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โรคหัวเหลืองเป็นปัญหาท่ีส าคัญในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ๎ง มีสาเหตุจากการติดไวรัสหัวเหลือง วิธีการหน่ึง
ในการป้องกันการติดไวรัสหัวเหลือง คือ การใช๎อาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอยีนของไวรัสหัวเหลืองมากระตุ๎นผํานกระบวนการ 
RNA interference อยํางไรก็ตามวิธีการดังกลําวยังมีข๎อจ ากัด เน่ืองจากการฉีดอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง
เข๎าสูํกุ๎งโดยตรง อาจถูกยํอยโดยเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอสภายในกุ๎ง ดังน้ันการใช๎อนุภาคเหมือนไวรัสในการขนสํงอาร์เอ็นเอ
สายคูํอาจจะชํวยป้องกันการยํอยสลายของอาร์เอ็นเอสายคํูภายในกุ๎ง และชํวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดไวรัสหัว
เหลืองในกุ๎งได๎ โดยอาศัยคุณสมบัติของอนุภาคเหมือนไวรัสท่ีคล๎ายคลึงกับไวรัสท่ีพบในธรรมชาติและสามารถเข๎าจับแบบ
จ าเพาะกับเซลล์เจ๎าบ๎าน ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์ในการสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส PmDNV และ PstDNV เพื่อใช๎
เป็นตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองและน ามาประยุกต์ใช๎ในการป้องกันการติดไวรัสหัวเหลืองในกุ๎ง  ใน
การศึกษาครั้งน้ีได๎ท าการเพิ่มจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV พบวํามีขนาดประมาณ 1,600 
และ 1,000 คํูเบสตามล าดับ มาเชื่อมเข๎ากับ พลาสมิดท่ีใช๎ส าหรับการแสดงออก pET28a(+) เพื่อแสดงออกใน E.coli 
Rosetta-gami ผลการทดลองพบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV สามารถชักน าให๎เกิด
การแสดงออกเมื่อชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อท าการวิเคราะห์โปรตีนด๎วย 
SDS-PAGE และ western blotting analysis พบรีคอมบิแนนท์โปรตีนขนาด 64 และ 37 กิโลดาลตันตามล าดับและโปรตีน
ดังกลําวสามารถถูกจับด๎วยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะตํอฮีสติดีนได๎ จากน้ันน าไปท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity 
Chromatography พบวําสามารถท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัสท้ังสองชนิดให๎บริสุทธิ์ได๎และเกิดการสร๎าง
อนุภาคเหมือนไวรัสภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) แตํเน่ืองจากข๎อจ ากัดในการท าโปรตีนให๎เสีย
สภาพของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV จึงได๎คัดเลือกอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV มาใช๎เป็นพาหะใน
การขนสํงอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองตํอไป โดยน ารีคอมบิแนนท์แบคทีเรียมาสร๎างเป็นเซลล์คอมพีเทนต์
และทรานสฟอร์มพลาสมิดท่ีสร๎างอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง (YHV-Protease) ให๎เกิดการแสดงออกภายใน
เซลล์แบคทีเรียเดียวกันผํานการชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบวํามีการแสดงออก
ท้ังรีคอมบิแนนท์โปรตีนและอาร์เอ็นเอสายคํู จากนั้นน าไปท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์และตรวจสอบการสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส ซ่ึง
พบการรวมกลุํมกันของอนุภาคเหมือนไวรัสและสามารถหํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองได๎  ตํอมาน า
อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ท่ีหํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคํูมาประยุกต์ใช๎ในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองในกุ๎ง  ผลการทดลอง
พบวําการใช๎อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองสามารถยับยั้งการติดไวรัส
หัวเหลืองในกุ๎งได๎ดีกวําการฉีดอาร์เอ็นเอสายคํูเข๎าสูํกุ๎งโดยตรง เมื่อควบคุมปริมาณอาร์เอ็นเอสายคํูในปริมาณท่ีเทํากัน 
นอกจากน้ีเมื่อท าการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองในระยะยาว  พบวําอนุภาคเหมือนไวรัส 
PstDNV สามารถท าหน๎าท่ีเป็นตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคํูท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองป้องกันการยํอยสลายของอาร์เอ็นเอสายคํู
จากเอนไซม์จากกุ๎ง และป้องกันการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสหัวเหลืองในระยะยาวได๎อีกด๎วย 
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# # 5472885723 : MAJOR MICROBIOLOGY 
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INHIBITION 

RAPEE SINNUENGNONG: PRODUCTION OF SHRIMP DENSOVIRUS LIKE PARTICLES AND EFFICIENCY 
TEST. ADVISOR: ASSOC. PROF. WANCHAI ASSAVALAPSAKUL, Ph.D., CO-ADVISOR: PONGSOPEE 
ATTASART, Ph.D.{, 122 pp. 

