไมมียารักษาอาการที่เกิดขึ้นได ไวรัสที่กอโรคในประเทศไทย ไดแก 
baculovirus (MBV), Lympoid organ virus, Infectious Hematopoietic and Hypodermal 
Necrosis virus (IHHNV), Hepatopencreatic Parvo-like virus, Yellow head virus (YHV) และ 
Systemic Ectodermal and Mesodermal Bacullovirus (SEMBV) (Flegel และคณะ., 1992) 
สําหรับแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคในกุงกุลาดําสวนใหญเปนแบคทีเรีย แกรมลบ ความรุนแรงที่
พบขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรีย เชน โรค Vibriosis ที่เกิดจากแบคทีเรียสกุล Vibrio ได
แก V. harveyi (โรคเรืองแสง), V. parahaemolyticus, V. vulnificus (โรคเสี้ยนดํา), V. 
splendidus นอกจากนี้แบคทีเรีย Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ยังเปนสาเหตุของ
โรคในกุงได (Flegel และคณะ, 1992) 

ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการปองกันตนเอง (Defense mechanisms) หรือระบบ
ภูมิคุมกัน (Immune system) ของกุงกุลาดําจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง เพื่อเปนพื้นฐานในการควบ
คุม และแกปญหาโรคติดเชื้อในกุงกุลาดาํ รวมถึงปรับปรุงการเพาะเลี้ยง การจัดการฟารม เพื่อทํา
ใหกุงที่เราเลี้ยงนี้มีความแข็งแรง มีภูมิคุมกันที่มีประสิทธิภาพในการปองกันโรคสูงขึ้น 
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ตารางที่ 1 การสงออกกุงไทย เดือนมกราคม - มิถุนายน 2545 
                                                                                                 หนวย : ปริมาณ - เมตริกตัน, มูลคา - ลานบาท 

ม.ค. - มิ.ย. 2544 ม.ค. - มิ.ย. 2545 % แตกตาง ประเทศ/ 
กลุมประเทศ ปริมาณ มูลคา ปริมาณ มูลคา ปริมาณ มูลคา 
เอเชีย 48,085.17 18,556.81 37,407.00 12,277.00 -22.21 -33.84
    - จีน 4,349.00 1,003.00 1,597.00 298.00 -63.28 -70.29
    - ญี่ปุน 23,093.00 11,039.36 20,489.00 8,014.00 -11.28 -27.41
    - อ่ืน ๆ 20,643.17 6,514.45 15,321.00 3,965.00 -25.78 -39.14
สหรัฐอเมริกา 45,430.00 19,919.00 42,347.00 15,227.00 -6.79 -23.56
อียู 7,566.00 2,568.78 3,637.00 927.00 -51.93 -63.91
ออสเตรเลีย 3,014.00 1,167.00 2,652.00 748.00 -12.01 -35.90
อ่ืน ๆ 5,599.70 2,358.15 5,486.00 1,763.00 -2.03 -25.24
รวมทั้งหมด 109,694.87 44,569.74 91,529.00 30,942.00 -16.56 -30.58
ที่มา: กรมศุลกากร  

 
 ระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา เปนระบบภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด (Innate immunity)  
ซึ่งเปนระบบที่ไมสามารถแยกความแตกตางของสิ่งแปลกปลอม หรือจุลินทรียตางๆ ไดอยาง
จําเพาะเจาะจง และไมมีการสรางอิมมูโนโกลบุลิน ถึงแมวาจะสัมผัสกับส่ิงที่มาคุกคามหลายๆ 
คร้ังก็ตาม ระบบภูมิคุมกันมีการทํางานรวมกัน 2 แบบ คือ ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนอง
โดยเซลล เม็ดเลือด  (cellular immunity) และแบบที่มีการตอบสนองโดยสารน้ํ า  (humural 
immunity) ซึ่งการทํางานของระบบภูมิคุมกันทั้ง 2 แบบนี้จะตองทํางานรวมกัน โดยพบวาการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันทั้งสองนี้มักมี prophenoloxidase activating system เกิดขึ้นดวย
เสมอดังนั้น prophenoloxidase activating system จึงมีความสําคัญตอการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันมาก ปจจุบันการวัดระดับของแอกติวิตีของฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) 
ทําไดโดยการวัดทางเคมี ใช L-DOPA เปนสารตั้งตนของปฏิกิริยา ไดผลผลิตเปนสารที่มีสีสมแดง 
Dopachrome (Smith และ Söderhäll, 1991)  แตก็ยังไมมีการยืนยันที่แนนอนวา แอกติวิตีของฟ
นอลออกซิเดสนี้ ควรอยูในระดับใด และกุงที่กําลังปวยกับกุงปกติ จะมีปริมาณแอกติวิตีของฟนอล
ออกซิเดส เหมือนหรือตางกันอยางไร ประกอบกับการวัดระดับแอกติวิตีของฟนอลออกซิเดสนี้ ยัง
ไมมีความแนนอน และแมนยํา ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดปรับปรุงวิธีการวัดแอกติวิตีของฟนอลออก 
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ซีเดสทางเคมี และพัฒนาวิธีการวัดปริมาณโปรฟนอลออกซิเดสทางอิมมูนวิทยาดวยวิธี ELISA 
และปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซิเดสในระดับอารเอ็นเอ เพื่อใหการตรวจวัดระดับ
โปรฟนอลออกซีเดสมีความถูกตองมากยิ่งขึ้น 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อปรับปรุงวิธีการตรวจวัดแอกติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธีทางเคมี ใหมีความสะดวก     
 รวดเรว็ และมีความถูกตองแมนยํา 

2. ผลิตแอนติบอดี เพื่อใชในการตรวจวัดระดับโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํา 
3. ศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส ในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ Vibrio 

harveyi ดวยการทดสอบทางเคมี, วิธีทางอิมมูนโนวิทยาโดยการทํา ELISA   และวิธีทางชีว
วิทยาโมเลกุลโดยการทํา semi-quantitative RT-PCR 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงขอดี และขอเสียของการตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสในแตละวิธี 
2. ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงระดับแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสกับการติดเชื้อโรคในกุงกุลาดํา 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

1. ชีววิทยาของกุงกุลาดํา 

กุงกุลาดํา มีชื่อสามัญเปนภาษาอังกฤษวา Black Tiger Prawn มีลักษณะทาง 
อนุกรมวิธานเปนดังนี้ 

ไฟลัม Arthopoda 
        คลาส Crustacea 
                        อันดับ Decapoda 
                             วงศ Penaeidae  
                                   สกุล Penaeus  
                                                    ชนิด monodon                                    (Solis, 1988) 
 
ชื่อวิทยาศาสตร Penaeus monodon (Fabricius, 1798) 
ชื่อสามัญ  กุงกุลาดํา (Black Tiger Prawn) 

 กุงกุลาดําเปนกุงทะเลที่มีขนาดประมาณ 18–25 เซนติเมตร ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถึง 
น้ําตาลเขม มีลายพาดขวางที่หลังประมาณ 9 ลายและสีออกน้ําตาล เขมขางแถบสีขาว ดานบน
ของกรีมีฟน 7-8 ซี่ ดานลางมี 3 ซี่ หนวดยาวไมมีลายชัดเจน ขาเดินมีสีแดงปนดํา ขาวายน้ํา 
มีสีน้ําตาลปนน้ําเงิน (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) กุงกุลาดําทนทานตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพ
แวดลอมไดดี  ทนความเค็มในชวงกวาง ตั้งแตความเค็มตํ่าใกลศูนย ถึงความเค็มสูงสุด 40 สวนใน
พันสวน (ppt) (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2535) 

2. ระบบภูมิคุมกันในสิ่งมีชีวิต  

 สิ่งมีชีวิตทุกชนิดตองเผชิญกับส่ิงแวดลอมที่เปนอันตรายตลอดเวลา เชน จุลินทรียและเชื้อ
โรคตางๆ ที่อยูในสิ่งแวดลอม เพื่อการอยูรอดส่ิงมีชีวิตตองมีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันขึ้นมา ซึ่ง
เมื่อมีสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนเขาสูรางกายของสิ่งมีชีวิต ส่ิงมีชีวิตนั้นจะมีการตอบสนอง
หลายอยางเกิดขึ้นภายในรางกาย เพื่อปองกันตัวเองและกําจัดหรือทําลายสิ่งแปลกปลอมนั้น  
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ทําใหสิ่งมีชีวิตดํารงชีวิตไดอยางปกติ ทั้งนี้จะกลาวถึงระบบภูมิคุมกันในสัตวมีกระดูกสันหลังและ
ไมมีกระดูกสันหลัง 

2.1 ระบบภูมิคุมกันในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

  ในสัตวมีกระดูกสันหลัง ระบบภูมิคุมกันมีการตอบสนองโดย บี– ลิมโพไซด และที – ลิมโพ
ไซด โดยมีการสรางอิมมูโนโกลบุลิน (immunoglobulin) เปนการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมแบบ
พึ่งเซลลอยางจําเพาะ และมีความจําเพาะตอส่ิงแปลกปลอม ภูมิคุมกันและผลิตภัณฑตางๆ ของ
ระบบภูมิคุมกันสามารถจัดแบงออกไดเปนสองกลุมใหญคือ 

2.1.1 ภูมิคุมกันตามธรรมชาติ (Natural or Innate Immunity) เปนระบบปอง
กันทั่วไปของรางกายที่มีการตอตานการรุกราน การติดเชื้อตางๆ ในลักษณะเดียวกันทุกครั้งที่มีการ
สัมผัส กลไกการปองกัน ตอตาน การรุกรานของสิ่งแปลกปลอมตางๆ โดยการมีสิ่งกีดขวางการหลั่ง
สารตางๆ ตลอดจนเซลลที่เกี่ยวกับการกลืนทําลายและสภาพทางสรีระวิทยาตางๆ เชน การเปนไข 
ภูมิคุมกันตามธรรมชาติจะปรากฏอยูตลอดเวลาในสัตวทั่วไป และมีการเปลี่ยนแปลงตามสภาวะ
ทางสรีระวิทยา เชน สภาวะโภชนาการ อายุ และฮอรโมน กลไกเหลานี้จะไมสามารถแยกความ
แตกตางของสิ่งแปลกปลอมหรือจุลินทรียตางๆ ไมมีการปรับเปลี่ยนการตอบสนอง ถึงแมจะเผชิญ
กับส่ิงที่คุกคามมาหลายๆ คร้ังก็ตาม แนวปองกันที่สําคัญคือเยื่อบุผิว ไดแก เยื่อบุผิวหนัง เยื่อบุผิว
ทางเดินอาหารและทางเดินหายใจ เปนสิ่งที่กีดขวางทางกายภาพตอตานการรุกรานของสิ่งแปลก
ปลอม การหลั่งสารตางๆ เชน กรดในกระเพาะ ไลโซไซมในน้ําตา กรดไขมันจากตอมไขมัน 
(Selaceous gland) และโปรตีนตางๆ ในเลือด ซึ่งมีฤทธิ์ในการทําลายจุลินทรียและพิษของ 
จุลินทรียตางๆ ในกรณีที่ส่ิงแปลกปลอมสามารถผานแนวปองกันเหลานี้เขาสูภายในรางกายได 
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ เชน แมคโครฟาจและเม็ดเลือดขาวหลายชนิด (Macrophage and 
polymorphonuclear lymphocytes) จะถูกดึงมายังบริเวณเหลานั้นเพื่อกลืนกินและทําลายสิ่งที่
คุกคามรางกาย การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมที่รุกรานนี้อาจกอใหเกิดการตอบสนองทาง 
สรีรวิทยาที่เรียกวา อาการอักเสบ (inflammatory response) ซึ่งเปนอาการบวมแดงและเพิ่มความ
รอนในบริเวณที่ไดรับอันตราย อันเกิดเนื่องจากการหดตัวของหลอดเลือดที่นําเลือดออกจาก
บริเวณนั้นซึ่งจะเกิดขึ้นทันทีที่ไดรับการบาดเจ็บและมีการเพิ่มการผานออกของสารจากหลอดเลือด
ฝอยในบริเวณนั้น ทําใหของเหลวและเซลลตางๆ ออกมาคั่งในบริเวณนั้น ทําใหเกิดอาการบวม
และเจ็บ การสะสมของเซลลเม็ดเลือดขาวที่ทําหนาที่จับกิน (phagocyte) จะถูกดึงจากสารตางๆ 
ที่ปลอยจากจุลินทรีย ทําหนาที่เปน chemotactic agent เชน F-meth-Phe และ F-meth-Leu-Phe 
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ซึ่งเปนสารที่พบทั่วไปในจุลินทรีย เซลลเหลานี้ก็จะทําหนาที่กําจัดเชื้อโรคและเนื้อเยื่อที่ตายเปนผล
ใหมีการรักษาและอาจกอใหเกิดแผลเปนในบริเวณที่ถูกทําลาย อาการอักเสบอาจเกิดขึ้นเองโดย
อิสระ หรืออาจรวมกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัสก็ได อยางไรก็
ตามเมื่อจุลินทรีย หรือสิ่งแปลกปลอมที่ฝาแนวปองกันเหลานี้เขาไปในรางกายได มักจะเจริญหรือ
กอใหเกิดอันตรายอยางรวดเร็ว รางกายตองการระบบการปองกันที่มีประสิทธิภาพสูงจําเพาะตอ
ส่ิงแปลกปลอมนั้นโดยมีการทําลายเนื้อเยื่อของสัตวเองนอยที่สุด แนวปองกันนี้ตอบสนองโดย
ภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัส 
 

2.1.2 ภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัส (Acquired Immunity or Adaptive 
Resistance) ภูมิคุมกันแบบนี้ปกติจะไมมีการแสดงออก จนกระทั่งไดรับการสัมผัสจากการติดเชื้อ 
หรือปลูกภูมิคุมกัน สามารถแยกความแตกตางระหวางจุลินทรียชนิดตางๆ ได ในสัตวมีกระดูก 
สันหลัง ภูมิคุมกันแบบนี้สามารถถูกกระตุนใหมีการตอบสนองแยกไดเปนสองทาง คือ  

   2.1.2.1 การสรางแอนติบอดีจําเพาะชนิด (Specific antibody) แลวหลั่ง
เขาสูระบบเลือดและระบบน้ําเหลืองเรียกวา humoral immunity (HI)  

   2.1.2.2กระตุนเม็ดเลือดขาวที่จําเพาะตอส่ิงกระตุนใหทําลายสิ่งแปลก
ปลอมเรียกวา Cell mediated immunity (CMI)  

 เซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดีไดแก บี-ลิมโฟไซด (B-lymphocyte) แอนติบอดีเปน
โปรตีนสามารถจับอยางจําเพาะกับโครงสรางตางๆ ที่เรียกวาแอนติเจน (antigen) เชนจุลินทรีย 
โดยมีบริเวณที่จําเพาะสําหรับจับกับแอนติเจน (antigen specific binding site) แอนติบอดีเปน
โปรตีนในซีรัมในกลุมที่เรียกวาอิมมูโนกลอบบูลิน การตอบสนองแบบพึ่งเซลลตอบสนองโดย ที-ลิม
โฟไซด (T-lymphocyte) ที-ลิมโฟไซดที่ถูกกระตุนมีรีเซฟเตอร (receptor) คลายกับ biding site 
ของแอนติบอดี (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2540) 

2.2 ระบบภูมิคุมกันในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 

 ระบบภูมิคุมกันของสัตวไมมีกระดูกสันหลังเปนภูมิคุมกันตามธรรมชาติ ไมมีการสราง 
อิมมูโนโกลบุลิน  เนื่องจากเปนสัตวที่มีระบบเลือดแบบเปด ดังนั้นจึงมีกลไกในการปองกันในทันที
ซึ่งการตอบสนองเปนแบบไมจําเพาะ (non-spectific defense) และไมตองอาศัยการชักนําใหเกิด
ข้ึน (Johansson และ Söderhäll, 1989; Smith และ Söderhäll, 1983) ประกอบดวยการแข็งตัว
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ของเลือด (coagulation) เพื่อจับส่ิงแปลกปลอมและปองกันการสูญเสียเลือดในขณะที่เกิดบาด
แผลขึ้น โดยอาศัยการทํางานของเซลลเม็ดเลือด ไดแก การเกิดกระบวนการกลืนทําลาย 
(phagocytosis) การหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) การสรางโนดูล (nodulation) สวน
การตอบสนองโดยสารน้ํา ประกอบดวย agglutinins, lysins และ bactericidins เปนตน 
(Sindermann, 1990)  นอกจากนี้ยังมีระบบโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system) ซึ่ง
เปนการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่สําคัญ โดยที่เอนไซม และสาร
ตางๆ ที่อยูในระบบโปรฟนอลออกซีเดสนี้พบอยูในเซลลเม็ดเลือด ชวยใหการตอบสนองตอส่ิง
แปลกปลอมโดยเซลลเม็ดเลือดทํางานไดดีขึ้น (Söderhäll, 1981 และ 1982) 

2.3 ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 

ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุมครัสเตเชียน เปนระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติ ซึ่งเปน
ระบบที่ไมสามารถแยกความแตกตางของสิ่งแปลกปลอมหรือจุลินทรียตางๆ ไดอยางจําเพาะ
เจาะจง และ ไมมีการปรับเปล่ียนการตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีถึงแมวาจะสัมผัสกับส่ิงที่
มาคุกคามหลายๆ คร้ังก็ตาม ระบบภูมิคุมกันโรคของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนมี 2 ระบบ (Lackie, 
1980; Ratcliffe และคณะ, 1985; Smith และ Chisholm, 1992) คือ ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการ
ตอบสนองโดยเซลล หรือแบบพึ่งพาเซลล (cellular immunity) และ แบบที่มีการตอบสนองแบบ
หลั่งสาร (humoral immunity) ซึ่งการทาํงานของระบบภูมิคุมกันทั้ง 2 แบบนี้จะตองทํางานรวมกัน  

  2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือด  

เปนการทํางานโดยเซลลเม็ดเลือด ซึ่งมีการแบงเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําออก
ไดเปน 3 ประเภทหลัก(Van de Braak และคณะ ; 1996, กิจการ และคณะ; 2543) คือ  

ไฮยาลีนเซลล (hyaline cell) เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด มีรูปรางแบน 
กลม ผิวเรียบ บางครั้งอาจพบรูปรางคลายกระสวย หรือพระจันทรเสี้ยว ลักษณะโครงสรางที่ผิว
ของเซลลไมพบไมโครวิลไล (microivilli) หรือเทาเทียม (pseudopodia) อัตราสวนของนิวเคลียส
ตอไซโตพลาสซึ่มสูง ไมมีแกรนูล ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 6.4-8.3 ไมครอน (ในกรณี
เซลลกลม) หรือมีขนาดความกวาง 2.5-3.6 ไมครอน ยาว 6.8-13.9 ไมครอน (ในกรณีที่เซลลเปน
รูปรี หรือรูปกระสวย) (รูปที่2.1) 
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แกรนูลารเซลล  (granular cell) เปน เซลล เม็ดเลือดที่มี ขนาดใหญ ที่ สุด  มี
นิวเคลียสขนาดเล็ก ภายในไซโตพลาสซึ่มมีแกรนูลขนาดใหญเปนนจํานวนมาก ขนาดของแกรนูล
มีขนาดประมาณ  0.7-1.0 ไมครอน ลักษณะการยืดของเทาเทียม หรือสวนยื่นของเซลล (cell 
process) ชนิดนี้เห็นไดชัดเจน ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 8-10 ไมครอน ความยาว 
12.2-14.6 ไมครอน และความกวาง 7.2-7.8 ไมครอน (รูปที่2.1) 