Yellow head disease, caused by yellow head virus (YHV), is a major problem in shrimp farming 
industry. One approach for protection the shrimp from YHV infection is double-stranded RNA (dsRNA)-
mediated RNAi pathway. However, dsRNA might be digested by endonuclease after direct injection into 
the shrimp. Thus, the virus like particles (VLPs) might protect dsRNA from endonuclease and enhance the 
efficiency of the YHV inhibition. The aim of this study was to construct the PmDNV and PstDNV VLPs in 
order to deliver YHV-specific dsRNA and apply for YHV inhibition in shrimp. The PmDNV and PstDNV 
capsid protein genes (1,600 and 1,000 bp, respectively) were amplified and ligated into the pET28a(+) 
expression plasmid. The recombinant plasmids were transformed into E.coli Rosetta-gami, and the capsid 
proteins were induced by 0.4 mM IPTG at 30 °c for 3 h. The results found the size of PmDNV and PstDNV 
capsid protein approximately 64 and 37 kDa, respectively and these proteins were able to bind with anti-
histidine monoclonal antibody. Next, the recombinant proteins were purified by Nickel Affinity 
Chromatography for VLP visualization by TEM. The results indicated that the both PmDNV and PstDNV 
recombinant proteins were successfully purified and could form the VLPs. However, PmDNV VLPs had a 
limitation because the PmDNV VLPs could be formed under denaturing condition. Thus, PstDNV was 
selected for deliver YHV-Protease dsRNA (dsYHV). The recombinant PstDNV clone was used to be the 
host for transforming the YHV-Protease dsRNA encoding plasmid. After induction with IPTG, the 
recombinant PstDNV VLP-dsYHV clone was investigated the expression of the recombinant protein and 
dsRNA. The results showed that the PstDNV capsid protein and dsRNA were able to express in the 
bacterial cell. Then, the protein was purified and visualized the VLPs by TEM. The results indicated that 
the VLPs could be formed and contained dsYHV. Finally, the purified PstDNV VLP-dsYHV was tested to 
suppress the YHV replication in shrimp. The results showed that the purified PstDNV VLP-dsYHV could 
suppress YHV replication in shrimp more efficient than the only dsYHV. It might be concluded that the 
PstDNV VLPs could protect dsRNA from host endonuclease for a long time in shrimp and might be 
developed the oral feed supplement to prevent shrimp mortality from YHV during an outbreak of 
infection. 
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บทที่ 1 

บทน า 

  
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

   
 ประเทศไทยเป็นประเทศผู๎สํงออกสินค๎าสัตว์น้ าในล าดับต๎นของโลก โดยมีมูลคําการสํงออก
สินค๎าในหมวดสินค๎ากุ๎ง หมึก ปลาสดแชํเย็นแชํแข็ง รวมทั้งผลิตภัณฑ์ทูนําในปริมาณมาก ถือวําเป็น 
สินค๎าอุตสาหกรรมเกษตรที่ท ารายได๎เข๎าสูํประเทศในอันดับต๎น โดยเฉพาะสินค๎าในหมวดกุ๎ง จะเห็นได๎
วําในปี พ.ศ. 2553- 2554 รายได๎ในการสํงออกกุ๎งมีมูลคําประมาณ 3,000-3,500 ล๎านเหรียญ แตํ
ตั้งแตํปี พ.ศ. 2555 เป็นต๎นมา พบวํารายได๎จากการสํงออกกุ๎งทุกประเภท ไมํรวมก๎ุงกระป๋องมีมูลคํา
การสํงออกลดลง (รูปที่ 1.1) สาเหตุหลักคือการเกิดโรคในกุ๎ง โดยเฉพาะโรคตายดํวน (EMS) ท าให๎
ปริมาณก๎ุงลดลงสํงผลให๎ประเทศคูํค๎าหลักได๎หันไปซื้อกุ๎งจากประเทศคูํแขํงเพ่ิมมากขึ้น (เอนกพร 
เกษมสุข, 2558)  
 

 
รูปที ่1.1 มูลคําการสํงออกของก๎ุงสด แชํเย็น แชํแข็งและแปรรูปของประเทศไทยตั้งแตํปี พ.ศ. 2553-
2558 (เอนกพร เกษมสุข, 2558) 
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 นอกจากโรคกุ๎งตายดํวน (EMS) ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียแล๎ว โรคที่เกิดจากไวรัสซึ่งมี
ปริมาณมากถึง 60% เป็นอีกต๎นเหตุหนึ่งทีส่ร๎างความเสียหายให๎กับเกษตรกรและสูญเสียรายได๎เข๎า
ประเทศเป็นจ านวนมาก (Flegel, 2012) ยกตัวอยํางเชํน ไวรัสหัวเหลือง (yellow head virus) ไวรัส
ตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome virus) เป็นต๎น ซึ่งเป็นไวรัสที่ส าคัญสํงผลกระทบตํอ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุ๎งเป็นอยํางมาก เนื่องจากมีการแพรํระบาดรวดเร็ว สํงผลให๎กุ๎งตายใน
ระยะเวลาอันสั้น โดยทั่วไปการป้องกันการติดเชื้อไวรัส ท าได๎โดยการปรับปรุงระบบการจัดการในบํอ
เลี้ยงก๎ุง เชํน คุณภาพน้ า การปลํอยกุ๎งไมํมากหรือน๎อยเกินไป พ้ืนบํอไมํสกปรก การคัดเลือกลูกกุ๎งที่
สุขภาพแข็งแรงกํอนปลํอยลงสูํบํอเลี้ยง เป็นต๎น นอกจากการปรับปรุงระบบการจัดการบํอเพาะเลี้ยง
แล๎ว การให๎ผลิตภัณฑ์ที่เสริมการเจริญเติบโต อาทิเชํน การให๎โพรไบโอติกท่ีผสมกับอาหารให๎กุ๎งกิน 
เพ่ือท าให๎กุ๎งมีสุขภาพที่ดี สามารถป้องกันการเกิดโรคตําง ๆ เชํน การผสม β-1,3-glucan ซึ่งเป็นสาร
ที่เสริมประสิทธิภาพของระบบภูมิค๎ุมกันในอาหารเลี้ยงกุ๎ง เมื่อท าการเลี้ยงกุ๎งด๎วยอาหารที่ผสม β-1,3-
glucan 0.1-2% ตามล าดับเป็นเวลา 24 วันและท าการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) สูํกุ๎งหลังจาก
ให๎อาหารผสมเป็นเวลา 20 วัน พบวํากุ๎งสามารถรอดชีวิตจากการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ได๎ประมาณ 66-
75% เมื่อเปรียบเทียบกับกุ๎งที่เลี้ยงด๎วยอาหารปกติ ซึ่งไมํพบกุ๎งท่ีรอดชีวิต  (Chang และคณะ, 2003) 
นอกจากนีย้ังได๎มีการผลิตรีคอมบิแนนท์  Baculovirus ที่มีการแสดงออกของโปรตีนของไวรัสตัวแดง
ดวงขาว (VP28) ในกุ๎งกุลาด า โดยใช๎ทั้งการฉีดและผสมกับอาหารกุ๎ง จากนั้นท าการติดไวรัสตัวแดง
ดวงขาวสูํกุ๎ง ผลการทดลองพบวําการฉีดหรือการผสมรีคอมบิแนนท์ Baculovirus ในอาหารกุ๎ง
สามารถท าให๎กุ๎งรอดชีวิตจากการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ๎งกุลาด าได๎ 68.4% และ 76.7% 
ตามล าดับ (Syed และ Kwang, 2011)  