เซมิแกรนูลารเซลล (semi-granular cell) เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีลักษณะผสม
ผสานระหวาง ไฮยาลีน กับ แกรนูลาร มีขนาดและจํานวนแกรนูลนอยกวาแกรนูลาร เปนเซลลที่
เกาะพื้นผิวแกวไดดี มีสวนยื่นของเซลล หรือเทาเทียมคอนขางมาก บริเวณผิวเซลลอาจพบไมโคร
วิลไลไดเล็กนอย ขนาดของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมครอน และยาว 9.0-14.2 ไมครอน (รูปที่ 
2.1) 

 

 
 

รูปที่ 2.1 เซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (1) แกรนูลารเซลล  (2),(3) เซมิแกรนูลารเซลล   
(4) แกรนูลารเซลลที่ไมมีนิวเคลียส และ (5) ไฮยาลีนเซลล 

 ที่มา : Van de Braak และคณะ, 1996 
 

ระบบภูมิคุมกันแบบตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือดนี้ กําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือ 
จุลินทรียที่เขามาคุกคามโดยกระบวนการกลืนทําลาย แตถาสิ่งที่เขามานั้นมีขนาดใหญ หรือ
จํานวนมากเกินกวาที่เซลลเม็ดเลือดจะจับกิน จะมีการรวมกันของเซลลเม็ดเลือดหลายๆ เซลลมา
ลอมรอบสิ่งแปลกปลอมนั้นๆ ไว เกิดกระบวนการที่เรียกวา การหอหุมส่ิงแปลกปลอม หรือเกิดการ
สรางโนดูล  เพื่อควบคุมไมใหสิ่งแปลกปลอมกระจายไปในกระแสเลือด (Smith และ Ratcliffe; 
1981, Johnson; 1987) ซึ่งเซลลเม็ดเลือดทั้ง 3 ชนิดทําหนาที่แตกตางกัน (ตารางที่2.1) ในการเกิด
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมโดยเซลลเม็ดเลือดตองอาศัยระบบภูมิคุมกันที่มีการตอบสนอง
โดยสารที่หลั่งออกมาจากเซลลเม็ดเลือด หรือสารที่มีอยูในน้ําเลือด เพื่อชวยในการจดจําและจับ
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กันไดของผิวเซลลเม็ดเลือดกับโมเลกุลของสิ่งแปลกปลอม หรือจุลินทรียที่เขามารุกราน (non-self 
recognition)  

2.3.1.1 การแข็งตัวของเลือด (hemolymph clotting) 

เปนกระบวนการแรกที่เกิดขึ้นภายหลังไดรับบาดแผล เพื่อปองกันการสูญ
เสียเลือดและปองกันการบุกรุกของเชื้อโรคผานบาดแผล (Johansson และ Söderhäll, 1989) การ
แข็งตัวของเลือดของสัตวกลุมค รัสเตเชียนเปนการทํางานเอนไซมทรานสกลูตามิ เนส 
(transglusminase, TGase) ที่หลั่งออกมาจากเซลลเม็ดเลือดมากระตุนใหโปรตีน  (clotting 
protein) เกิดปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชั่น (polymerisation) ไดลักษณะเปนเจลปดบาดแผลไว ซึ่ง
กระบวนการการแข็งตัวของเลือดนี้ตองอาศัยแคลเซียมเปนโคเอนไซม (Kopácek และคณะ, 
1993; Yeh และคณะ, 1998) นอกจากนี้ยังพบอีกวากระบวนการแข็งตัวของเลือดนี้จะเกิดขึ้น
พรอมกับกระบวนการสรางเม็ดสีดํา (melanisation) ที่ เกิดขึ้นในระบบโปรฟนอลออกซีเดส 
(Ratcliffe แ ล ะ ค ณ ะ , 1985; Johansson แ ล ะ  Söderhäll, 1989; Sritunyalucksana แ ล ะ  
Söderhäll, 2000) 

2.3.1.2 กระบวนการกลืนทําลายหรือฟาโกไซโตซีส 

กระบวนการกลืนทําลายเปนกลไกพื้นฐานที่สําคัญในการทําลายหรือ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมทั้งที่มีชีวิตและไมมีชีวิตที่รุกรานเขาไปในรางกาย (Reade, 1968; McKay 
และ Jenkin, 1970) ข้ันตอนในการกลืนทําลายจะมีลักษณะเชนเดียวกับสัตวที่มีกระดูกสันหลัง 
(Ratcliffe และคณะ, 1985) โดยขั้นตอนแรกของการเกิดกระบวนการกลืนทําลายไดแก การที่ส่ิง
แปลกปลอมเกาะบนเซลลเมนเบรนของเซลลเม็ดเลือด และมีการยื่นไซโตพลาสซึมลอมรอบส่ิง
แปลกปลอม นําไปสูการเพิ่มการนําออกซิเจนเขาสูเซลล (respiratory burst) ซึ่งออกซิเจนเหลานี้
จะถูกรีดิวซเปนซูเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion; O2

-) ดวย NADPH oxidase ตอ
จากนั้น O2

- จะถูกเปลี่ยนเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide; H2O2) โดยการเรง
ปฏิกิริยาดวยซูเปอรออกไซดดิสมิวเทส (superoxidase dismutase; SOD) (Klein, 1982; Pick 
และ Keisari, 1980) ดังสมการตอไปนี้ 
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2O2 + HADPH                                2O2

- + NADP+ + H+ 

           
O2

- + O2
- + 2H+                                H2O2 + O2 

 
O2

- อาจถูกเปลี่ยนเปน H2O2 ไดอีกทางหนึ่งโดยการเกิดเองตามธรรมชาต ิ
ไมตองอาศัยเอนไซมและไดซิงเกล็ทออกซิเจน (singlet oxygen; 1O2) เปนผลผลิตรวมกับ H2O2 
น อก จ าก นี้  O2

- ยั งทํ า ป ฏิ กิ ริ ย า ร ว ม กั บ  H2O2 เกิ ด เป น ไฮ ด รอ ก ซิ ล เรดิ คั ล  (hydroxyl 
radical; .OH)(Klein, 1982) ดังสมการตอไปนี้  

 
O2

- + O2
- + 2H+   1O2 + H2O2 

 
O2

- + H2O2    .OH + OH- +O2 

 
จากปฏิกิริยาขางตน O2

-, H2O2, 1O2 และ .OH มีบทบาทสําคัญในการ
ทําลายสิ่งแปลกปลอมที่ถูกนําเขาเซลลโดยวิธีกลืนทําลาย (Adema และคณะ, 1991; Bachère 
และคณะ, 1995; Klein, 1982; Pick และ Keisari, 1980) แตเนื่องจาก 1O2 และ .OH ไมเสถียร 
(Klein, 1982) ทําให O2

- และ H2O2 มีบทบาทมากที่สุดในการทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยกระบวน
การกลืนทําลาย ซึ่งมีผูรายงานไวในหอยทาก (Adema และคณะ, 1991) และกุงกุลาดํา (Song 
และ Hsieh, 1994; Sung และคณะ, 1996) 

กระบวนการกลืนทําลายเกิดขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ
ชนิดของสัตว (ตารางที่ 2.1) เชน ในกุงน้ําจืด ไฮยาลีนเซลลทําหนาที่กลืนทําลาย (McKay และ 
Jenkin, 1970; Smith และ Söderhäll, 1983) สวนในกุงน้ําเค็มสกุลพีเนียส และกุงมังกร เซมแิกรนู
ลารเซลลทําหนาที่ในการกลืนทําลาย (Bachère และคณะ, 1995; Hose และคณะ, 1990; Itami 
และคณะ, 1998) 

เปอรเซ็นของการเกิดฟาโกไซโตซีสเปนตัวบงชี้ประสิทธิภาพการจับกินสิ่ง
แปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือด พบวามีคาตั้งแต 1-2% (Paterson และ Swetart, 1974) จนถึง 
84% (Itami และคณะ, 1998) ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวทดลอง วิธีการวิเคราะห ส่ิงแปลกปลอมที่ใช 

SOD

NADPH oxidase
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และการกระตุนเม็ดเลือด โดยพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดกระบวนการกลืนทําลายคือ 22 
องศาเซลเซียส (McKay และ Jenkin, 1970) 

องคประกอบในสารน้ํา (humoral component) เปนปจจัยหนึ่งที่ทําให
กระบวนการกลืนทําลายเกิดสูงขึ้น McKay และคณะ (1969) และ McKay และ  Jenkin (1970) 
พบวาเมื่อบมส่ิงแปลกปลอมดวยซีรัมของกุงน้ําจืด  Parachaeraps bicarinatus กอนนําไป
วิเคราะหกระบวนการกลืนทําลาย จะทําใหกระบวนการกลืนทําลายสูงขึ้น และนอกจากนี้ พบวาซี
รัมประกอบดวยแอคกลูตินิน (agglutinin) ทําใหสรุปไดวาสารในน้ําเลือดที่สามารถทําหนาที่
กระตุนกระบวนการกลืนทําลาย หรือที่เรียกวา ออพโซนิน (opsonin) คือ แอคกลูตินิน 

แอคกลูตินินที่พบในกุงมังกร Homarus americanus มีคุณสมบัติเปน
สารกระตุนกระบวนการกลืนทําลายไดเชนกัน (Paterson และ Stewart, 1974)  

แอคกลู ติ นิ น ที่ เชื่ อ ม ต อกั บ ไล โป โพ ลี แซคคาไรด  (LPS-binding 
agglutinin) เปนแอคกลูตินินชนิดหนึ่งที่พบวาเปนสารกระตุนกระบวนการกลืนทําลายในกุงสีน้ํา
ตาล Penaeus californiensis (Vagas-Albores, 1995) นอกจากนี้ยังพบวา โปรตีนที่เชื่อมตอกับ
บีตา-1, 3-กลูแคน (ß-1, 3-glucan binding protein) และโปรตีน 76 kDa ซึ่งเปนองคประกอบใน
เลือดกุงปกติ สามารถเปนออพโซนิน กระตุนกะบวนการกลืนทําลายได (Cerenius และคณะ, 
1994; Johansson และ Söderhäll, 1989; Thörnqvist และ Söderhäll, 1997) สําหรับปู Carcius 
manas จะมีโปรตีน 80 kDa และโปรตีนที่เชื่อมตอกับบีตา-1, 3-กลูแคนในน้ําเลือด ทําหนาที่
เปนออพโซนินกระตุนกระบวนการกลืนทําลาย (Johansson, 1995) บีตา-1, 3-กลูแคนซึ่งเปนองค
ประกอบของผนังเซลลเชื้อราพบวา สามารถกระตุนกระบวนการกลืนทําลายไดเชนกัน (Smith และ 
Söderhäll, 1983) โดยบีตา-1, 3-กลูแคนจะเพิ่มระดับโปรตีนที่เชื่อมกับบีตา-1, 3-กลูแคนที่ทําหนา
ที่เปนออพโซนินในซีรัม (Vagas-Albores, 1995)  

กระบวนการกลืนทําลายไมไดเกิดเฉพาะเซลลเม็ดเลือดในระบบหมุน
เวียนเทานั้น เซลลที่อยูกับที่ (fixed cell) บริเวณเหงือก ที่เรียกวา nephrocytes ก็สามารถทําหนา
ที่กลืนทําลายสิ่ งแปลกปลอมไดดวยเชนกัน  (Ratcliffe และคณะ , 1985; Thörnqvist และ  
Söderhäll, 1997) 
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2.3.1.3 การสรางโนดูล (nodule formation) 

   กรณีที่มีเชื้อโรค และสิ่งแปลกปลอมบุกรุกเขามาเปนจํานวนมากเกินกวา
ความสามารถที่กระบวนการกลืนทําลายจะกําจัดได การสรางโนดูลเปนกลุมกอนเซลลรอบๆ ส่ิง
แปลกปลอมจะเกิดขึ้นเพื่อไมใหสิ่งแปลกปลอมกระจายไปทั่วรางกาย และมักพบการสรางโนดูล 
บริเวณเหงือก และตับ (hepatopancreas) (Ratcliffe และคณะ, 1985) พรอมกับการสรางเม็ดสี
ดํา (melanin) ในระบบโปรฟนอลออกซีเดส (Johansson และ Söderhäll, 1989)  

   2.3.1.4 การหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) 

   การหอหุมส่ิงแปลกปลอมจะเกิดขึ้นเมื่อส่ิงแปลกปลอมมีขนาดใหญมาก
กวา 10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) จนเซลลเม็ดเลือดเซลลเดียวไมสามารถกลืนทําลายได ตอง
อาศัยเซลลเม็ดเลือดเปนจํานวนมากมาลอมหอหุมส่ิงแปลกปลอมไว สิ่งแปลกปลอมที่มีขนาดใหญ 
เชน พยาธิ เชื้อรา และสัตวเซลลเดียวขนาดใหญ(Ratcliffe และคณะ, 1985) เซลลเม็ดเลือดที่ทํา
หนาที่ในการหอหุมส่ิงแปลกปลอมไดแก เซมิแกรนูลาร และแกรนูลารเซลล (ตารางที่ 2.1) กลไก
การกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่ถูกหอหุมจะอาศัยองคประกอบในระบบโปรฟนอลออกซีเดส พรอมกับมี
การเกิดเม็ดสีดํา (Nappi, 1973; Ratcliffe และคณะ, 1985) และพบวาโปรตีนขนาด 76 kDa ที่
แยกไดจากน้ําเลือดชวยใหการหอหุมส่ิงแปลกปลอมเกิดเพิ่มข้ึน โดยกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดยึด
เกาะสิ่งแปลกปลอมดีขึ้น (Johansson และ Söderhäll, 1989; Smith และ Chisholm, 1992) 

2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนองโดยสารน้ําหรือแบบหลั่งสาร 

  ซีรัมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังไมพบอิมมูโนโกลบุลิน  (immunoglobulin) 
เหมื อนสัตวมี กระดูกสันหลั ง  (Lackie, 1980; Ratcliffe และคณะ , 1985; Thörnqvist และ  
Söderhäll, 1997) แตมีองคประกอบหลายชนิดที่ทําหนาที่ในระบบภูมิคุมกัน ไดแก สารออกฤทธิ์
ตานแบคทีเรีย (antibacteria activity) แอคกลูตินิน (agglutinin) สารคลายไซโตไคน (cytokine-
like factors) โมดูเลเตอร (modulators) และสารที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด (clotting 
factors) องคประกอบเหลานี้เกิดขึ้นเองในธรรมชาติ (Chisholm และ Smith, 1995; McKay และ
คณะ, 1969; Stewart และ Zwicker, 1972) หรืออาจถูกชักนําใหสรางขึ้น (Adums, 1991; Evans 
และคณะ, 1968,1969a, 1969b; Stewart และ Zwicker, 1972) ซึ่งการถูกชักนํานี้ไมมีคุณสมบัติ
ของอิมมูโนโกลบุลิน คือ ไมสามารถจดจําแอนติเจน และตอบสนองตอแอนติเจนนั้นๆ อยาง
จําเพาะเจาะจง เมื่อพบแอนติเจนในครั้งตอไป (Lackie, 1980; Ratcliffe และคณะ, 1985) 
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2.3.2.1 สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย หรือ แบคเทอริซิดิน (bactericidin) เปนสาร
ตานแบคที เรียที่ รายงานพบในน้ําเลือดกุงมังกร (Evans และคณะ , 1968, 1969a, 1969b; 
Stewart และ Zwicker, 1972; Weinheimer และคณะ, 1969) สามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นเมื่อไดรับ
สารกระตุน, ไมทนความรอน และมีความจําเพาะตอเชื้อบางชนิด มีการศึกษาไมมากนักในกลุม 
ครัสเตเซียน สวนใหญจะศึกษาในสัตวท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน กุงมังกร และกุงสกุล 
Penaeus เปนตน (ตารางที่ 2.2) ฤทธิ์ตานแบคทีเรียสามารถพบไดทั้งสวนพลาสมา (Adams, 
1991; Destoumieux และคณะ, 1997; Evans และคณะ, 1968, 1969a, 1969b; Stewart และ 
Zwicker, 1972) ซีรัม (Noga และคณะ, 1996, Stewart และ Zwicker, 1972) และในสารละลาย 
HLS (hemocyte lysate supernatant) (Chisholm และ Smith, 1995; Destoumieux และคณะ, 
1997; Noga และคณะ, 1996) 
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ตารางที่ 2.1 หนาที่ของเซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 
ชนิดเซลลเม็ดเลือด 

บทบาทหนาที่ ชนิดของครัสเตเชียน ไฮยาลีนเซลล เซมิแกรนูลารเซลล แกรนูลารเซลล อางอิง 

การแข็งตัวของเลือด 
(hemolymph clotting) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

+ - - Hose และคณะ (1990) 

กุงน้ําจืด Parachaeraps bicarinatus 
กุงน้ําจืด Astacus astacus + - - 

McKay และ Jenkin (1970) 
Smith และ Söderhäll (1983) 

กระบวนการกลืนทําลาย 
(phagocytosis) 

กุง Penaeus japonicus 
กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

- + + 
Bachère และคณะ (1995) 
Itami และคณะ (1998) 
Hose และคณะ (1990) 

การหอหุมสิ่งแปลกปลอม 
(encapsulation) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

- + + Hose และคณะ (1990) 

ระบบโปรฟนอลออกซีเดส 
(prophenoloxidase system) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
กุงมังกร Nephrops norvegicus 
ปู Loxorhynchus grandis 

- 
+ 

(ในแกรนูล) 
+ 

(ในแกรนูล) 
McKay และ Jenkin (1970) 
Smith และ Söderhäll (1991) 
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   Evans และคณะ (1968, 1969a, 1969b) และ Weinheimer และคณะ 
(1969) พบวาแบคเทอริซิดินสามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นเมื่อไดรับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบรูปทอน 
EMB-1 ที่แยกไดจากลําไสของกุงมังกร Panulirus argus  ที่มีสุขภาพดี ในรูปเซลลที่มีชีวิต และ
เซลลที่ถูกฆาดวยฟอรมาลิน 0.5% เปนสารกระตุนภูมิคุมกัน เมื่อไดรับการกระตุนครั้งที่ 2 และ 3 
จะพบแบคเทอริซิดิน ไตเตอรสูงขึ้นตามลําดับ แตแบคเทอริซิดินจะแสดงความจําเพาะตอเชื้อเพียง
บางชนิด (ตารางที่ 2.2) 