ปัจจุบันได๎มีการน าเทคโนโลยีทางอณูชีววิทยามาใช๎ในการป้องกันการติดไวรัสตัวอยํางเชํน 
การใช๎ดีเอ็นเอวัคซีนที่ท าให๎มีการสร๎างโปรตีนเปลือกหุ๎ม VP 28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาวและท าการ
ฉีดดีเอ็นเอวัคซีนในกุ๎ง พบวํากุ๎งมีอัตราการตายที่ลดลงประมาณ 23-30% (Rout และคณะ, 2007) 
ตํอมามีการพัฒนาดีเอ็นเอวัคซีนด๎วยการหํอหุ๎มใน chitosan nanoparticles และใช๎ในการป้องกัน
ไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยการผสมกับอาหารกุ๎ง หลังจากนั้นท าการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวเข๎าสูํกุ๎ง ผล
การทดลองพบวําสามารถท าให๎กุ๎งมีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น 15-50% (Rajeshkumar และคณะ, 
2009) นอกจากนี้ได๎มีงานวิจัยที่ใช๎เทคโนโลยี RNAi ในการป้องกันการติดไวรัสในกุ๎ง เชํน การสร๎าง
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอ Protease ของไวรัสหัวเหลือง จากนั้นฉีดเข๎าสูํกุ๎งและท าการติดไวรัส 
หัวเหลือง พบวําอาร์เอ็นเอสายคูํที่มีความจ าเพาะตํอ Protease สามารถป้องกันการติดไวรัสหัวเหลือง
ในกุ๎งได๎ โดยกุ๎งมีอัตราการตายลดลงประมาณ 95% (Yodmuang และคณะ, 2006) ตํอมามีการผลิต
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอโปรตีนโครงสร๎าง VP28 และ VP281 เปรียบเทียบกับ non-structural 
protein (rr1 และ dnapol) ผลการทดลองพบวําอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอ rr1 และ VP28 มี
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ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสตัวแดงดวงขาวมากกวํา VP281  และ dnapol 
(Sanjuktha และคณะ, 2012) แตํวิธีการดังกลําวข๎างต๎นมีข๎อจ ากัดอยูํหลายประการ เชํน ข๎อจ ากัดใน
เรื่องของการน าไปใช๎ ความเสถียรของอาร์เอ็นเอสายคูํ เป็นต๎น ดังนั้นโครงการวิจัยชิ้นนี้ต๎องการสร๎าง
อนุภาคท่ีเหมือนไวรัส PmDNV และ PstDNV รํวมกับการแสดงออกของอาร์เอ็นเอสายคูํในระบบการ
แสดงออกของโพรคาริโอตมาเป็นตัวกลางในการขนสํง 
อาร์เอ็นเอสายคูํเข๎าสูํเซลล์กุ๎งได๎อยํางมีประสิทธิภาพ  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. โคลนและแสดงออกโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV ใน  
Escherichia coli 

2. สร๎างอนุภาคท่ีเหมือนไวรัส PmDNV และ PstDNV และท าการแสดงออกรํวมกันของ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํตํอไวรัส 
หัวเหลือง เพ่ือให๎มีการหํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํตํอไวรัสหัวเหลืองด๎วยโปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PmDNV และ PstDNV และใช๎เป็นตัวกลางในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํ 

3. ทดสอบประสิทธิภาพในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํตํอไวรัสหัวเหลืองของอนุภาคที่เหมือน
ไวรัส ในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองในก๎ุง 

 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได๎อนุภาคที่เหมือนไวรัส PmDNV และ PstDNV ส าหรับใช๎เป็นตัวกลางในการขนสํง 
อาร์เอ็นเอสายคูํเข๎าสูํเซลล์กุ๎งได๎อยํางมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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บทที่ 2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1  ไวรัสที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

2.1.1 ไวรัสหัวเหลือง 

โรคหัวเหลือง (Yellow Head Disease) เป็นโรคระบาดที่ส าคัญในกุ๎ง เนื่องจากมีการแพรํ
ระบาดอยํางรวดเร็วและสํงผลให๎กุ๎งมีอัตราการตายเป็นจ านวนมาก (Boonyaratpalin และคณะ, 
1993; Flegel, 2006; Flegel, 2012) โดยทั่วไปจะเกิดการแพรํระบาดสูํกุ๎งตัวอ่ืนในบํอเลี้ยงเดียวกัน
และท าให๎กุ๎งตายภายในระยะเวลาเพียง 3-5 วัน หลังจากท่ีเริ่มเกิดการติดเชื้อในกุ๎ง (Boonyaratpalin 
และคณะ, 1993) สาเหตุของโรคหัวเหลืองคือไวรัสหัวเหลือง (Yellow Head virus) โดยไวรัสชนิดนี้มี
ข๎อมูลทางวิทยาศาสตร์ดังตํอไปนี้ 