   Stewart และ Zwicker (1972) พบวา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียในน้ําเลือดกุง
มังกร Homarus americanus สูงขึ้น เมื่อกระตุนดวยเชื้อ Pseudomonas perolens ในรูปเซลลที่
ตายแลว ซึ่งแยกไดจากลําไสกุงมังกร และเปนสายพันธุที่ไมกอโรคในกุง แบคเทอริซิดินที่พบไมทน
ความรอน และมีฤทธิ์สูงขึ้นเมื่อpHลดลงจาก 7.6 เปน 6.0 (ตารางที่ 2.2) 

   Chisholm และ Smith (1995) ศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรียในครัสเตเซียน
หลายชนิด พบวา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียมีฤทธิ์ยับยั้งแตไมทําใหเซลลแบคทีเรียแตก โดยที่ฤทธิ์ตาน
แบคทีเรียที่พบในสวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตกไมไดเกิดจากฟนอลออกซิเดสที่พบในเซลลเม็ด
เลือด 

   Noga แล ะคณ ะ  (1996) ศึ ก ษ าฤท ธิ์ ต า น แบ คที เรี ย ใน ปู ท ะ เล 
(Callinectes sapidus พบฤทธิ์ตานแบคทีเรียทั้งในซีรัม และสวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตก มีคุณ
สมบัติเปนโปรตีน มีฤทธิ์ดีที่pHต่ํา (5.2-6.0) ถูกยับยั้งโดยโซเดียมคลอไรด และไมทนความรอน 
(ตารางที่ 2.2) 

   Destoumieux และคณะ (1997) คนพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพในน้ํา
เลือดกุง Penaeus vannamei และตั้งชื่อวา penaeidins โปรตีนนี้สามารถสกัดไดทั้งจากสวน
พลาสมาและเซลลเม็ดเลือดมีฤทธิ์ตานจุลชีพโดยไมทําใหเซลลแบคทีเรียแตก (non lytic activity) 
สรางและจัดเก็บอยูในเซลลเม็ดเลือดของกุง Penaeus vannamei   

   ในกุงกุลาดํามีผูรายงานฤทธิ์ตานแบคทีเรียไมมากนัก Adums (1991) 
พบฤทธิ์ตานแบคทีเรียในกุงกุลาดําในสวนพลาสมากุง สามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นดวยสารกระตุน
ภูมิคุมกันที่ผลิตจาก V. alginolyticus ที่ฆาใหตายดวยความรอน   
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   Sung และคณะ (1996) พบฤทธิ์ตาน E. coli ในกุงกุลาดําสูงขึ้นอยาง
รวดเร็วแตคงอยูในชวงเวลาสั้นๆ เมื่อกระตุนดวยเซลล Vibrio ที่ทําใหตายดวยความรอน บีตา-กลู
แคน และไซโมแซน เอ      

2.3.2.2 แอคกลูตินิน (agglutinin)  

   แอคกลูตินินเปนสารกอใหเกิดการจับตัวของเม็ดเลือดแดงของสัตวมี
กระดูกสันหลัง (McKay และคณะ, 1969) แบคทีเรีย (Sritunyalucksana, 1995) และโปรโตซัว 
(Bang, 1962) พบโดยธรรมชาติในน้ําเลือดของครัสเตเซียน แอคกลูตินินนอกจากจะเปนสารกอให
เกิดการจับตัวของสิ่งแปลกปลอมแลว ยังมีหนาที่เปนออพโซนินกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซีส
ในการปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลลดวย (McKay และ Jenkin, 1970; Paterson และ Stewart, 
1974; Vargas-Albores, 1995) 

   เลคติน (Lectin) เปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่สามารถจับไดอยางจําเพาะกับ
สารจําพวกคารโบไฮเดรต จัดเปนแอคกลูตินินชนิดหนึ่ง มีสวนเกี่ยวของกับการจับกันไดระหวาง
เซลลเม็ดเลือดของสัตวไมมีกระดูกสันหลังกับผิวของสิ่งแปลกปลอม มีคุณสมบัติเปนออฟโซนิน 
(Ratcliffe และคณะ, 1985) ซึ่งเลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนไดมีการแยกและศึกษาคุณสมบัติ
บางประการไวดังแสดงในตารางที่ 2.3 

   2.3.2.3 สารคลายไซโตไคน (cytokine-like factors) 

   ไซโตไคนเปนโปรตีนที่ไมใชแอนติบอดี สรางในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดย
ผลิตจากลิมโฟซัยท มีหนาที่ชวยรักษาความสมดุลของเลือดในระบบภูมิคุมกัน และชวยในการ
ประสานงานระหวางระบบภูมิคุมกันกับระบบอื่นๆ ในรางกาย (Smith และ Chisholm, 1992) 

   สารที่แสดงสมบัติคลายไซโตไคนในกุงไดแก โปรตีนขนาด 76 kDa ซึ่งมี
หนาที่ชวยกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซีส ชวยในการยึดติดระหวางเซลลเม็ดเลือดกับส่ิงแปลก
ปลอมขณะเกิดการหอหุมส่ิงแปลกปลอม (Smith และ Chisholm, 1992) และสงเสริมการทํางาน
ของระบบโปรฟนอลออกซีเดส โดยชวยใหเซลลเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลาร และแกรนูลาร เกิดดี
แกรนู เลชันมากขึ้น  ทําให เอนไซมในระบบโปรฟนอลออกซีเดสถูกปลอยออกมามากขึ้น 
(Johansson และ Söderhäll, 1989)  
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2.3.2.4 โมดูเลเตอร (modulators)  

   ตัวควบคุมระบบภูมิคุมกันใหอยูในสภาพที่เหมาะสมในครัสเตเซียนไดแก 
ตั วยั บยั้ ง เอน ไซม ย อย โป รตี น  (proteinase inhibitor) และอั ลฟ าแมคโครโกลบุ ลิน  (α-
macroglobulin) มีหนาที่ยับยั้งเซอรีนโปรตีเอส ในระบบโปรฟนอลออกซีเดสใหอยูในระดับที่สมดุล 
(Smith และ Chisholm, 1992) 

   2.3.2.5 สารที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด (clotting factors) 

   โคแอคกลูโลเจน (coaglulogen) เปนโปรตีนในพลาสมาที่มีบทบาทใน
การปองกันการสูญเสียเลือดและการปองกันการบุกรุกของเชื้อโรค (Smith และ Chisholm, 1992) 

    2.3.2.6 Pattern Recognition Proteins (PRPs) 

  เนื่ อ งจากวาสัตว ในกลุ มค รัส เต เชียน ไม มี การสรางแอนติบอดี 
(Immunoglobulin) ดังนั้นจึงตองมีการผลิตสารบางอยางเพื่อชวยในการจดจําและจับกันไดกับส่ิง
แปลกปลอม หรือจุลินทรียได ซึ่งสารที่วานี้เราเรียกวา Pattern Recognition Proteins (PRPs) 
PRPs มีชื่อเรียกตางๆ กันตามความสามารถในการจับกับโมเลกุลนั้นๆ ถาสามารถจับกับเบตา-กลู
แคน (β-1, 3-glucan) ไดเราก็เรียกวา β-1, 3-glucan binding protein (βGBP) และถาสามารถ
จับกับ ไลโปโพลีแซกคารไรด (lipopolysaccharide, LPS) ไดเราก็เรียกวา lipopolysaccharide 
binding protein (LPS-binding protein) สามารถพบไดใน Arthropod หลายชนิด เชน βGBP 
พบใน แมลงสาบ Blaberus craniifer (Soderhall และคณะ; 1988) หนอนไหม Bombyx mori 
(Ochiai และ  Ashida; 1988) และ ใน  crayfish Pacifastacus leniusculus (Duvic และ  Söder 
häll; 1990) สวน LPS-binding protein พบใน Pacifastacus leniusculus (Kopácek และคณะ ; 
1993) Penaeus californiensis (Vargas-Albores และคณะ; 1993a) ซึ่งทั้ง β-1, 3-glucan และ 
lipopolysaccharide นี้ เปนองคประกอบของผนังเซลลจุลินทรียเปนผลใหเซลลเม็ดเลือดสามารถ
จับกับเซลลจุลินทรียหรือผิวของสิ่งแปลกปลอมได  

หลังจากเซลลเม็ดเลือดจับ หรือสัมผัสกับผิวของจุลินทรียแลว PRPs ที่
จับกับผนังเซลลของจุลินทรียนี้ก็จะไปกระตุนเซลลเม็ดเลือดใหเคลื่อนที่ไปยังจุลินทรียเหลานั้น 
และเกิดกระบวนการกําจัดหรือทําลายจุลินทรียออกไปจากรางกาย นอกจากนี้ยังมีการหลั่งเอา
เอนไซม  และโปรตีนตางๆ ที่อยู ในแกรนูลของเซลลเม็ดเลือดออกมา (degranulation) เชน 
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Transglutaminase เพื่อชวยในกระบวนการการแข็งตัวของเลือด (clotting) สารยับยั้งจุลินทรีย 
PRPs และระบบโปรฟนอลออกซิเดส เปนตน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19
 

ตารางที่ 2.2 ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 
 

คุณสมบัติบางประการ 
ครัสเตเชียน แหลงที่พบฤทธิ์

ตานแบคทีเรีย 
แบคทีเรียที่ถูกยับยั้ง การทนความ

รอน 
ชักนําดวย
สารกระตุน คุณสมบัติอื่นๆ 

อางอิง 

กุงมังกร  
Panulirus argus 

พลาสมา แกรมลบ รูปแทง เสียสภาพที่ 
65oซ 20นาที + 

- ไมเกิดการรวมกลุม
กับ   แบคทีเรีย 

- ตอบสนองตอการ
กระตุนครั้งที่ 2 และ 3

- มีความจําเพาะตอ
เชื้อเพียงบางสวน 

Evans และคณะ (1968)   
 
Evans และคณะ (1969) 
 
Weinheimer และคณะ 
(1969) 

กุงมังกร 
Panulirus interruptus พลาสมา แกรมลบ รูปแทง เสถียรที่ 60oซ    

20นาที + - ไม เกิดการรวมกลุม
กับแบคทีเรีย 

Evans และคณะ (1969a) 

กุงมังกร 
Homarus americanus ซีรัม และ

พลาสมา 

Pseudomonas 
perolens เสียสภาพที่     

55-65oซ + 
- ฤทธิ์ต านแบคที เรีย

เพิ่มขึ้นเมื่อ pH ลดลง
จาก 7.6 เปน 6.0 

Stewart แ ล ะ  Zwicker 
(1972) 

กุงกุลาดํา 
Penaeus monodon พลาสมา 

Vibrio anguilarum 
V. alginolyticus 

E. coli 
ไมมีขอมูล + 

- มีความจําเพาะตอ
เชื้อเปนบางสวน 

Adums (1991) 
Sung และคณะ (1996) 
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ตารางที่ 2.2 ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสัตวในกลุมครัสเตเชียน (ตอ) 
 

คุณสมบัติบางประการ 

ครัสเตเชียน แหลงที่พบฤทธิ์
ตานแบคทีเรีย แบคทีเรียที่ถูกยับยั้ง การทน

ความรอน 

ชักนํา
ดวยสาร
กระตุน 

คุณสมบัติอื่นๆ 
อางอิง 

กุงมังกร  
Panulirus argus 
กุงมังกร 
Nephrops norvegicus
กุง Crangon crangon 

HLS Psychrobacter 
immobilis 

ไมมีขอมูล ไมมีขอมูล 

- มีฤทธิ์ตาน แตไมทําใหเซลล
แบคทีเรียแตก (non lytic 
activity) 

 

 
Chisholm และ 
Smith (1995) 

ปูทะเล 
Callinectes sapidus 

ซีรัม และ HLS 

Aeromonas hydrophila
V. alginolyticus 
V. parahemolyticus 
V. valnificus 
E. coli 

เสียสภาพที่ 
65-70 oซ ไมมีขอมูล 

- มีฤทธิ์ตานดีที่ pH  5.2-6.0 
- ถูกยับยั้งโดยโซเดียมคลอไรด 
- เสียสภาพโดยโปรติเอส 

Noga แ ล ะ ค ณ ะ 
(1996) 

กุง Penaeus vannamei 
 

พลาสมา และ 
HLS 

Micrococcus luteus 
E. coli 

ไมมีขอมูล ไมมีขอมูล - มี ฤท ธิ์ ต าน  แต ไม ทํ า ให เซลล
แบคทีเรียแตก 

Destoumieux แ ล ะ
คณะ (1997) 

ที่มา : สมบัติ รักประทานพร (2542), HLS (hemocyte lysate supernatants) = สวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตก
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ตารางที่ 2.3 แสดงเลคตินในครัสเตเชียน 

 
ชนิดครัสเตเชียน น้ําหนักโมเลกุล / หนวยยอย คุณสมบัติในการจับกับน้ําตาล อางอิง 
กุงกุลาดํา 
Penaeus monodon  

420 kDa / 27 kDa  N-acetylneuraminic acid Ratanapo และ Chulavatnatol (1990) 

Cancer antennarius หนวยยอยขนาด 36 kDa N-acetyl- และ N-glycolyneuraminic acid Ravindranath และคณะ (1985) 

Homarus americanus 2 ชนิด / หนวยยอยขนาด 55 kDa - Sialic acid 
- N-acetyl-D-galatosamine 

Hall และ Rowlands (1974) 

Squilla mantis 2 ชนิด / หนวยยอยขนาด193 kDa - N-acetyl-D-galatosamine 
- fucose 

Amirante และ Basso (1984) 

Balanus   balanoides 300 kDa N-acetylneuraminic acid, galacturonic acid, 
glucuronic acid 

Ogata และคณะ (1983) 

Megabalanus  rosa 1. 330 kDa /  22 kDa 
2. 132 kDa /  22 kDa 
3.  64 kDa / 16 kDa 

galactose 
Muramoto และ Kamiya  
(1986 และ1989, ) 

ที่มา : Söderhäll และ Cerenius (1992) 
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2.3.3 ระบบโปรฟนอลออกซิเดส (Prophenoloxidase system) 

กลไกการตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือดในครัสเตเชียน ไดแก กระบวนการกลืน
ทําลาย การแข็งตัวของเลือด การสรางโนดูล และการหอหุมส่ิงแปลกปลอม รวมทั้งกลไกในการ
ทําลายจุลินทรียตางๆ เกี่ยวของกับสารน้ําที่เปนผลิตภัณฑจากระบบโปรฟนอลออกซีเดส ซึ่งอยูใน
เซลลเม็ดเลอืด (Söderhäll, 1981, 1982)  

ระบบโปรฟนอลออกซีเดสประกอบไปดวยเอนไซมที่สําคัญ คือ ฟนอลออกซีเดส 
(PO, o-diphenol-oxygen oxidoreductase; E.C. 1.10.3.1) จะอยูในรูปของ pro-enzyme ที่เรียก
วา โปรฟนอลออกซีเดส (proPO) และ เอนไซมในกลุมเซอรีนโปรติเอส โดยจะทํางานรวมกันอยาง
เปนระบบ (enzyme cascade) เรียกวา prophenoloxidase system เปนระบบที่สําคัญมากใน
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  (Leonard และคณะ, 1985; Ratcliffe 
และคณะ, 1984; Söderhäll และคณะ, 1994) โดยจะเปนระบบที่ชักนําใหเกิดกระบวนการ 
melanization มีผลทําใหบริเวณบาดแผลมีจุดสีดําของเมลานิน  (melanin) เกิดขึ้นที่ เปลือก 
กระบวนการที่สําคัญของระบบนี้จะเริ่มจาก proPO เปลี่ยนเปน PO โดยอาศัยเอนไซมกลุมเซอรีน 
โปรติเอส (serine – protease) ที่เรียกวา proPO activating system (PPAE) ที่ถูกหลั่งออกมา
พรอมกับ proPO เมื่อเซลลเม็ดเลือดเกิดการดีแกรนูเลชัน  ซึ่ง PPAE นี้จะทํางานไดตองอาศยั Ca2+ 
(Gollas-Galvan และคณะ, 1997) PO ที่ไดจะไปทําปฏิกิริยา hydroxylation ของ phenol และเกิด 
oxidation ของ o-phenols ไดเปน quinones ตอจากนั้นก็จะเกิด polymerization ของ quinones 
ไดเปนเมลานินมีฤทธิ์ตานจุลชีพ  นอกจากนี้ในกระบวนการเกิด melanization ยังมีสารประเภท 
reactive oxygen เกิดขึ้นดวย เชน superoxide anion และ hydroxyl radical ซึ่งเปนพิษตอเซลลจุ
ลินทรีย (Söderhäll, 1992; Nappi และคณะ, 1995; Song และ Hsieh, 1994) ดังแสดงในรูปที่ 
2.2 

สําหรับการกระตุนการทํางานของระบบ Prophenoloxidase Activating System 
นี้สามารถกระตุนไดโดย  β-1, 3-glucan (Ashida และคณะ ; 1983. Hemandez-Lopez และ
คณะ, 1996; Vargas-Albores และคณะ, 1993a) ผนังเซลลของแบคทีเรีย  (Ashida และคณะ, 
1983; Rowley และ Rahmet, 1990) และ lipopolysaccharide (Söderhäll และ Hall, 1984) แต
ก็มีรายงานไวในแมลง Allogamus auricollis วาระบบโปรฟนอลออกซีเดสนี้ไมสามารถถูกกระตุน
ไดดวยไซโมแซน ซึ่งเปน β-1, 3-glucan ชนิดหนึ่ง (Brivio และคณะ, 1996) นอกจากนี้ยังมีราย
งานวา prophenoloxidase system สามารถกระตุนการทํางานของเซลลเม็ดเลือดในการเกิด
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กระบวนการ adhesion encapsulation และกระบวนการกลืนทําลาย (Johansson และ Söder 
häll, 1989; Ratamäki และคณะ, 1991) ซึ่งการกระตุนโดยเซลลจุลินทรียนี้ไมไดกระตุนการทํางาน
ของเอนไซม แตเปนการกระตุนการเกิดดีแกรนูเลชัน (degranulation) (Gollas-Galvan และคณะ, 
1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 แสดงระบบโปรฟนอลออกซีเดสในครัสเตเชียน  

(ดัดแปลงจาก Sritnuyalucksana, 2000) 
 

β- 1, 3-glucan binding protein 
(BGBP) 

β- 1, 3-glucans Lipopolysaccharides (LPS) Peptidoglycans (PG)

LPS-binding protein 
(GNBP)

PG-binding protein 
(PGRP) 

Proteins released:
Mas-like protein 
α2-macroglobulin 
Antibacterial protein
Kazal inhibitor

Peroxinectin Degranulation 

PPAE

PO

Phenol quinones 

melanin 

Transglutaminase 

Clotting Protein ClotCa2+ 

Cell adhession 
Degranulation 
Opsonisation 
Encapsulation 
Peroxidase activity 

proPO 
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โปรฟนอลออกซี เดสไดมีการศึกษาในกุ งหลายชนิด  ไดแก  กุ ง  Penaeus 
californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993a, 1996; Hernández-López และคณะ, 1996; 
Gollas-Galván และคณะ , 1999) กุ ง  P. paulensis (Perazzolo และ  Barracco, 1997) กุ ง  P. 
stylirostris (Le Moullac และคณะ, 1997) และ กุงกุลาดํา P. monodon (Sritunyalucksana และ
คณะ, 1999) เอนไซมในระบบโปรฟนอลออกซีเดสอยูในเซลลเม็ดเลือดชนิดแกรนูลาร และ เซมิ
แกรนูลาร (Vargas-Albores และคณะ, 1993a; Perazzolo และ Barracco, 1997) และ ในกุง
กุ ล าดํ าพบว า  mRNA ของโป รฟ น อลออกซี เดสพบ เฉพ าะใน เซลล เม็ ด เลื อด เท านั้ น 
(Sritunyalucksana และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในสัตวในกลุมอารโทรพอดอื่นๆ 
อีกหลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.4 

 
ตารางที่ 2.4 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสของสัตวในกลุมอารโทรพอด 
 

ชนิด ชนิดของ 
proPO 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

อางอิง 

Crustaceans   
Penaeus monodon proPO 78.7a Sritunyalucksana et al., 1999 
Penaeus californiensis proPO 114b Gollas-Galvàn et al., 1999 
Pacifastacus leniusculus proPO 80.7a Aspàn et al., 1995 

  76b Aspàn and Söderhäll, 1991 
Insects   
Anopheles gambiae proPO2 78.1a Jiang et al., 1997b 

 proPO3 78.7a Jiang et al., 1997b 
 proPO1 79.3a Lee et al., 1998 
 proPO4-6 78.1-79.2a Müller et al., 1999 

Armigeres subalbatus proPO 78.1a Cho et al., 1998 
Anopheles stephensi proPO 78.8c  

(AF 062034.1) 
Cui, 1998  

Blaberys discoidalis proPO 76b Durrant et al., 1993 
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ตารางที่ 2.4 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสของสัตวในกลุมอารโทรพอด (ตอ) 
 

ชนิด ชนิดของ 
proPO 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

อางอิง 

Bombyx mori proPO1 78.6a Kawabata et al., 1995 
 proPO2 80.0a Kawabata et al., 1996 
  80b Ashida, 1971 

Calliphora vicina proPO 87b Naqvi and Karlson, 1979 
Drosophila melanogaster proPOA1 78.9a Fujimoto et al., 1995 

  78b Fujimoto et al., 1993 
 proPOA2 77b Fujimoto et al., 1993 

Galleria mellonella proPO 80, 83b Kopàcek et al., 1995 
Holotrichia diomphalia proPO 79b Kwon et al., 1997 
Hyalophora cecropia proPO 76b Andersson et al., 1989 
Hyphantria cunea proPO1 78.2a Park et al., 1997 

 proPO2 80.2a Park et al., 1997 
Manduca sexta proPO1 78a Jiang et al., 1997a 

  71, 77b Aso et al., 1985 
 proPO2 80a Hall et al., 1995 
  98, 100b Hall et al., 1995 

Musca domestica proPO 60b Hara et al., 1993 
Sarcophaga bullata proPO1 79.8c 

(AF 161260.1) 
Chase et al., 1999  

 proPO2 79c 
(AF 161261.1) 

Chase et al., 1999  

Tenebrio molitor proPO1 79.1a Lee et al., 1999 

ที่มา : Sritunyalucksana และ Söderhäll (2000), a น้ําหนักโมเลกุลคํานวณจากลําดับกรดอะมิ
โน(deduced amino acid), b น้ําหนักโมเลกุลจาก SDS-PAGE, c รายงานไวใน GenBank ตัวเลข
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ใน 
วงเล็บ คือ accession numbers 
2.4 พารามิเตอรที่ใชในการบงชี้ถึงสุขภาพของกุง 

 โดยทั่วไปในการประเมินถึงวาสุขภาพกุงที่เรากําลังเลี้ยงอยูเปนอยางไรนั้น เกษตรกร
สามารถพิจารณาถึงสิ่งตางๆ ดังตอไปนี้  อัตราการรอด อัตราการตาย อัตราการเจริญเติบโต 
อัตราการแลกเนื้อ  ปริมาณอาหารในลําไส  ลกัษณะภายนอกของตัวกุง เปนตน สวนการตรวจโรค
ติดเชื้อนั้นตองใชเทคนิคที่จําเพาะมากขึ้น เชน การสองตรวจดวยกลองจุลทรรศน  ตัดเนื้อเยื่อกุงไป
ตรวจดู (histopathology) การทํา immuno cytochemistry เปนตน แตอยางไรก็ตามในทางปฏิบัติ
เมื่อเทียบกับสัตวที่มีกระดูกสันหลังแลว ในกุงก็ยังไมมีบรรทัดฐานที่แนนอนในการประเมินถึงสุข
ภาพวามีสภาวะเปนเชนไร  โดยทั่วไปแลวจะนําเอาความรูทางดานภูมิคุมกันในสัตวที่มีกระดูกสัน
หลังที่ไดมีการศึกษาเปนอยางมาก มาใชเปนแบบอยางในการศึกษาถึงระบบภูมิคุมกันในสัตวไมมี
กระดูกสันหลัง เชน ความรูเกี่ยวกับทางดานโลหิตวิทยา (haematology) ซึ่งเปนวิธีหนึ่งในการ
วินิจฉัยโรคในคน และสัตวที่มีกระดูกสันหลังมาใชในการตรวจวินิจฉัยในกุงที่ปวย โดยตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงของสารตางๆ ในเลือด ไดแก ปริมาณโปรตีนในน้ําเลือด (total plasma protein)  
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส (glucose concentration) ระยะเวลาในการแข็งตัวของเลือด 
(clotting time)  ปริมาณเซลลเม็ดเลือด (hemocyte count)  แอคติวิตีของโปรฟนอลออกซิเดส 
(prophenoloxidase activity)  ป ริมาณของเซลล เม็ด เลือดที่ มี การจับกินสิ่ งแปลกปลอม 
(phagocytic index) และ  แอคติวิตีของสารยับยั้งแบคที เรีย  (antibacterial avtivity) เปนตน 
(Stewart และคณะ,1969; Hose และคณะ, 1984; Persson และคณะ, 1987; Bachère และ
คณะ, 1995; Hall และ Van Ham, 1998; Rodriguez และ Le Moullac, 2000) แตอยางไรก็ตาม
ผลที่ไดโดยสวนใหญแลวยังไมมีความแนนอนจึงยังไมมีการพัฒนานําเอาวิธีดังกลาวมาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยโรคอยางเปนทางการ 
 
 
 











































 บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมี 

 ในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดทําการทดสอบภาวะที่เหมาะสมจาก 
ตัวแปร 3 ประเภท ไดแก คาพีเอช ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร และปริมาณเอนไซมทริปซิน โดยมี
ผลการทดลองดังนี้ คือ 

4.1.1 ผลการศึกษาผลของพีเอชตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

 นําสารละลาย HLS ที่มีความเขมขนของโปรตีน 1.85 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร มาวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใชสารละลายที่มี pH 3 – 11 พบวา คาพีเอชที่
เห ม าะสมต อ ก า รวั ด แอคติ วิ ตี ข อ งฟ น อลออกซี เด ส  อยู ใน ช ว งpH 7 – 8 คื อ  ให ค า 
แอคติวิตี เทากับ 113.51 และ 111.53 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.1) นอกจากนี้ยังพบวา pH ที่สูงกวา  
8 สับสเตรทซึ่งเปน L-DOPA สามารถเกิดสีไดเองโดยไมตองอาศัยเอนไซม (auto oxidation)  
ดังแสดงในรูปที่ 4.1   
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ตารางที่ 4.1 ผลของ pH ตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 
 
คา pH แบลงค  

(mOD490 ที่เพิ่มข้ึนตอนาที) 
mOD490  ที่เพิ่ม
ขึ้นตอนาที 

แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส

3 0.030 ± 0.0014 2.757 ± 0.327 73.69 ± 8.84 
4 0.020 ± 0.0014 2.803 ± 0.258 75.23 ± 6.97 
5 0.040 ± 0.0028 2.883 ± 0.214 76.85 ± 5.78 
6 0.070 ± 0.0007 3.143 ± 0.081 83.06 ± 2.18 
7 0.080 ± 0.0014 4.280 ± 0.207 113.51 ± 5.58 
8 0.260 ± 0.0028 4.387 ± 0.163 111.53 ± 4.39 
9 1.230 ± 0.0141 3.663 ± 0.047 65.77 ± 1.28 
10 1.630  ± 0.0212 3.770 ± 0.044 57.84 ± 1.18 
11 1.570 ± 0.0141 3.627 ± 0.175 55.59 ± 4.73 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ  n = 3 
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รูปที่ 4.1 แสดงผลของพีเอชที่มีตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส  
 
 4.1.2 ศึกษาผลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

จากการทดลองนําตัวอยางสารละลาย HLS ที่มีความเขมขน 1.957 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
มาทดสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส โดยเติมเอนไซมทริปซินที่ความเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 
4% พบวาในชุดทดลองที่เติมเอนไซมทริปซินมีคาแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาในชุดการ
ทดลองที่ไมเติมเอนไซมทริปซินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งคาแอคติวิตีของฟนอลออก
ซีเดสที่เติมเอนไซมทริปซินความเขมขน 1, 2, 3 และ 4% ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.2  
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ตารางที่ 4.2 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส เมื่อเติมเอนไซมทริปซินเขมขน  
0, 1, 2, 3 และ 4% 
 
ความเขมขนของเอนไซมทริปซิน แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

0% 53.654 ± 2.555 
1% 348.322 ± 14.528 
2% 332.993 ± 17.012 
3% 345.767 ± 20.809 
4% 370.465 ± 24.639 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ  n = 3 
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รูปที่ 4.2 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสเมื่อเติมเอนไซมทริปซินเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 4% 
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 4.1.3 ชนิดของสารละลาย และการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส 

 นําสารละลาย HLS ที่มีความเขมขนของโปรตีนเทากับ 1.91 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาวัด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส โดยบมใชสารละลายที่แตกตางกัน คือ สารละลายแฮงค (Hank salt 
solution) สารละลายโซเดียมซิเตรต สารละลาย PBS สารละลาย Tris-HCl และสารละลาย CAC 
buffer ที่มีคา  pH เทากันคือ  7.5 พบวาในการทดลองชุดที่ เติมเอนไซมทริปซินใหคาของ 
ฟนอลออกซีเดสสูงกวาชุดการทดลองที่ไมเติมเอนไซมทริปซินในทุกชนิดของสารละลายที่ใชในการ
ทดลองครั้งนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และสารละลาย CAC buffer ใหคาแอคติวิตีของ
ฟนอลออกซีเดส สูงกวาสารละลายชนิดอื่นๆ ทั้งในชุดการทดลองที่เติมเอนไซมทริปซิน และชุดทีไ่ม
เติมเอนไซมทริปซินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในชุดการทดลองที่ไมเติมเอนไซม 
ทริปซิน สารละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียม แคลเซียม (H0) และสารละลาย Tris-HCl ใหคาแอคติวิ
ตีของฟนอลออกซีเดส ต่ํากวาสารละลายชนิดอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนในชุด
การทดลองที่เติมเอนไซมทริปซิน พบวาสารละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียมและแคลเซียมใหคา 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสต่ําที่สุดดังแสดงในตารางที่ 4.3 และจากการทดสอบการกระตุน 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยไซโมแซนเอในหลอดทดลอง พบวาไซโมแซนเอ ไมสามารถ
กระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดในสารละลายทุกชนิดที่ใชในการทดลองครั้งนี้ทั้งในแบบที่
เติมเอนไซมทริปซิน และไมเติมเอนไซมทริปซินดังแสดงในตารางที่ 4.4  และรูปที่ 4.3 

ตารางที่4.3 ผลของแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส เมื่อใชสารละลายตางชนิดกัน  

 
ชนิดของสารละลาย ไมเติมเอนไซมทริบซิน เติมเอนไซมทริปซิน 

H0 17.52  ± 3.19 122.19 ± 15.60 
H1 124.57 ± 21.04 237.76 ± 13.74 

โซเดียมซิเตรต 10% 50.05 ± 4.77 357.48 ± 43.34 
PBS 44.19 ± 5.46 240.88 ± 8.86 

50 mM Tris-HCl 14.95 ± 2.79 441.76 ± 28.84 
CAC buffer 269.26 ±  33.27 1392.65 ± 77.12 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส ดวยไซโมแซนเอ 

 
ชนิดของสารละลาย ไมเติมเอนไซมทริบซิน เติมเอนไซมทริปซิน 

H0 29.51  ± 4.52 109.74 ± 16.25 
H1 106.15 ± 4.33 236.68 ± 9.42 

โซเดียมซิเตรต 10% 54.81 ± 14.82 365.83 ± 23.79 
PBS 60.58 ± 4..28 238.03 ± 2.85 

50 mM Tris-HCl 19.93 ± 4.43 455.60 ± 20.81 
CAC buffer 300.46 ±  33.63 1440.80 ± 58.23 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

4.1.4 เปรียบเทียบวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใชวิธี Dopachrome assay 
กับวิธี MBTH assay 

ในการเปรียบเทียบวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี Dopachrome assay 
และ MBTH assay โดยใชสับสเตรท L-DOPA เขมขน 8 มิลลิโมลาร พบวาผลผลิตที่ เกิดจาก 
ฟนอลออกซีเดสทําปฏิกิ ริยากับ  L-DOPA เพียงอยางเดียวใหสารสีสมแดงของโดพาโครม 
(dopachrome) สวนวิธี MBTH ใหสารสีชมพูเขมที่เกิดจากโดพาควินโนน (Dopaquinone) ทํา
ปฏิกิริยากับ MBTH โดย L-DOPA สามารถทําปฏิกิริยากับฟนอลออกซีเดสไดหมดพอดี ทําใหได
ผลผลิตเขมขน 8 มิลลิโมลารดวย  

นําสารละลายโดพาโครม และสารสีชมพูที่มีความเขมขน 8 มิลลิโมลาร มาเจือจาง 2 เทา
แบบเปนลําดับข้ัน ใหไดความเขมขน 8.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25  0.125 และ 0.0625 มิลลิโม
ลาร นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรไดดังตารางที่ 4.5  เมื่อพิจารณาความสัมพันธ
ระหวางคาดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับความเขมขนของสีที่เกิดขึ้น (รูปที่ 4.4 และ 4.5)  
พบวา วิธี MBTH assay ใหคาความไวของการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาวิธี DOPA 
ประมาณ 3.5 เทา โดยดูจากคาคงที่ของการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรของสีที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาเปน 2.156 x 10-4 และ 6.12 x 10-5 ตอโมลตอเซนติเมตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.3 ชนิดของสารละลาย และ ไซโมแซนเอ ตอ แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

ตารางที่ 4.5 คาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ของโดพาโครม และ สารสีชมพู ที่เกิดจากการ
ทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซิเดสกับ L-DOPA 
 
ความเขมขน (มิลลิโมลาร) OD490 ของโดพาโครม OD490 ของสารสีชมพู 

0.0625 0.004 ± 0.0006 0.017 ± 0.0012 
0.125 0.007 ± 0.0012 0.029 ± 0.0006 
0.25 0.017 ± 0.0015 0.058 ± 0.0015 
0.5 0.038 ± 0.0010 0.113 ± 0.0020 
1.0 0.066 ± 0.0015 0.223 ± 0.0010 
2.0 0.134 ± 0.0015 0.444 ± 0.0010 
4.0 0.254 ± 0.0010 0.871 ± 0.0010 
8.0 0.488 ± 0.0010 1.726 ± 0.001 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานเมื่อ  n = 3 
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รูปที่4.4 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตร  กับ  ความเขมขน 

ของสารสีชมพูเขมที่เกิดจากโดพาควินโนนทําปฏิกิริยากับ MBTH 

y = 0.0612x + 0.0037

R2 = 0.9992
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รูปที่4.5 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรกับความเขมขน 

ของโดพาโครม 
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 นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อเติมกรดเปอรคลอริกลงไปในปฏิกิริยา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ที่เวลาตางๆ กัน การวัดปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี 
MBTH assay คาการดูดกลืนแสงคอนขางคงที่ ซึ่งในปฏิกิริยาที่ไมไดเติมกรดเปอรคลอริกคาการ
ดูดกลนืแสงยังคงเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามเวลาที่ผานไป สวนวิธี DOPA assay ทั้งในปฏิกิริยาที่เติม และ
ไมเติมกรดเปอรคลอริกคาการดูดกลืนแสงยังคงเพิ่มข้ึนตามเวลา แสดงใหเห็นวาการวัดแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี MBTH assay สามารถหยุดปฏิกิริยาไดดวยกรดเปอรคลอริก ซึ่งวิธี 
DOPA assayไมสามารถหยุดปฏิกิริยาไดดงัแสดงในรูปที่ 4.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่4.6 ปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดส ตามวิธี MBTH assay และ วิธี DOPA assay  บริเวณลูก
ศรชี้ คือจุดที่เติมกรดเปอรคลอริก เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

4.2 การแยกฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 

 4.2.1 ผลการแยกโปรฟนอลออกซิเดสโดยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 

นําเลือดกุงกุลาดํามาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดออกมาแลวทําใหเซลลเม็ดเลือด
แตก จากนั้นนําเอาสารละลาย HLS มาแยกโปรฟนอลออกซิเดสดวยกระแสไฟฟาบนโพลีอะคริลา
ไมดเจลแบบ native ที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากนั้นนําโพลีอะคริลาไมดเจล
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MBTH ไมทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด MBTH ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด

DOPA ไมทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด DOPA ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
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มายอมดวยสียอมคูแมสซีบลู และยอมดูแถบโปรฟนอลออกซีเดสโดยทําปฏิกิริยากับ L-DOPA พบ
วามีแถบโปรตีนที่เกิดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส (รูปที่ 4.7) จากนั้นทําการตัดแถบโปรตีนตรง
บริเวณที่เกิดแอคติวิตีมาบดกับแอดจูแวนทแลวฉีดกระตุนกระตายเปนจํานวน 2 ครั้ง หางกันครั้ง
ละ 2 สัปดาห ทําการเก็บเลือดกระตายมาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาเซลลเม็ดเลือดแดงออกไป นํา
เฉพาะสวนใสซึ่งมีแอนติบอดีอยูมาตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี ปรากฏวา 
โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไมมีความจําเพาะกับโปรตีนจากสารละลาย HLS (รูปที่ 4.8)  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 4.7 โพลีอะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ ที่นํามาตัดตรงตําแหนง
บริเวณลูกศรชี้    สําหรับใชในการกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี โดยในแตละชองใช 
HLS ปริมาณ 50 ไมโครกรัม ยอมดวยสียอมคูแมสซีบลู (ชองที่ 1-6) และยอมดูแอคติวิตี
ดวย L-DOPA (ชองที่ 7 – 10) 