Order Nidovirales 
Family   Roniviridae 

Genus   Okavirus 
 Species   Yellow Head virus 

 ไวรัสชนิดนี้พบในประเทศไทยครั้งแรก เมื่อปี ค.ศ. 1990 โดยชํวงแรกที่พบไวรัสชนิดนี้จัดให๎
อยูํในกลุํม baculovirus ซึ่งเป็นไวรัสที่มีสารพันธุกรรมแบบ ดีเอ็นเอ (Boonyaratpalin และคณะ, 
1993) ตํอมาได๎มีการท าไวรัสให๎บริสุทธิ์และตรวจสอบรูปรํางและคุณสมบัติของไวรัส พบวําไวรัสมี
รูปรํางเป็นทํอน มีเปลือกหุ๎ม (envelope) ขนาดประมาณ 150-200 นาโนเมตร x 40-50 นาโนเมตร 
(Lightner และคณะ, 2012) มีสารพันธุกรรมแบบอาร์เอ็นเอ (Wongteerasupaya และคณะ, 1995) 
ซึ่งจากการพิจารณาถึงรูปรําง โครงสร๎างของไวรัส พบวํามีความแตกตํางจากไวรัสในกลุํม 
baculovirus จึงได๎มีการจัดกลุํมใหมํให๎อยูํในกลุํม Okavirus  นอกจากนี้ยังพบวําไวรัสชนิดนี้
ประกอบด๎วยโปรตีนโครงสร๎างทั้งหมด 3 ชนิดคือ gp116 gp64 (envelope) และ nucleoprotein 
(p20) (Jitrapakdee และคณะ, 2003; Sittidilokratna และคณะ, 2008) ดังแสดงรูปที่ 2.1 สาร
พันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว สายบวก (+ssRNA) ขนาดประมาณ 26 กิโลเบส จโีนมของไวรัส
สามารถแบํงออกได๎เป็น 5 ORFs แสดงดังรูปที่ 2.2 โดย ORF 1 จะแยกออกเป็น ORF 1a และ ORF 
1b ซ่ึง ORF 1a จะท าหน๎าที่ในการสร๎าง polyprotein สายยาว (pp1a) ซึ่งประกอบด๎วย 3C-like 
protease ส าหรับ ORF 1b จะมีการสร๎างจากเฟรมที่ตํางจาก ORF 1a (frame -1) ท าหน๎าที่ในการ
สร๎างเอนไซม์และองค์ประกอบตําง ๆ ส าหรับการจ าลองตัวเอง ในขณะที่ ORF 2 และ 3 มีลักษณะ
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เป็น sub-genomic mRNA ท าหน๎าที่ในการถอดรหัสและแปลรหัสส าหรับสร๎าง nucleoprotein 
(p20) และ envelope protein (gp116 และ gp64) ตามล าดับ (Sittidilokratna และคณะ, 2008)   
 
  

 
 
รูปที ่2.1 แสดงลักษณะของไวรัสหัวเหลืองภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (Flegel, 
2006)  
 
 

 
 
รูปที ่2.2 แสดงจีโนมของไวรัสหัวเหลืองแบํงออกเป็น 5 ORFs (Sittidilokratna และคณะ, 2008)  
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ขบวนการจ าลองตัวเองของไวรัสหัวเหลืองเริ่มจากโปรตีนเปลือกหุ๎ม (gp116 และ gp64) 
ของไวรัสเข๎าจับกับ receptor บนผิวของเซลล์เจ๎าบ๎าน ซึ่ง receptor ดังกลําวมีได๎หลายชนิด 
ยกตัวอยํางเชํน PmYRP65 (Assavalapsakul และคณะ, 2006) Shrimp laminin receptor 
(Busayarat และคณะ, 2011) จากนั้นไวรัสจะน าเข๎าสูํเซลล์ผํานทาง receptor-mediated 
endocytosis ตํอมาจะเริ่มมีการปลดปลํอยสารพันธุกรรมของไวรัสออกมาสูํสํวนของไซโทพลาสซึม
ของเซลล์ เมื่อสารพันธุกรรมเข๎าสูํไซโทพลาสซึมแล๎วอาร์เอ็นเอสายบวกจะถูกใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับ
สร๎างอาร์เอ็นเอสายลบ จากนั้นอาร์เอ็นเอสายลบจะถูกใช๎เป็นต๎นแบบเชํนเดียวกัน เพ่ือสร๎างอาร์เอ็น
เอสายบวก ซึ่งอาร์เอ็นเอสายบวกนี้จะใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับการสร๎างโปรตีนโครงสร๎างตําง ๆ ของ
ไวรัสหรือใช๎เป็นสารพันธุกรรมของอนุภาคไวรัสใหมํตํอไป อนุภาคไวรัสใหมํจะเริ่มมีการประกอบเป็น
โครงสร๎างไวรัส เริ่มจากมีการสร๎าง nucleocapsid ที่เข๎าจับกับสารพันธุกรรมของไวรัส จากนั้นจะ
เคลื่อนเข๎าสูํเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมแบบขรุขระ (RER) ตํอมาจะเคลื่อนเข๎าสูํกอลจิบอดี (Golgibody) 
ท๎ายที่สุดอนุภาคของไวรัสจะหลุดออกจากเซลล์เจ๎าบ๎านผํานกระบวนการ exocytosis 
(Duangsuwan และคณะ, 2011) ซึ่งวงจรชีวิตของไวรัสแสดงดังรูปที่ 2.3   
  