 

 

 

 

1       2        3       4       5         6        7       8        9     10 
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รูปที่ 4.8 ผลการตรวจสอบแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโปรฟนอลออกซีเดสดวยเทคนิค 
เวสเทิรนบลอท โดยในชองที่ 1 – 7 ยอมดวยแอนติบอดี และ ชองที่ 8-9 ยอมดวย  
คูแมสซีบลู  

 

 4.2.2 ผลการสกัดแยกโปรฟนอลออกซิ เดสโดยวิธี  Affinity Chromatography ดวย
คอลัมนบลูเซบฟาโรส 

นําสารละลาย HLS  ซึ่งไดจากตัวอยางเลือดกุงกุลาดําปริมาตร 25 มิลลิลิตร นํามาแยก
เซลลเม็ดเลือด แลวทําใหเซลลเม็ดเลือดแตกในสารละลาย CAC buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
มีความเขมขนโปรตีนเริ่มตนเปน 6.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นํามาแยกโปรฟนอลออกซีเดสโดย
ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส แลวลางดวยสารละลาย CAC buffer พบวาโปรตีนสวนใหญไมสามารถ
จับกับคอลัมนบลูเซบฟาโรสได และตรวจไมพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตตรวจพบแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสในสารละลายโปรตีนที่จับอยูกับคอลัมนบูลเซบฟาโรสซึ่งชะออกดวยสาร
ละลาย CAC buffer ที่มีโซเดียมคลอไรด 1.5 โมลาร แสดงดังรูปที่ 4.9  

      1          2           3          4          5         6           7          8         9 



 58

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 10 20 30 40

ปร ิมาตร  (มิลล ิล ิตร)

โปร
ตีน

 (มิ
ลล
ิกร
ัมต
อมิ
ลล
ิลิต
ร)

0
200000
400000
600000
800000
1000000
1200000 แอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส

 (0.001/นาที/มิลลิกรัม)

โปรต ีน (มิลล ิกร ัมต อมิลล ิล ิตร) แอคต ิว ิต ีของฟ นอลออกซิเดส
 

รูปที่ 4.9 แสดงโครมาโตแกรมของฟนอลออกซีเดสจากคอลัมนบลูเซบฟาโรส  ตรงศรชี้ คือ เร่ิมชะ
โปรตีนที่จับกับคอลัมนบลูเซบฟาโรสดวยสารละลาย CAC buffer+ โซเดียมคลอไรด  
1.5 โมลาร ดวยอัตราเร็ว 0.5 มิลลิลิตรตอนาที เก็บโปรตีนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส
หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

 
 เมื่อนําสารละลายที่แยกไดจากคอลัมนบลูเซบฟาโรสมาหาแอคติวิตีของฟนอลออก 
ซีเดสพบวามีคาแอคติวิตี 285,000 หนวย ในขณะที่ HLS กอนนํามาแยกดวยคอลัมนบลูเซบฟา
โรส มแีอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 2,413 หนวย และ โปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดมีปริมาณ 0.05 
มิลลิกรัม มีแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสคิดเปน 5.61 เปอรเซ็นตของปริมาณแอคติวิตีเร่ิมตนดัง
แสดงในตารางที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 
 

 ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

ความเขมขน
โปรตีน        

(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม) 

OD490 แอคติวิตี
ของฟนอล
ออกซีเดส  

ปริมาณแอคติวิตี 
(เปอรเซ็นต) 

HLS 0.5 6.63 3.315 0.32 2413 100 
บลูเซบฟาโรส 5 0.01 0.05 0.057 285000 5.61 

 นําโปรตีนจากหลอดที่ 6 และ 31 ซึ่งเปนโปรตีนจากคอลัมนบลูเซบฟาโรส ในยอดแรก 
และยอดที่ 2 ของโครมาโตแกรมตามลําดับ มาเปรียบเทียบกับโปรตีนจากน้ําเลือด และสารละลาย 
HLS โดยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ พบวา
โปรตีนที่ไดจากหลอดที่ 6 สวนใหญเปนโปรตีนที่มีอยูในน้ําเลือด และโปรตีนที่ไดจากหลอดที่ 31 
โปรตีนที่ตรวจพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสมีขนาดโมเลกุลประมาณ 480 กิโลดาลตัน (kDa) 
ดังรูปที่ 4.10  
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รูปที่ 4.10 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส บนโพลีอะคริลาไมดเจล 
7.5% แบบไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ นํามายอมดูแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวย  
L-DOPA และยอมดวยสียอมคูแมสซีบลู (ก) ยอมดวยซิลเวอร (ข) ใชปริมาณโปรตนี 2 
ไมโครกรัม ตอชอง 

ชองที่ M = โปรตีนมาตรฐาน (Thyroglobulin 669 kDa, Ferritin 440 kDa, Catalase 
232 kDa, Lactate dehydrogenase 140 kDa และ BSA 66 kDa) 

ชองที่ 1 = น้ําเลือดกุง  
ชองที่ 2 = สารละลาย HLS  
ชองที่ 4 = โปรตีนจากสารละลาย HLS ที่ไมจับคอลัมน  
ชองที่ 6 = โปรตีนจากสารละลาย HLS ที่จับกับคอลัมน  

 
4.3 การโคลน และการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส 

 อารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํานํามาตรวจสอบปริมาณคุณภาพโดย
วิธีวัดคาการดูดกลืนแสง พบวามีอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร ตอ 280  
นาโนเมตร เปน 1.4 – 2.0 เมื่อนําไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดสโดยวิธี  
RT-PCR ดวยคูไพรเมอร TOPO1และ TOPO2 ตามที่ไดออกแบบไวจากจุดเริ่มตน (start codon) 
ถึงจุดสิ้นสุด (stop codon)ในการแปลรหัสของยีนโปรฟนอลออกซีเดส จากการตรวจสอบขนาด 
โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส พบวาไดผลผลิตจาก RT-PCR ขนาด 2,072 คูเบส ดังแสดง
ในรูปที่ 4.11 เมื่อชะผลผลิตจาก RT-PCR ออกจากอะกาโรสเจลแลว นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดไปเชื่อมกับ 

 

 M       1      2      3         4       5       6      M      1      2         3       4       5         6 

669 kDa 

440 kDa 

232 kDa 

669 kDa

440 kDa

232 kDa

ก ข 

480kDa
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 T- vector และชักนําเขาสู E. coli สายพันธุ JM 109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนจากโคโลนีของ  
E. coli สายพันธุ JM 109 แลวนําไปทําโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร puc1 และ puc2 ซึ่งจําเพาะ
กับ T-vector ไดผลผลิตจากโคโลนีพีซีอาร ขนาด 2,398 คูเบส ซึ่งรวมกับสวนของ T-vector 326 คู
เบส จากการทดสอบ E. coli สายพันธุ JM 109 เปนจํานวน 26 โคโลนี พบวาไดรีคอมบิแนนท
โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,072 คูเบส จํานวน 1 โคโลนี ดังรูปที่ 4.12  

 

 
 

 

รูปที่ 4.11 การตรวจสอบขนาดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต   
ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 

 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐานλHindIII 
 ชองที่ 1 – 4 = ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอจาก RT-PCR   
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รูปที่ 4.12 แสดงผลของโคโลนีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร puc1 และ puc2 บน 1% อะกาโรสเจล  
ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 

 ชองที่ M (บน และ ลาง)  =   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
 ชองที่ m (บน และ ลาง)  =   ดีเอ็นเอมาตรฐาน λHindIII  
 ชองที่ 1-10 (บน และ ลาง)  =   ผลผลิตจากการทําโคโลนีพีซีอาร 
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รูปที่ 4.13 แสดงเอ็กเพรสชั่นเวกเตอร pET17b (ชองที่1) และ รีคอมบิแนนทพลาสมิด T-vector ที่
มีชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 
EcoRI (ชองที่ 2) โดยมี λHindIII เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (ชองที่ M) บน 1 เปอรเซนต 
อะกาโรสเจล 
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รูปที่ 4.14 แสดงผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทโคลน บน 1% อะกาโรสเจล  
 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
 ชองที่ 2 – 11 = รีคอมบิแนนทโคลน 
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นํารีคอมบิแนนทโคลนที่ไดไปสกัดพลาสมิด นํารีคอมบิแนนทพลาสมิด และเอ็กเพรสชั่น 
เวคเตอร pET17b ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI แลวนําไปตรวจสอบความถูก
ตองของขนาดชิ้นดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส ซึ่งพบวามีชิ้นดีเอ็นเอยีนโปรฟนอล
ออกซิเดส (รูปที่ 4.13) นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีปลายเปน NdeI และ EcoRI มาเชื่อมตอกับ
เอ็กเพรสชั่นเวคเตอร pET17b แลวชักนําเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS 
จากนั้นทําการคัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดโดยทําโคโลนีพีซีอารดวยไพรเมอร T7 และ ไพร
เมอร PO2 ไดผลผลิตพีซีอารขนาด 830 คูเบส (รูปที่ 4.14) ซึ่งไพรเมอร T7 จับตรงตําแหนงนิวคลี
โอไทดที่ 333 ถึง 349 ของเวคเตอร pET17b หางจากจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI อยู 82 คู
เบส และไพรเมอร PO2 เปนไพรเมอรที่จับไดกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสที่ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 
753  ดั ง แ ส ด ง ใ น รู ป ที่  4.15 จ า ก นั้ น เ ลื อ ก รี ค อ ม บิ แ น น ท โ ค ล น ม า ส กั ด 
พลาสมิด และหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสเขากันได
พอดีกับ open reading frame ของเวคเตอร pET17b (รูปที่ 4.16)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 แผนภาพแสดงตําแหนงของไพรเมอร T7 ในเอ็กเพรสชั่นเวคเตอร pET17b และ 
ตําแหนงของไพรเมอร PO2 ในยีนโปรฟนอลออกซีเดส 
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 นํารีคอมบิแนนทโคลนมาเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB แลวเหนี่ยวนําใหสราง 
รีคอมบิแนนทโปรตีนดวยสารละลาย IPTG เขมขน 1 มิลลิโมลาร พบวามีการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนขนาด 73 kDa ซึ่งเมื่อเทียบเวลาที่ใชในการเหนี่ยวนําระหวาง 1 ชั่วโมง และ 3 ชั่วโมง พบวา
ที่เวลาที่ใชในการเหนี่ยวนํา 3 ชั่วโมง ไดผลผลิตรีคอมบิแนนทสูงกวาการเหนี่ยวนําที่ 1ชั่วโมง (รูปที่
4.17)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่4.16 ลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณ cloning และ expression ของเวคเตอร pET17b (ก) 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดส (ข) 
 

ข

ก
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รูปที่ 4.17 แสดงผลของรีคอมบิแนนทโปรตีนหลังจากเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีนโปรฟ

นอลออกซีเดสในเวคเตอร pET17b บน 12 % โพลีอะคริลาไมดเจล 
 

ชองที่ M =  โปรตีนมาตรฐาน (Phosphorylase b 94 kDa, BSA 67 kDa, Oval    
bumin 43 kDa, Carbonic anhydase 30 kDa, Trypsin inhibitor 20 
kDa, α Lactalbumin 14 kDa) 

ชองที่ 1 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS ที่ไมได
เหนี่ยวนําที่เวลา 1  ชั่วโมง 

ชองที่ 2 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก
เหนี่ยวนําเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

ชองที่ 3 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS ที่ไมได
เหนี่ยวนําที่เวลา 3 ชั่วโมง 

ชองที่ 4 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก
เหนี่ยวนําเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

  M         1         2           3        4

94 kDa 
67 kDa 

43 kDa 

30 kDa 

20 kDa 

14 kDa 

73 kDa
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4.4 ผลการแยกรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากโพลีอะคริลาไมดเจล 

 หลังจากชะรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากโพลีอะคริลาไมดเจลดวยกระแสไฟฟาดวยเครื่อง 
Electro-Eluter รุน 422 (BioRad) แลวนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส พบวารีคอมบิแนนทโปรตีนที่แยกออกมาไดมีความบริสุทธิ์พอที่
จะนําไปใชเปนแอนติเจน (รูปที่ 4.18) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 แสดงรีคอมบิแนนทโปรตีน บน 12% โพลีอะคริลาไมดเจลแบบเอสดีเอส 

ชองที่ M  = โปรตีนมาตรฐาน(Phosphorylase b 94 kDa, BSA 67 kDa, Oval    
bumin 43 kDa, Carbonic anhydase 30 kDa, Trypsin inhibitor 20 
kDa, α Lactalbumin 14 kDa) 

ชองที่ 1 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก 
เหนี่ยวนําเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

ชองที่ 2 = รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ชะออกจากโพลีอะคริลาไมดเจล  

 

 M       1         2

94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa
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4.5 ผลของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากรีคอมบิแนนทโปรตีน 

หลังจากฉีดกระตุนกระตายดวยรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนจํานวน 2 ครั้ง แลวเก็บเลือด
กระตายมาตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดี ตอ รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ใชเปนแอนติเจนใน
การกระตุนกระตาย และตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรฟนอลออกซีเดสในเซลล
เม็ดเลือดกุงโดยการทําเวสเทิรนบลอท พบวา แอนติบอดีที่ไดสามารถจับไดกับแถบโปรตีนขนาด 
480 กิโลดาลตันจาก HLS ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลตรงกับตําแหนงที่ทําปฏิกิริยากับ L-DOPA บนโพลี
อะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ แสดงวามีความจําเพาะตอโปรฟนอลออกซี
เดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา ในขณะที่ไมสามารถตรวจวัดไดจากโปรตีนที่มาจากน้ําเลือด (รูปที่ 
4.19) และเมื่อตรวจสอบบนโพลีอะคริลาไมดเจลแบบเอสดีเอส พบวาแอนติบอดียังคงมีความ
จําเพาะกับโปรตีนจากสารละลาย HLS ถึงแมวาสูญเสียสภาพธรรมชาติไปแลวก็ตาม (รูปที่ 4.20)  
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รูปที่ 4.19    แสดงความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนที่ไดจากเลือดกุงกุลาดํา บนกราเดียนท

โพลีอะคริลาไมดเจลแบบ โปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (ก) ยอมดวยสีคูแมสซี 
บลู (ข) ตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีโดยการทําเวสเทอรนบลอท และ (ค) 
ยอมดูแอคติวิตีของ ฟนอลออกซิเดสดวย L-DOPA  

  ชองที่ M = โปรตีนมาตรฐาน (Thyroglobulin 669 kDa, Ferritin 440 kDa, Catalase 
232 kDa, Lactate dehydrogenase 140 kDa และ BSA 66 kDa) 

 ชองที่ 1 = สารละลาย HLS 
 ชองที่ 2 = น้ําเลือด 
 
 
 
 
 
 
 

        ก                    ข                   ค  

440 kDa 

232 kDa 

66 kDa 

140 kDa 

      M    1     2                             M   1      2                       M      1       2

480 kDa

669 kDa 
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รูปที่ 4.20 แสดงความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนในสารละลาย HLS บน 10 % โพลีอะคริ

ลาไมดเจลแบบ เอสดีเอส ยอมดูแถบโปรตีนดวยคูแมสซีบลู (ก) และแผนเมมเบรน 
ไนโตรเซลลูโลสที่ตรวจสอบความจําเพาะกับแอนติบอดี (ข) 

 ชองที่ M = โปรตีนมาตรฐาน (Phosphorylase b 94 kDa, BSA 67 kDa, Ovalbumin  
   43  kDa, Carbonic anhydase 30 kDa, Trypsin inhibitor 20 kDa,  
    α Lactalbumin 14 kDa) 

 ชองที่ 1 = โปรตีนทั้งหมดที่ไดจากรีคอมบิแนนทแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  
                           BL21(DE3) pLysS 
 ชองที่ 2 = โปรตีนขนาด 72 kDa ที่แยกไดจากรีคอมบิแนนทแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  
                           BL21(DE3) pLysS  
 ชองที่ 3 = สารละลาย HLS  
 ชองที่ 4 = น้ําเลือด 
 
 

  ก ข

94 kDa 

67 kDa 

43 kDa 

30 kDa 

           M         1        2       3     4 M         1         2        3        4 
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4.6 ผลการทํา ELISA โดยใชโพลีโคลนอลที่ผลิตได 

  เมื่อใชรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนแอนติเจนในการเคลือบหลุมของไมโครไตเตอรเพลท พบ
วา แอนติบอดีที่ไดจากกระตายหลังฉีดกระตุนใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวา
แอนติบอดีที่ไดจากกระตายกอนฉีดกระตุนในทุกๆ คาความเจือจางของรคีอมบิแนนทโปรตีน และ
Base line ของเสนโคงของแอนติบอดีหลังฉีดกระตุนมีคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเเมตรเทากับ 
0.21 ดังนั้นคาไตเตอรของแอนติเจนเทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 200 หรือ 13.75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (รูปที่ 4.21) ซึ่งเปนคาความเจือจางสูงสุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร เทา
กับ 0.61 (ตารางที่ 4.7) เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเจือจางเทากับ 1 ตอ 1,000  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.21 แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับ คาความ
เจือจางของรีคอมบิแนนทโปรตีน  และ การอานคาไตเตอรของรีคอมบิแนนท
โปรตีน  โดยตรงศรชี้ คือ คาความเจือจางสูงสุดของของรีคอมบิแนนทโปรตีนที่
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490  นาโนเมตร สูงกวา base line 0.4 

 
 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1
1.1
1.2

0 500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

สวนกลับของคาเจือจางของแอนติเจน

คาก
ารดู
ดกลื

นแส
งที่ 

490
 นา
โนเม

ตร

แอนติบอดีกอนกระตุน แอนติบอดีหลังกระตุน



 73

 
ตารางที่ 4.7     แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ในการทํา ELISA เมื่อใชรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนแอนติเจน และใชแอนติบอดีเจือจาง 1 ตอ 1000 
 
 

การเจือจางของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 1:50 

(55.14)a 
1:100 

(27.57) 
1:200 

(13.79) 
1:400 
(6.89) 

1: 800 
(3.45) 

1:1,600 
(1.72) 

1:3,200 
(0.86) 

1:6,400 
(0.43) 

1:12,800 
(0.22) 

1:25,600
(0.11) 

1:51,200 
(0.05) 

แอนติบอดีจากกระตาย
กอนกระตุนดวย 

รีคอมบิแนนทโปรตีน 

0.074 
± 

0.001 

0.047 
± 

0.002 

0.043 
± 

0.001 

0.041 
± 

0.001 

0.043 
± 

0.001 

0.031 
± 

0.001 

0.025 
± 

0.003 

0.023 
± 

0.004 

0.025 
± 

0.003 

0.025  
±  

0.003 

0.027 
± 

0.003 
แอนติบอดีจากกระตาย

หลังกระตุนดวย 
รีคอมบิแนนทโปรตีน 

1.063 
± 

0.006 

0.810 
± 

0.011 

0.610 
± 

0.004 

0.451 
± 

0.045 

0.300 
± 

0.012 

0.214 
± 

0.006 

0.170 
± 

0.014 

0.188 
± 

0.009 

0.179 
± 

0.018 

0.102 
± 

0.026 

0.090 
± 

0.019 
a ความเขมขนโปรตีน หนวยเปน นาโนกรัมตอมิลลิลิตร    คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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 เมื่อใชสารละลาย HLS ที่มีความเขมขน 0.915 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเปนแอนติเจนในการ
เคลือบหลุมของไมโครไตเตอรเพลท พบวา แอนติบอดีที่ไดจากกระตายหลังฉีดกระตุนใหคาการดูด
กลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวาแอนติบอดีที่ไดจากกระตายกอนฉีดกระตุนในทุกๆ คาความเจือ
จางของสารละลาย HLS และBase line ของเสนโคงของแอนติบอดีหลังฉีดกระตุนมีคาการดูดกลืน
แสงที่ 490 นาโนเเมตรเทากับ 0.10 ดังนั้นคาไตเตอรของสารละลาย HLS เทากับคาการเจือจางที่ 1 
ตอ 50 หรือ 18.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.21 และตารางที่ 4.8) ซึ่งเปนคาความเขมขนของ
สารละลาย  HLS ที่นอยที่สุดที่ ใหคาการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตร เทากับ  0.50 เมื่อใช
แอนติบอดีที่ความเจือจางเทากับ 1 ตอ 1,000  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.22 แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับ คาความ
เจือจางของสารละลาย HLS  และ การอานคาไตเตอรของ HLS โดยตรงศรชี้ 
คือ คาความเจือจางสูงสุดของสารละลาย HLS ที่นํามาตรวจวัดปริมาณ 
โปรฟนอลออกซีเดสที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวา base line 
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ตารางที่ 4.8     แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ในการทํา ELISA เมื่อใชสารละลาย HLS เปนแอนติเจน และใชแอนติบอดีเจือจาง 1 ตอ 1000 
 
 

การเจือจางของสายละลาย HLS 
 1 : 2 

(457.50)a 
1 : 4 

(228.75) 
1 : 8 

(114.38) 
1 : 16 

(57.19)
1 : 32 

(28.59) 
1 : 64 

(14.30) 
1 : 128 
(7.15) 

1 : 256 
(3.57) 

1 : 512 
(1.79) 

1 : 
1024(0.8

9) 
แอนติบอดีจากกระตาย

กอนกระตุนดวย 
รีคอมบิแนนทโปรตีน 

0.482 
± 

0.037 

0.403 
± 

0.022 

0.367 
± 

0.042 

0.332 
± 

0.037 

0.222 
± 

0.034 

0.108 
± 

0.003 

0.061 
± 

0.049 

0.026 
± 

0.006 

0.019 
± 

0.006 

0.016  
±  

0.001 

แอนติบอดีจากกระตาย
หลังกระตุนดวย 

รีคอมบิแนนทโปรตีน 

1.261 
± 

0.093 

1.180 
± 

0.047 

1.049 
± 

0.016 

0.945 
± 

0.002 

0.703 
± 

0.002 

0.445 
± 

0.010 

0.141 
± 

0.003 

0.076 
± 

0.021 

0.033 
± 

0.011 

0.032 
± 

0.002 
a ความเขมขนโปรตีน หนวยเปน ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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4.7 การหาปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative 
RT-PCR 
  

ทํา RT-PCR โดยใชไพรเมอร PO1 และ PO2 ไดผลผลิตจาก RT-PCR ขนาด 417 คูเบส 
(รูปที่ 4.25) จากนั้นชะออกจากอะกาโรสเจลแลวนําไปเชื่อมตอกับ T-vector แลวชักนําเขาสูเซลล
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนจากโคโลนีของ E. coli สายพันธุ 
JM 109 ไปทําโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร M13F และ M13R ซึ่งจําเพาะกับT-vector ไดผลผลิต
จากโคโลนีพีซีอารขนาด 673 คูเบส ซึ่งรวมกับสวนของ T-vector 256 คูเบส นํามาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI ไดเปน 2 รูปแบบ คือ ชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด 277 คูเบส และ 396 คูเบส กับ ชิ้น 
ดีเอ็นเอขนาด 317 คูเบส และ 356 คูเบส (รูปที่ 4.23 และรูปที่ 4.24)  

 
 
รูปที่ 4.23 แสดงแบบจําลองการตัดผลผลิตจากโคโลนีพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
 
 จากนั้นนําโคโลนีของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 ที่ตรวจสอบจนแนใจแลววามี
ชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส มาสกัดพลาสมิด และหาลําดับนิวคลีโอไทด นําไปเปรียบ
เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสที่รายงานไวใน GenBank พบวามีความ
คลายกันมาก แสดงวาไพรเมอร PO1 และ PO2 ที่ออกแบบมาใชได 
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รูปที่  4.24 แสดงผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 

ชองที่ M     =    ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ชองที่ 1 – 4  = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  

                    ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 317 และ 356 คูเบส 
ชองที่ 5 และ 7-9     = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ไมไดตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ  

    BamHI  
ชองที่ 6  = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  

                    ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 277 และ 396 คูเบส 
ชองที่ 10   = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ไมมีชิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไป 
 

 

 



 78

เมื่อทําการทดสอบคาความเขมขนที่เหมาะสมของไพรเมอรที่ใชในการทํา semiquantitative 
RT-PCR โดยใชคูไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2 ซึ่งใหผลผลิตพีซีอารขนาด 
417 คูเบส และ 327 คูเบส ตามลําดับ โดยใชความเขมขนของไพรเมอรทั้ง 2 คูเปน 0.2 0.4 0.6 
0.8 และ 1.0 ไมโครโมลาร พบวาแถบดีเอ็นเอของแอคตินมีความเขมมากกวาแถบดีเอ็นเอของโปร
ฟนอลออกซีเดสที่ความเขมขนของไพรเมอรเทากนั แสดงใหเห็นวายีนแอคตินมี copy number สูง
กวายีนโปรฟนอลออกซีเดส (รูปที่ 4.25) จากนั้นจึงปรับความเขมขนของไพรเมอรทั้งคูใหมโดยใชคู
ไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2 ในหลอดเดียวกันโดยใชความเขมขนของคู
ไพรเมอร PO1, PO2 เทากับ 1.0 ไมโครโมลาร แตใชความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 
เทากบั 0.04 0.08 0.12 และ 0.16 ไมโครโมลาร พบวา ความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 
เทากับ 0.12 ไมโครโมลาร ใหความเขมของแถบดีเอ็นเอของแอคตินและแถบดีเอ็นเอของโปรฟนอล
ออกซีเดสใกลเคียงกันมากที่สุด (รูปที่ 4.26) ดังนั้น จึงเลือกใชความเขมขนของคูไพรเมอร PO1, 
PO2 เปน 1.0 ไมโครโมลาร และความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 เปน 0.12 ไมโครโม
ลาร ในการทํา RT-PCR 

 ในการทดสอบคาความเขมขนของแมกนีเซียมที่เหมาะสมสําหรับทํา RT-PCR โดยเปรียบ
เทียบความเขมขนของแมกนีเซียมเทากับ 1.0 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร พบวาที่ความเขมขนของ
แมกนีเซียม 1.5 มิลลิโมลาร แถบดีเอ็นเอของแอคตินและโปรฟนอลออกซีเดสที่ทําปฏิกิริยาใน
หลอดเดียวกันมีความเขมใกลเคียงกันกับแถบดีเอ็นเอของแอคตินและโปรฟนอลออกซีเดสที่ทํา
ปฏิกิริยาแบบแยกหลอดกัน (รูปที่ 4.27) ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขนของแมกนีเซียมเทากับ 1.5 
มิลลิโมลาร 

 เมื่อเปรียบเทียบการใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาที่ใชในการทํา RT-PCR ที่ 20 25 30 และ 
35 รอบ พบวาจํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับใชในการหาปริมาณของยีนโปรฟนอลออกซีเดส
เปรียบเทียบกับยีนแอคตินดวยเทคนิค semiquantitative RT-PCR คือ 25 รอบ เนื่องจากวา
ปริมาณของดีเอ็นเออยูในชวง log phase ของปฏิกิริยา ดูไดจากความเขมของแถบดเีอ็นเอของโปร
ฟนอลออกซีเดส และแอคติน ที่ 30 รอบ มีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวา ที่ 25 รอบ แตที่ 30 
และ 35 รอบ มีความเขมของแถบดีเอ็นเอเทากัน ดังแสดงในรูปที่ 4.28 
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เมื่อทดลองใชปริมาณอารเอ็นเอแมพิมพ 10, 100 และ 300 นาโนกรัม ในการทํา RT-PCR 
พบวาที่ปริมาณอารเอ็นเอ 10 นาโนกรัมก็สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซี 
เดสซึ่งเปนดีเอ็นเอเปาหมาย แตจางมาก แตที่ปริมาณอารเอ็นเอ 100 นาโนกรัม และ 300 นาโน
กรัม สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดสชัดเจนมาก (รูปที่ 4.29) 

 

 
   

  

รูปที่4.25   แสดงผลผลิต RT-PCR ของคูไพรเมอร PO1, PO2 (ชองที่ 2 – 6) และ คูไพรเมอร 
actin1, actin2 (ชองที่ 8 – 11) ที่ความเขมขนตางๆ กัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

 ชองที่ M   = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
 ชองที่ 1 และ 7  = ความเขมขนของไพรเมอร 1.0 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 2 และ 8  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.8 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 3 และ 9  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.6 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 4 และ 10  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.4 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 5 และ 11 = ความเขมขนของไพรเมอร 0.2 ไมโครโมลาร 
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รูปที่ 4.26 แสดงผลผลิต RT-PCR ของคูไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2     
                ซึ่งทําปฏิกิริยาในหลอดเดียวกัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

ชองที่ M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ชองที่ 1 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  
ชองที่ 2 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2 

เขมขน 0.16 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 3 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร + ไพรเมอร actin1, actin2

เขมขน 0.12 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 4 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2  

เขมขน 0.08 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 5 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2 

 เขมขน 0.04 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 6 = ไพรเมอร actin1, actin2 เขมขน 0.16 ไมโครโมลาร 
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รูปที่ 4.27 แสดงผลผลิต RT-PCR เมื่อใชความเขมขนของแมกนีเซียมตางกัน บน 2 % อะกาโรส

เจล โดยที่ ชองที่ 1, 5 และ 9 ใชคูไพรเมอร PO1, PO2  ชองที่ 2, 6 และ 10 ใชคูไพร
เมอร PO1, PO2  + คูไพรเมอร actin1, actin2  ชองที่ 3,7 และ 11 ใชคูไพรเมอร 
actin1,actin2  

 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
 ชองที่ 1 – 3  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 1.0 มิลลิโมลาร 
 ชองที่ 5 – 7  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 1.5 มิลลิโมลาร 
 ชองที่ 9 – 11  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 2.0 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.28 แสดงผลผลิต RT-PCR ที่ใชจํานวนรอบตางๆ กัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

 ชองที่ 1 = 20 รอบ 
 ชองที่ 2 = 25 รอบ 

ชองที่ 3 = 30 รอบ 
ชองที่ 4 = 35 รอบ 
ชอง   M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
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รูปที่ 4.29 แสดงผลผลิต RT-PCR บน 2 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจล เมื่อใชปริมาณอารเอ็นเอแม
แบบเปน 10, 100 และ 300 นาโนกรัม 

  ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
  ชองที่ 1 = คูไพรเมอร actin อยางเดียว, อารเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 
  ชองที่ 2 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ  10 นาโนกรัม 
  ชองที่ 3 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ 100 นาโนกรัม 
  ชองที่ 4 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ 300 นาโนกรัม 
  ชองที่ 5 = คูไพรเมอร PO อยางเดียว, อารเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 
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4.8 ผลของการเปรียบเทียบโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่เติม และไม
เชื้อ Vibrio harveyi ในการทดลองแบบ in vitro 

 จากการทดลองนําเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําจํานวน  5.12x106 เซลล มาเติมเชื้อ V. 
harveyi ปริมาณ 5.0x105, 5.0x106 และ 5.0x107 เซลล คิดเปนอัตราสวนของเซลลเม็ดเลือดตอ
จํานวน V. harveyi 10 ตอ 1, 1 ตอ1 และ 1 ตอ 10 ตามลําดับ แลวทําการเก็บตัวอยางในชั่วโมงที่ 
0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi มาหาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และ
ปริมาณของฟนอลออกซีเดส เทียบกบัเซลลเม็ดเลือดกุงที่ไมไดเติมเชื้อ V. harveyi พบวาเซลลเม็ด
เลือดกุงกุลาดําที่เติม และไมเติมเชื้อ V. harveyi มีแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณโปร
ฟนอลออกซีเดสในชั่วโมงที่ 0, 1, 2, 3 และ 4 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แต
ในชั่วโมงที่ 5 การทดลองที่เติมเชื้อ V. harveyi จํานวน 5.0x107 เซลล มีแอคติวิตีของฟนอลออกซี
เดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําต่ํากวาเซลลเม็ดเลือดกุงที่ไมได
เติมเชื้อ V. harveyi อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.9, 4.10และรูปที่ 4.30, 4.31) 

ตารางที่ 4.9  แสดงคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (0.001/นาที/ 
มิลลิกรัมของโปรตีน)  หลงัจากเติมเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง
 เวลาหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 1 2 3 4 5 

ไมเติมเชื้อ V. harveyi 
2332.96 
± 

741.30 

3134.00
± 

391.53 

2952.28 
± 

697.58 

2394.11 
± 

617.53 

2334.82 
± 

855.20 

2222.01 
± 

208.35 

V. harveyi  
5.0x105 เซลล/มิลลิลิตร 

2578.42 
± 

150.63 

1881.54
± 

146.74 

2075.00 
± 

106.07 

3553.19 
± 

873.89 

1943.09 
± 

33.80 

2330.58 
± 

491.08 

V. harveyi  
5.0x106 เซลล/มิลลิลิตร 

1600.51 
± 

136.98 

2459.22
± 

1172.56

2333.67 
± 

142.99 

2399.77 
± 

822.50 

1879.07 
± 

126.13 

1365.59 
± 

540.21 

V.harveyi  
5.0x107 เซลล/มิลลิลิตร 

1913.04 
± 

553.39 

3069.02
± 

921.94 

1608.17 
± 

780.41 

2088.56 
± 

596.65 

1901.06 
± 

281.34 

694.21 
± 

92.32 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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ตารางที่ 4.10  แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (ไมโครกรัมกรัม/
มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากเติมเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง 
 เวลาหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 1 2 3 4 5 

ไมเติมเชื้อ V. harveyi 
7.722 
± 

4.383 

10.123 
± 

1.113 

12.349 
± 

9.159 

18.371 
± 

3.283 

7.103 
± 

4.474 

9.479 
± 

1.002 

V. harveyi  
5.0x105 เซลล/มิลลิลิตร 

14.366 
± 

6.165 

11.603 
± 

0.061 

7.829 
± 

1.296 

15.455 
± 

8.658 

7.650 
± 

5.721 

9.349 
± 

2.131 

V. harveyi  
5.0x106 เซลล/มิลลิลิตร 

7.630 
± 

0.198 

15.391 
± 

8.135 

9.444 
± 

0.356 

16.285 
± 

0.848 

9.701 
± 

0.217 

8.159 
± 

1.169 

V. harveyi  
5.0x107 เซลล/มิลลิลิตร 

9.148 
± 

1.230 

19.720 
± 

2.862 

5.016 
± 

1.887 

7.514 
± 

1.977 

9.171 
± 

0.338 

4.178 
± 

0.295 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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รูปที่ 4.30 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําหลังจากเติมเชื้อ Vibrio 

                harveyi เมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนทั้งหมด
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รูปที่ 4.31 แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําหลังจากเติมเชื้อ 

Vibrio harveyi 

Vibrio harveyi  5.0 x 107 เซลล 

Vibrio harveyi  5.0 x 106 เซลล

Vibrio harveyi  5.0 x 105 เซลล

ไมมีเชื้อ Vibrio harveyi

Vibrio harveyi  5.0 x 107 เซลล 

Vibrio harveyi  5.0 x 106 เซลล

Vibrio harveyi  5.0 x 105 เซลล

ไมมีเชื้อ Vibrio harveyi
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4.9 ผลของการเปรียบเทียบโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ Vibrio harveyi 
กับกุงกุลาดําปกติ ในการทดลองแบบ in vivo 

4.9.1 เปรียบเทียบจํานวนเซลลเม็ดเลือด 

จากการทดลองฉีดเชื้อ V. harveyi เขาไปในตัวกุงกุลาดําเปนปริมาณ 3.8x105 
เซลลตอตัว พบวาในชั่วโมงที่ 3 และ 6 จํานวนเซลลเม็ดเลือดลดลงจากชั่วโมงที่ 0 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกุงปกติ ดังแสดงในตารางที่ 4.11 และรูปที่ 
4.32 

ตารางที่ 4.11  แสดงปริมาณเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (x104 เซลล/มิลลิลิตร) หลัง จากไดรับเชื้อ 
                   Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
916.67
± 

529.37

611.67
± 

183.00

581.67
± 

75.01 

685.00
± 

126.17

726.67 
± 

157.76 

532.50 
± 

133.39 

686.67 
± 

141.34 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
871.67
± 

168.94

227.50
± 

19.53 

251.67
± 

49.33 

504.17
± 

295.93

339.17 
± 

251.21 

405.00 
± 

170.61 

482.50 
± 

357.73 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

 

  4.9.2 เปรียบเทียบคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

  คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi กับกุงกุลาดํา
ปกติ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคาแอคติวิตีของฟนอลออกซี
เดสในกุงกุลาดําทั้งสองกลุม มีแนวโนมไปในทางเดียวกัน กลาวคือ คาแอคติวิตีของฟนอล
ออกซีเดสจากชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 12 มีคาลดลงเรื่อยๆ จากนั้นคาแอคติวิตีของฟนอล
ออกซีเดสคอยๆ เพิ่มข้ึน ดังแสดงในตารางที่ 4.12 และรูปที่ 4.33 
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รูปที่ 4.32  แสดงปริมาณเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เวลา  
0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.12    แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส (0.001/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากไดรับเชื้อ   
                    Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
220.35
± 

69.01 

147.22 
± 

42.02 

149.28 
± 

89.33 

89.51 
± 

28.01 

120.52 
± 

24.21 

218.24 
± 

174.65 

244.10 
± 

64.94 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
199.20
± 

107.76

212.68 
± 

86.07 

129.06 
± 

61.68 

77.41 
± 

49.65 

194.46 
± 

142.44 

160.58 
± 

77.75 

272.01 
± 

85.41 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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รูปที่ 4.33  แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เปนเวลา  

 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

  4.9.3 เปรียบเทียบปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสโดยวิธี ELISA 

  ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงปกติกับกุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi ในทุก
ชวงเวลาตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 72 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
แตปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มีแนวโนมสูงกวา
ในกุงปกติดังแสดงในตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.34 
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ตารางที่ 4.13    แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดส (นาโนกรัม/มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากไดรับเชื้อ 
Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
2.071 
± 

0.846 

1.617 
± 

1.016 

1.713 
± 

0.679 

1.418 
± 

0.860 

1.501 
± 

0.500 

3.787 
± 

2.327 

2.802 
± 

0.284 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
1.767 
± 

0.705 

3.459 
± 

2.847 

3.127 
± 

2.167 

1.150 
± 

0.528 

1.905 
± 

0.053 

3.143 
± 

1.077 

4.389 
± 

1.265 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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รูปที่ 4.34  แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เปนเวลา  
0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
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  4.9.4 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสโดยใชวิธี RT-PCR 

  จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําปกติ 
กับกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi เปนเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ72 ชั่วโมง พบวา
ปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําปกติ กับกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi ไม
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มี
ปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสต่ํากวากุงปกติดังแสดงในตารางที่ 4.14 และ รูปที่ 4.35 
โดยคาที่แสดงเปนคาของความสวางของแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ตอ 
ความสวางของแถบดีเอ็นเอของยีนแอคตนิบนอะกาโรสเจล (รูปที่ 4.36, 4.37, 4.38)  

ตารางที่ 4.14    แสดงอัตราสวนของยีนโปรฟนอลออกซีเดสตอยีนแอคติน (ความสวางแถบดีเอ็นเอ) 
                         หลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
0.774 
± 

0.267 

0.380 
± 

0.387 

0.338 
± 

0.316 

0.478 
± 

0.452 

0.263 
± 

0.230 

0.373 
± 

0.217 

0.410 
± 

0.420 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
0.642 
± 

0.274 

0.265 
± 

0.249 

0.039 
± 

0.068 

0.434 
± 

0.376 

0.262 
± 

0.453 

0.715 
± 

0.195 

0.189 
± 

0.327 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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รูปที่ 4.35  แสดงปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio 
harveyi เปนเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กุงกุลาดําปกติ กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ  Vibrio harveyi



 93

 

 

 

 

 
   ก              ข 

รูปที่ 4.36 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 1  

 ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100bp ladder)  
     ชองที่ 1 = เวลา 0  ชั่วโมง 
     ชองที่ 2 = เวลา 3  ชั่วโมง 
     ชองที่ 3  = เวลา 6  ชั่วโมง 
     ชองที่ 4  = เวลา 12 ชั่วโมง 
     ชองที่ 5  = เวลา 24 ชั่วโมง 
     ชองที่ 6  = เวลา 48 ชั่วโมง 
     ชองที่ 7 = เวลา 72 ชั่วโมง 
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   ก        ข 

รูปที่ 4.37 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 2  

 ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100bp ladder)  
     ชองที่ 1 = เวลา 0  ชั่วโมง 
     ชองที่ 2 = เวลา 3  ชั่วโมง 
     ชองที่ 3  = เวลา 6  ชั่วโมง 
     ชองที่ 4  = เวลา 12 ชั่วโมง 
     ชองที่ 5  = เวลา 24 ชั่วโมง 
     ชองที่ 6  = เวลา 48 ชั่วโมง 
     ชองที่ 7 = เวลา 72 ชั่วโมง 
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  ก                         ข 

รูปที่ 4.38 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 3  

 ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder)  
     ชองที่ 1 = เวลา 0  ชั่วโมง 
     ชองที่ 2 = เวลา 3  ชั่วโมง 
     ชองที่ 3  = เวลา 6  ชั่วโมง 
     ชองที่ 4  = เวลา 12 ชั่วโมง 
     ชองที่ 5  = เวลา 24 ชั่วโมง 
     ชองที่ 6  = เวลา 48 ชั่วโมง 
     ชองที่ 7 = เวลา 72 ชั่วโมง 



บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

5.1 การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมี 

 การตรวจวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีทําไดโดยวัดปริมาณของโดพาโครมซึ่ง
เปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการทําปฎิกิริยาระหวางฟนอลออกซีเดสกับสับสเตรท L-DOPA ที่เพิ่มขึ้น 
ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ดังรูปที่ 5.1 

รูปที่ 5.1 ปฏิกิริยาการเกดิโดพาโครมจากการทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซิเดสกับ L-DOPA  (ดัด
แปลงจาก Walivittan, 1999)  

การทดสอบภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสจากตัวแปร 3 
ประเภท ไดแก คา pH ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร และปริมาณเอนไซมทริปซิน ซึ่งเปนปจจัยที่มี
ความสําคัญตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

จากผลการทดสอบการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีที่ pH ตั้งแต 3-11 พบวา 
ชวงที่ฟนอลออกซีเดสมีคาแอคติวิตีสูงสุดคือใน pH 7.0 และ 8.0 ซึ่งเปนชวง pH ของน้ําเลือดปกติ
ในกุงกุลาดําซึ่งมีคา pH 7.43 (กิจการ และคณะ, 2543a) และคา pH ของเลือดกุง P. stylirostris 
เปน 7.25 ในกุงตัวผู และ 7.33 ในกุงตัวเมีย (Vargas-Albores และ Ochoa, 1992) โดยคา pH ที่
เหมาะสมกับการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ไดนี้สอดคลองกับผลการทดลองในกุง P. 
setiferus คือคา pH 6.5-8.0 (Simpson และคณะ, 1987) และกุง P. californiensis คือคา pH 
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7.0-8.0 (Gollas-Galvan และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังพบอีกวาเมื่อคา pH สูงกวา 8 จะทําให 
L-DOPA ซึ่ งเปนสับสเตรตในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซี เดสสามารถเกิด
autoxidation ได คือสามารถใหสีที่วัดไดในชวงความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรไดเชนเดียวกับการ
ทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสโดยที่ไมมีฟนอลออกซีเดสอยูเลย ดังนั้นคา pH ของการตรวจวัด
คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ดีจึงไมควรเกิน 8.0 เพราะจะทําใหคาแอคติวิตีของ
ฟนอลออกซีเดสที่วัดไดสูงกวาความเปนจริง 
 

ในการศึกษาผลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส พบวาการเติม
เอนไซมทริปซินจะทําใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาการที่ไมเติมเอนไซมทริปซินอยาง
มาก โดยมีคา แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาถึงประมาณ 6 เทาของปฏิกิริยาที่ไมมีเอนไซม 
ทริปซินและการใชเอนไซมทริปซินนี้จะใชในปริมาณที่คอนขางนอย (< 1%) ก็สามารถทําใหเกิด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่สมบูรณได ที่เปนเชนนี้เนื่องจากวาเอนไซมทริปซินจะทําหนาที่เชน
เดียวกับเอนไซม serine protease คือ เปลี่ยน โปรฟนอลออกซีเดสซึ่งอยูในรูป inactive form ให
เปนฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป active form โดยการตัดโปรฟนอลออกซีเดสที่ตําแหนง Arg44 และ 
Val45 (Sritunyalucksana และคณะ, 1999) ดังนั้นการตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
โดยที่มีหรือไมมีเอนไซมทริปซิน จึงเปนการตรวจวัดไดคาของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ 
อยูในรูป active และ inactive form หรือตรวจวัดเฉพาะฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป active form 
ตามลําดับ จากการที่คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงขึ้นอยางมากเมื่อเติมเอนไซมทริปซินแสดง
ใหเห็นวาฟนอลออกซีเดสที่อยูในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําสวนใหญอยูในรูปของโปรฟนอลออกซี
เดส ซึ่งสอดคลองกับการทดลองในกุง P. californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993b) 
และกุง P. paulensis (Perazzolo และ Barracco, 1997) 

ในการทดลองวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส โดยใชสารละลายที่แตกตางกัน คือ สาร
ละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียม แคลเซียม (H0) สารละลายแฮงคที่มีแมกนีเซียม แคลเซียม (H1) 
สารละลายโซเดียมซิเตรต สารละลาย PBS สารละลาย Tris-HCl และสารละลาย CAC buffer ซึ่ง
สารละลายทั้ง 6 ชนิดมีคา pH เทากันคือ 7.5 พบวา ในสภาวะที่มีเอนไซมทริปซินสารละลาย CAC 
buffer ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาสารละลายชนิดอ่ืนๆ รองลงมาไดแกสารละลาย 
Tris-HCl สารละลายโซเดียมซิเตรต 10 เปอรเซนต สารละลาย H1 และ สารละลาย PBS ตาม
ลําดับ สวน H0ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส ต่ํากวาสารละลายชนิดอื่นๆ แตเมื่อทดลองวัด
โดยไมมีเอนไซมทริปซิน พบวาสารละลาย Tris-HCl สารละลาย H0  PBS และสารละลายโซเดียมซิ
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เตรท ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่คอนขางต่ํามาก ทั้งนี้นาจะมาจากปริมาณสารประกอบ
แคลเซียมในสารละลายบัฟเฟอรแตละชนิด โดยในสารละลายทั้ง 4 ชนิดนี้ไมมี Ca2+ เปนสวน
ประกอบ ขณะที่สารละลาย H1 และ CAC buffer มี  Ca2+ เปนสวนประกอบ ถึงแมอยูในสภาวะที่
ไมมีเอนไซมทริปซินชวยเปลี่ยนโปรฟนอลออกซีเดส เปนฟนอลออกซีเดสแตในสารละลาย HLS ที่
สกัดมาจากเม็ดเลือดกุงก็ยังมีเอนไซม serine protease ซึ่งสามารถทําหนาที่ไดในสภาพที่มี Ca2+

อยูในสารละลายจึงทําใหโปรฟนอลออกซีเดสบางสวนยังคงเปลี่ยนไปเปนฟนอลออกซีเดสได ทาํให
คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ตรวจวัดในสารละลายที่มี Ca2+เปนองคประกอบใหคาที่สูงกวา 
ดังนั้นในการหาคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยรวมจึงควรใชสารละลายที่มี Ca2+เปนองค
ประกอบ  แตหากตองการหาค าของโปรฟ นอลออกซี เดสเพื่ อ เป รียบ เที ยบกับค าของ 
ฟนอลออกซีเดส การใชสารละลายที่มีและไมมี Ca2+เปนองคประกอบทั้ง 2 แบบนาจะใหคาที่ถูก
ตองมากที่สุด นอกจากนี้การใช Ca2+ เปนตัวแปรยังทําใหสามารถประเมินแอคติวิตี ของ serine 
protease ที่มีอยูในเลือดของกุงกุลาดําไดอีกทางหนึ่งดวย 

ในการทดสอบการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยไซโมแซนเอซึ่งเปน 1-3,เบตาก
ลูแคนชนิดหนึ่ง ในหลอดทดลองพบวาไซโมแซนเอไมสามารถกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
ของกุงกุลาดําในระดับที่สามารถตรวจสอบไดในสารละลายทุกชนิดที่ใชในการทดลองครั้งนี้ทั้งใน
แบบท่ีมีและไมมีเอนไซมทริปซิน ในขณะที่มีรายงานบางฉบับรายงานถึงวา เบตา, 1-3, กลูแคน
สามารถกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดในกุงบางชนิด (Vargas-Albores, 1995; Vargas-
Albores และคณะ, 1996 และ 1997) แตอยางไรก็ตามการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
นั้นเปนการกระตุนการเกิดกระบวนการ degranulation ไมไดเปนการกระตุนการทํางานของ 
ฟนอลออกซีเดสโดยตรง (Gollas-Galvan และคณะ, 1997)  

การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใช  MBTH เปนสารในการทําปฏิกิริยากับโดพา 
ควินโนน (Dopaquinone) ใหสารสีชมพูเขมซ่ึงมีความเสถียรและตรวจวัดไดงาย มีรายงานการวัด
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสใน Botryllus schlosseri (Frizzo และคณะ, 1999) ดวยการใช 
MBTH ซึ่งในป 1991 Winder และ Harris รายงายวาวิธีการวัดแอคติวิตีของโดพาออกซีเดสโดยวิธี 
MBTH มีความไวมากกวาการวัดดวยวิธี DOPA ถึง 7 เทา สมการการเกิดปฏิกิริยาของ MBTH กับ 
โดพาควินโนนที่ไดจากปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสกับ L-DOPA แสดงดังรูปที่ 5.2   
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 จากผลการทดลองที่ไดพบวา การใชวิธี MBTH ทําใหคาความไวของการวัดแอคติวิตีของ 
ฟนอลออกซิเดสสูงกวาวิธีเดิมที่ใชแตเพียง DOPA ประมาณ 3.5 เทา ขอดีของการใช MBTH คือ 
ทําใหสามารถตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสจากตัวอยางที่มีปริมาณนอยๆ ไดโดยใชน้ํา
เลือดประมาณ 6 ถึง 10 ไมโครลิตร ในขณะที่วิธีที่ใช L-DOPA เพียงอยางเดียวตองใชปริมาณน้ํา
เลือดประมาณ 20 ถึง 40 ไมโครลิตร นอกจากนี้ผลิตภัณฑที่ไดจาก MBTH ทําปฏิกิริยากับโดพา 
ควินโนน คือ สารสีชมพูเขมยังมีความเสถียรมากกวาโดพาโครมที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของ L-
DOPA กับฟนอลออกซีเดส โดยเมื่อทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรดเปอรคลอริกแลวโดพาโครมไม
สามารถหยุดปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณ ซึ่งทําใหตองรีบวัดคาการดูดกลืนแสงอยางรวดเร็วและ
พรอมกันทําใหไมสะดวกในการตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกรณีที่มีตัวอยางมากๆ 
ได ในขณะที่สารสีชมพูเขมสามารถหยุดปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณโดยการเติมกรดเปอรคลอริกและ
สีที่ไดจะคงที่ไดนาน ซึ่งมีขอดีคือสามารถวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดถูกตองแมนยํากวา
โดยไมตองรีบรอนในการวัดตัวอยางที่มากๆ ในเวลาเดียวกันทั้งหมด  

 
รูปที่ 5.2 ปฏิกิริยาของโดพาควินโนนกับ MBTH (Winder และ Harris, 1991) 

5.2 การแยกโปรฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 

ในการแยกสกัดโปรฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําในครั้งนี้เพื่อศึกษาคุณ
ลักษณะบางประการของโปรฟนอลออกซีเดส และทําบริสุทธโปรฟนอลออกซีเดส เพื่อใชในการทํา
โพลีโคลนอลแอนติบอดีจึงไดใชการแยกสกัด 2 วิธี คือการแยกสกัดดวยการชะโปรฟนอลออกซีเด
สออกจากโพลีอะคริลาไมดเจลหลังจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพ 
ธรรมชาติ และการทําลิควิดโครมาโตรกราฟฟ ทั้งสองวิธีใชตัวอยางในการแยกสกัดโปรฟนอลออก

MBTH Dopaquinone

Dark pink pigment 
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ซีเดสจากสารละลาย HLS จากเม็ดเลือดกุงกุลาดํา ในวิธีแรกทําโดยการนําสารละลาย HLS มา
แยกโปรฟนอลออกซีเดสโดยการทําอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติแลว
ยอมดวย L-DOPA และ สียอมคูแมสซีบลู พบวาแถบของโปรฟนอลออกซีเดสที่ยอมดวย L-DOPA 
เห็นคอนขางชัดเจน มีขนาด 480 kDa แตที่ยอมดวยสียอมคูแมสซีบลูเห็นแถบของโปรฟนอลออกซี
เดสคอนขางยากเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนของโปรฟนอลออกซีเดสในแตละชองมีนอยมาก อยาง
ไรก็ตามไดทําการตัดเอาเนื้อโพลีอะคริลาไมดเจลในบริเวณที่คาดวาจะมีโปรฟนอลออกซี 
เดสอยูมาทําการบดแลวทําการฉีดเขาสูกระตายเพื่อสรางแอนติบอดี ผลที่ไดพบวา แอนติบอดีที่
ผลิตไดสามารถจับกับแถบของโปรฟนอลออกซีเดสไดแตมีความไวต่ํา (low sensitivity) และความ
จําเพาะต่ํา (low specificity) ซึ่งสาเหตุนาจะมาจากการที่โปรฟนอลออกซีเดสที่แยกดวยวิธีโพลี
อะคริลาไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิสมีปริมาณที่คอนขางนอยไมสามารถแยกออกจากแถบโปรตีนอื่นที่
อยูบริเวณใกลเคียงซึ่งมีปริมาณมากกวาไดอยางสมบูรณทําใหเปนสาเหตุของการมีความจําเพาะ
ต่ํา ประกอบกับไมสามารถชะโปรฟนอลออกซีเดสออกจาก โพลีอะคริลาไมดเจลกอนการนําไป
กระตุนกระตายไดเนื่องจากปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่นอย จึงอาจทําใหการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันของกระตายไมไดสัมผัสกับโปรฟนอลออกซีเดสในปริมาณที่มากพอทําใหความไว
ของแอนติบอดีที่ไดต่ําดวย 

สวนการแยกสกัดโปรฟนอลออกซิเดสโดยวิธีลิควิดโครมาโตรกราฟฟทําโดยการใชเทคนิค
แบบ affinity chromatography ดวยคอลัมนบลูเซบฟาโรส พบวาโปรตีนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟา
โรสไดเปนโปรตีนสวนใหญในสารละลาย HLS ซึ่งตรวจไมพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตเมื่อ
ชะโปรตีนที่จับอยูกับคอลัมนบูลเซบฟาโรสดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด กลับตรวจพบแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสในสารละลายโปรตีนที่ชะออกมาและมีขนาดโมเลกุลประมาณ 480 kDa ซึ่ง
ผลที่ไดนี้ตางจากที่มีรายงานในการแยกสกัดโปรฟนอลออกซีเดสจาก Pacifastacus leniusculus 
(Aspán และ Söderhäll, 1991) และ Penaeus californiensis (Gollas-Galván และคณะ, 1999) 
ดวยวิธีเดียวกันนี้โดยโปรฟนอลออกซีเดสของ Pacifastacus leniusculus และ P. californiensis 
เปนสวนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรสออกมา ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้โปรฟนอลออกซีเดสที่สกัดไดมี
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 5.61 เปอรเซ็นตของปริมาณแอคติวิตีเร่ิมตน และไดปริมาณโปรตีน 
1.5 เปอรเซนตของปริมาณโปรตีนตั้งตน ซึ่งปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดนี้มีนอยมาก และ
ไมสามารถคงสภาพใหมีแอคติวิตีไดนานพอจึงไมเพียงพอที่จะนําไปสรางแอนติบอดีตอไปได 
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5.3 การโคลน และการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส 

ยีนของโปรฟนอลออกซีเดสมีขนาด 2,072 คูเบส สรางขึ้นโดยการออกแบบไพรเมอรใน
ตําแหนงเริ่มตน (start codon) และ ตําแหนงสิ้นสุด (stop codon) ของยีนโปรฟนอลออกซีเดสที่มี
รายงานในฐานขอมูลของ GenBank (AF099741) (Sritunyalucksana และคณะ, 1999) โดยที่
ดานปลาย 5’ ของตําแหนงเริ่มตนของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ไพรเมอรถูกออกแบบใหเขากันไดพอ
ดีกบับริเวณ ที่เปนจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI บน T-easy vector เมื่อทําการตัดตอยีนโปร
ฟนอลออกซีเดสเขาสู T-easy vector แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI ทําใหได
ชิ้น insert ที่มีสวนของยีนโปรฟนอลออกซีเดสอยูสามารถตอเขากันไดพอดีกับ insertion site ของ
เวคเตอร pET17b  ซึ่งเปน expression vector ที่สามารถสรางโปรตีนไดดีใน  E. coli สายพันธุ 
BL21(DE3) plysS จากการทํา protein expression พบวามีการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนใน
ปริมาณที่คอนขางมากที่ขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 kDa ซึ่งใกลเคียงกับโปรฟนอลออกซี
เดสของกุงกุลาดําที่ไดจากการคํานวณจากลําดับกรดอะมิโนซึ่งมีขนาดประมาณ  78.7 kDa 
(Sritunyalucksana และคณะ, 1999) โดยรีคอมบ ิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่ไดนี้ไดนําไปใชเปน
แอนติเจนเพื่อสรางแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสของกุงกุลาดํา 

5.4 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากรีคอมบิแนนทโปรตีน 

เมื่อนําแอนติบอดีที่ผลิตโดยใชรีคอมบิแนนทโปรตีนที่สรางจากยีนโปรฟนอลออกซีเดสของ
กุงกุลาดํา มาตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุง
พบวา แอนติบอดีที่ไดสามารถจับไดกับแถบโปรตีนขนาด 480 kDa จากสารละลาย HLS ของกุง
กุลาดําซึ่งสามารถพิสูจนไดวาเปนโปรฟนอลออกซีเดสโดยดูจากการทําปฏิกิริยากับ L-DOPA บน
โพลีอะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (native-PAGE) และแอนติบอดีที่ไดนี้
ยังมีความจําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูปที่สูญเสียสภาพธรรมชาติบนโพลีอะคริลาไมด
เจลแบบเอสดีเอส (SDS-PAGE) ดวย แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะตอโปรฟนอล
ออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา สวนการตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสในน้ําเลือดนั้น
แอนติบอดีไมสามารถตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสไดจากโปรตีนที่มาจากน้ําเลือด เนื่องจาก
ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในน้ําเลือดจะนอยกวาในเซลลเม็ดเลือด เปนที่นาสังเกตวาน้าํ
หนักโมเลกุลของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุงกุลาดํามีขนาด 70 kDa ซึ่งมีขนาด
เล็กกวาขนาดของรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่มีขนาด 73 kDa เห็นไดจากการตรวจสอบ
ดวยแอนติบอดี ซึ่งความแตกตางนี้นาจะเกิดจากโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS อาจจะ
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อยูในรูป active form คือ ฟนอลออกซีเดสซึ่งถูกเอนไซม serine protease ตัดที่ตําแหนง Arg44 
และ Val45 ทําใหมีขนาดเล็กกวารีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป inactive form  

ในการทดสอบแอนติบอดีกับโปรฟนอลออกซีเดสบน native-PAGE พบวาโปรฟนนอลออก 
ซีเดสมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 480 kDa เมื่อเปรียบเทียบกับหนวยยอย (subunit) ของโปร
ฟนอลออกซีเดส ที่ตรวจสอบไดใน SDS-PAGE ซึ่งมีขนาดโมเลกุลประมาณ 70 kDa ทําใหพอจะ
คํานวณไดวาโปรฟนอลออกซีเดสในรูป native form นาจะประกอบดวยหนวยยอยที่มีขนาดเทากนั
ประมาณ 7 หนวยยอย จากการศึกษาโปรฟนอลออกซีเดสในรูป native form ใน Pacifastacus 
leniusculus โปรฟนอลออกซีเดสมีขนาด 300 kDa ประกอบไปดวย 4 หนวยยอยที่มีขนาดเทากัน
คือ 76 kDa (Aspán และ Söderhäll, 1991) และ โปรฟนอลออกซีเดสในกุง P. californiensis มี
ขนาด 272 kDa ประกอบไปดวย 2 หนวยยอยท่ีมีขนาดเทากันคือ 114 kDa (Gollas-Galván และ
คณะ, 1999)  

หลังจากตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีกับโปรฟนอลออกซีเดสแลว ไดทดลองทํา 
ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดกับตัวอยางรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสพบวา
คาไตเตอรของแอนติเจนเทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 200 หรือ 13.75 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แต
เมื่อใชสารละลาย HLS จากกุงกุลาดําเปนแอนติเจนในการทํา ELISA พบวาไตเตอรของแอนติเจน
เทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 50 หรือ 18.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเจือ
จางเทากับ 1 ตอ 1,000 แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ผลิตไดมีความเหมาะสมในการใชตรวจวัด
ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุงกุลาดํา ซึ่งความเขมขนของโปรฟนอล
ออกซีเดสที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดดวยวิธี ELISA อยูที่ประมาณ 14 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
เมื่อใชแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการศึกษาครั้งนี้  และตัวอยางสารละลาย HLS ที่จะนํามาตรวจวดั
ปริมาณฟนอลออกซีเดสควรมีความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดประมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เปนอยางนอยจึงจะสามารถตรวจวัดปริมาณของฟนอลออกซีเดสไดอยางถูกตอง  

5.5 การตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative 
RT-PCR 

ในการทํา semi-quantitative RT-PCR ไดใชไพรเมอร PO1 และ PO2 ที่ออกแบบจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสซึ่งทําใหมีขนาดของผลผลิตของ RT-PCR เทากับ 
417 คูเบส โดยมีไพรเมอร actin 1 และ actin 2 ที่ออกแบบจากยีนแอคตินของกุงกุลาดําซึ่งใหผล
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ผลิตขนาด 327 คูเบส เปนตัวเปรียบเทียบเนื่องจากวายีนแอคตินเปนยีนมีการแสดงออกเทากัน
ตลอดเวลา และมีขนาดของผลผลิต RT-PCR ไมแตกตางจากขนาดของผลผลิต RT-PCR ของยีน
โปรฟนอลออกซีเดสมาก และคา Tmของคูไพรเมอร ทั้ง 2 คูมีคาใกลเคียงกัน คือ PO1 และ PO2 มี
คา Tm เปน 55.1 และ 55.7 องศาเซลเซียสตามลําดับ สวนไพรเมอร actin1 และ actin2 มีคา Tm 
เปน 51.3 และ 52.0 องศาเซลเซียสตามลําดับ ทําใหการปรับอุณหภูมิในชวง annealing ในการทํา 
RT-PCR แบบใชไพรเมอร 2 คูในหลอดเดียวกัน (multiplex RT-PCR) ซึ่งมีอัตราสวนที่เหมาะสมใน
การทํา RT-PCR ดังนี้ คือ ใช PO1 และ PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร และใช actin1 และ actin2 
เขมขน 0.12 ไมโครโมลาร ซึ่งคิดเปนอัตราสวนประมาณ 8:1 ซึ่งแสดงถึงวาสําเนาของยีนแอคติน
กับยีนโปรฟนอลออกซีเดสของกุงกุลาดําแตกตางกันมาก และเมื่อทดสอบการใชปริมาณของอาร
เอ็นเอแมพิมพ พบวาที่ปริมาณของอารเอ็นเอแมพิมพ 10 นาโนกรัม ยังสามารถตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสไดแตไมชัดเจนมากนัก ดังนั้นปริมาณอารเอ็นเอแมพิมพที่
เหมาะสม  คือ 100 นาโนกรัม และเมื่อพิจารณาถึงจํานวนรอบที่ เหมาะสมในการทํา semi-
quantitative คือ 25 รอบ เนื่องจากวาเปนชวง log phase ของปฏิกิริยา โดยสังเกตไดจากการ
เปรียบเทียบปริมาณผลผลิต RT-PCR ที่ไดจากการทํา RT-PCR 25 รอบ กับ 30 รอบ พบวาที่ 30 
รอบมีความสวางของแถบดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน 

5.6 การตรวจวัดระดับของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harvayi ดวยวิธี
ทางเคมี วิธีทางอิมมูนโนวิทยา (ELISA) และวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอล
ออกซีเดสดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR 

 ทําการศึกษาการติดเชื้อ V. harvayi ในกุงกุลาดํา 2 แบบ คือ  in vitro ทําโดยใชเซลลเม็ด
เลือดกุงปริมาณเทากัน มาเติมเชื้อ V. harvayi ที่ปริมาณตางๆ กัน แลวทําการวัดแอคติวิตีของฟ
นอลออกซีเดสดวยวิธีทางเคมีแบบใช MBTH และวัดปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี ELISA 
เปรียบเทียบกับเซลลเม็ดเลือดที่ไมไดเติมเชื้อ พบวาโดยรวมแลวในเวลา 4 ชั่วโมงแรกหลังจากเติม
เชื้อยังไมพบความแตกตางกันของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตเร่ิมเห็นความแตกตางในการ
ทดลองที่เติมเชื้อ V. harvayi ปริมาณที่สูง โดยแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสลดต่ําลงในชั่วโมงที่ 5 
ซึ่งเปนชั่วโมงสุดทายของการทดลอง อาจเปนไปไดวาเซลลเม็ดเลือดไมอยูในสภาพที่จะตอบสนอง
ตอเชื้อ V. harvayi ที่เติมลงไป  สวนในการศึกษาแบบ in vivo เปนการศึกษาการตอบสนองตอเชื้อ 
V. harvayi ในตัวกุงกุลาดํา โดยการฉีดเชื้อ V. harveyi เขาที่กลามเนื้อของกุงกุลาดําแลวทําการ
เก็บเลือดมาวิเคราะหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยวิธีทางเคมีแบบใช MBTH วัดปริมาณ
โปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี ELISA และวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี 
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semi-quantitative RT-PCR เปรียบเทียบกับกุงกุลาดําที่ไมไดรับเชื้อ V. harveyi  พบวาไมมีความ
แตกตางกันเนื่องจากวาคาฟนอลออกซีเดสของกุงแตละตัวนั้นมีความแปรปรวนสูง   

 จากการศึกษาการติดเชื้อ V. harveyi ในกุงกุลาดําแบบ in vitro พบวาเซลลเม็ดเลือดกุง
กุลาดําที่เติมเชื้อ V. harvayi ในปริมาณ 5.0x107 เซลลซึ่งมากกวาเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา 10 
เทานั้นมีคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสต่ํากวาในชุดการ
ทดลอง เซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ไมไดเติมเชื้อ V. harvayi อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
จะเห็นไดวาอัตราสวนระหวางจํานวนเซลลเม็ดเลือดกับจํานวนแบคทีเรียมีผลตอแอคติวิตีของฟ
นอลออกซีเดส อยางไรก็ตามผลที่ไดสามารถเห็นไดชัดเจนเมื่อจํานวนแบคทีเรียมีปริมาณสูงกวา
เซลลเม็ดเลือดมากๆ เมื่อเวลาผานไปประมาณ 5 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาสุดทายที่มีการจดบันทึกขอ
มูลในการทดลองครั้งนี้ ดังนั้นจึงเห็นวาถามีการทําการทดลองที่ระยะเวลานานขึ้น และทําการ
บันทึกจํานวนแบคทีเรียที่มีอยูเมื่อเวลาผานไปก็นาจะใหผลที่ชัดเจนยิ่งขึ้นในกรณีที่ตองการทราบ
วาเซลลเม็ดเลือดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ไดหรือไม โดยจากการศึกษาของ 
Lee และคณะ (1995) พบวาV. harvayi สามารถผลิตสารยอยสลายเซลลเม็ดเลือด (haemolysin) 
ได  ดังนั้นจึงทําใหเซลลเม็ดเลือดลดลง สงผลใหปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสลดลงดวยเพราะวา
โปรฟนอลออกซีเดสพบอยูในเซลลเม็ดเลือด นอกจากนี้สารดังกลาวอาจจะไปมีผลยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมฟนอลออกซีเดสจึงทําใหแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่วัดไดลดนอยลงไปดวย  

 สวนในการศึกษาการติดเชื้อ V. harvayi ในกุงกุลาดําแบบ in vivo โดยการฉีดเชื้อ V. 
harvayi เขาไปในกลามเนื้อของกุงกุลาดํา พบวาในชั่วโมงที่ 3 และ 6 หลังจากฉีดเชื้อ กุงกุลาดําที่
ไดรับเชื้อ V. harvayi มีปริมาณของเซลลเม็ดเลือดรวมตํ่ากวากุงปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยตั้งแตชั่วโมงที่ 12 เปนตนไป พบวาจํานวนเซลลเม็ดเลือดมีแนวโนมเพิ่มข้ึนและมี
จํานวนไมแตกตางจากกุงปกติ อาจเปนไปไดวากุงกุลาดําไดรับส่ิงแปลกปลอมเขาไปในรางกายทํา
ใหเซลลเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนของรางกายลดลงเนื่องจาก เซลลเม็ดเลือดจะเขามาลอมจับส่ิง
แปลกปลอมซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Martin และคณะ (1993) ที่พบวาปริมาณเซลลเม็ด
เลือดรวมของกุงทะเล Sicyonia ingentis ลดลง 20 เปอรเซ็นตหลังจากฉีดเชื้อแบคทีเรียเขาไป 24 
ชั่วโมง โดยเมื่อพิจารณาถึงคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสของ
เลือดกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harvayi พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมี
แนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกุงปกติ สวนในการวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซี
เดสนั้นมีขอสังเกตวาคาที่ไดมีความแปรปรวนสูงมาก นอกจากนี้ในบางตัวอยางไมสามารถตรวจ
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พบปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสเลยอาจเปนเพราะวามีปริมาณอยูนอยกวายีนแอคตินที่เปนยีน
เปรียบเทียบ จนไมอาจตรวจพบยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative RT-PCR ได  

 การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสเปนการวัดการทํางานของฟนอลออกซีเดสซึ่ง
เปนการบงบอกถึงประสิทธิภาพของฟนอลออกซีเดสที่ยังคงสภาพธรรมชาติอยูไมรวมถึงโปรฟนอล
ออกซีเดสที่สลายไปแลว สวนการวัดโปรฟนอลออกซีเดสทางอิมมูนวิทยาโดยวิธี ELISA เปนการ
หาปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสทั้งในสวนที่สูญเสียสภาพธรรมชาติไปแลว แลวที่ยังคงสภาพธรรม
ชาติอยู และวิธี semi-quantitative RT-PCR เปนการวัดโปรฟนอลออกซีเดสในระดับการแสดง
ออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ซึ่งมีอีกหลายขั้นตอนกวาจะสรางเปนโปรตีนและมีแอคติวิตีเกิด
ข้ึน ในระหวางนี้จึงอาจถูกยับยั้งไดทําใหคาของโปรฟนอลออกซีเดสที่ไดจากวิธีวัดทั้ง 3 แบบไมเทา
กัน จากการวัดปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสทั้ง 3 วิธีนี้พบวาปริมาณของฟนอลออกซีเดส และ
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสแปรผันตามจํานวนของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา แสดงใหเห็นวาโปร
ฟนอลออกซี เดสมีอยู ในเซลล เม็ดเลือดกุงกุลาดํา  ซึ่งสอดคลองกับกับการทดลองในกุ ง  
P. californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993b) และกุง P. paulensis (Perazzolo และ 
Barracco, 1997) โดยพบโปรฟนอลออกซีเดสอยูในเซลลเม็ดเลือดเชนเดียวกัน และผลของการ 
แอคติวิตี และปริมาณของฟนอลออกซีเดสทั้ง 3 วิธีดังกลาวนี้ใหผลสอดคลองกันทั้งหมด มีความ
เปนไปไดวาวิธีวัดโปรฟนอลออกซีเดสที่พัฒนาขึ้นมาสามารถนําไปใชไดจริง แตอยางไรก็ดีผลที่ได
ยังเปนเพียงการทดสอบเบื้องตน ตองมีการทดสอบในตัวอยางกุงกุลาดําในจํานวนที่เพิ่มมากขึ้น 
รวมถึงทดสอบกับกุงที่มีการติดเชื้อจริงๆ ในบอเลี้ยงเปรียบเทียบผลกับกุงปกติ 

 



บททื่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 
1. ภาวะที่เหมาะสมตอการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีในกุงกุลาดํา โดยใชสารละลาย 

CAC buffer ที่คา pH 7 – 8  
2. การใชสาร MBTH เปนตัวทําปฏิกิริยากับโดพาควินโนนสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการวัดแอคติวิ

ตีของฟนอลออกซีเดสไดมากกวา 3.5 เทาของวิธีที่ใช L-DOPA เปนสับสเตรตเพียงอยางเดียว 
3. ไมสามารถตรวจพบกระตุนการเกิดแอคติวิตีของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุง

กุลาดําไดดวยไซโมแซนเอ 
4. สามารถชักนําใหเกิดการสังเคราะหรีคอมมิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่มีขนาด 73 กโิลดาลตัน

ดวยเวคเตอร pET17b ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) plysS 
5. สามารถผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุง

กุลาดําดวยรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดส 
6. โปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํามีขนาดประมาณ 480 kDa ประกอบดวย 7 หนวยยอยที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากัน คือประมาณ 70 kDa 
7. กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มีปริมาณเซลลเม็ดเลือดนอยกวากุงที่ไมไดรับเชื้อ  
8. แอคติวิตีของฟนอลออกซเีดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสแปรผันตามจํานวนเซลลเม็ดเลือด 
9. ตรวจไมพบความแตกตางของการสังเคราะหอารเอ็นเอสําหรับโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่

ไดรับเชื้อ และไมไดรับเชื้อ V. harveyi  
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นายชัยชาญ  ไตรศรีศิลป เกิดวันพฤหัสที่ 11 ธันวาคม พ.ศ. 2518 ที่กรุงเทพมหานคร เขา
รับการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตน และตอนปลายที่โรงเรียนทวีธาภิเศก เขตบางกอกใหญ
กรุงเทพมหานคร  และสอบเขาศึกษาตอระดับปริญญาตรีในสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชา
ชีววิทยาประยุกต คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลา เจาคุณทหารลาดกระบัง  
สําเร็จการศึกษาและเขารับพระราชทานปริญญาบัตรในปการศึกษา 2539 หลังจากนั้นสอบเขา
ศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2542 และไดรับทุนสนับสนุนจากโครงการทุนสถาบันบัณฑิต
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไทย (TGIST) ของสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ชาติ (สวทช.) ป พ.ศ.2543 
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