 
รูปที ่2.3 แสดงขบวนการจ าลองตัวเองของไวรัสหัวเหลือง (Duangsuwan และคณะ, 2011) 
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โดยทั่วไปไวรัสหัวเหลืองสามารถติดได๎ในเซลล์ที่มีต๎นก าเนิดมาจาก ectodermal และ 
mesodermal (Boonyaratpalin และคณะ, 1993; Duangsuwan และคณะ, 2011; 
Assavalapsakul และคณะ, 2014) ซึ่งอวัยวะหลักที่เป็นเป้าหมายของไวรัสหัวเหลือง คือ ตํอม
น้ าเหลืองของก๎ุง (lymphoid organ) (Boonyaratpalin และคณะ, 1993; Chantanachooklin 
และคณะ, 1993; Cowley และคณะ, 1999) นอกจากที่จะติดเชื้อตรงบริเวณตํอมน้ าเหลืองของก๎ุง
แล๎ว ยังสามารถที่จะติดเชื้อได๎ที่เหงือก (gill) และเม็ดเลือดของก๎ุง (hemocyte) โดยพบวําเมื่อน า
เหงือกและเม็ดเลือดของกุ๎งที่ติดไวรัสหัวเหลืองมาย๎อมสี H&E จะพบวําเหงือกและเม็ดเลือดของก๎ุงที่
ติดไวรัสจะมีโครงสร๎างของ basophilic inclusions ในขณะที่ก๎ุงปกติจะไมํมีโครงสร๎างนี้ (Flegel, 
2006) แสดงดังรูปที่ 2.4 กุ๎งที่มีการติดไวรัสชนิดนี้จะท าให๎กุ๎งมีสีเหลืองบริเวณตับและเหงือกกุ๎ง จนท า
ให๎บริเวณ cephalothorax มีสีเหลืองจึงเป็นที่มาของโรค ไวรัสหัวเหลือง แสดงดังรูปที่ 2.5  
 

  
 
รูปที ่2.4 แสดงพยาธิสภาพของเซลล์ที่ติดไวรัสหัวเหลือง (Flegel, 2006) 
 

 
 

รูปที ่2.5 แสดงลักษณะของก๎ุงที่ติดไวรัสหัวเหลือง ด้านซ้าย : กุ๎งที่ไมํติดไวรัสหัวเหลือง ด้านขวา : 
กุ๎งที่ติดไวรัสหัวเหลือง (Flegel, 2006) 
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2.1.2 ไวรัส PmDNV  

 ไวรัส PmDNV (Penaeus monodon densovirus) ชื่อเดิมเรียกวํา Hepatopancreatic 
parvovirus กุ๎งที่ติดไวรัสชนิดนี้จะไมํมีการแสดงอาการท่ีเดํนชัด เพียงแตํมีการเจริญเติบโตที่ช๎าลง
หรือมีขนาดเล็กกวํากุ๎งที่ไมํติดไวรัส (Dhar และคณะ, 2014) แสดงดังรูปที่ 2.6 แม๎วําจะไมํมีการแพรํ
ระบาดที่รุนแรงหรือท าให๎กุ๎งตายเป็นจ านวนมาก แตํท าให๎ผลผลิตของก๎ุงที่สามารถขายได๎มีปริมาณ
ลดลง ท าให๎รายได๎ของเกษตรกรผู๎เลี้ยงกุ๎งมีรายได๎ลดลงเชํนเดียวกัน (Sukhumsirichart และคณะ, 
2006; Safeena และคณะ, 2012; Dhar และคณะ, 2014) โดยไวรัสดังกลําวมีข๎อมูลทางวิทยาศาสตร์
ดังนี้ 

Family   Parvoviridae 
  Sub-family   Densovirinae 

Genus   Brevidensovirus 
 Species   Penaeus monodon densovirus 

 มีรายงานในการพบไวรัสชนิดนี้ครั้งแรกในประเทศไทย เมื่อปี ค.ศ. 1992 ในกุ๎ง 
P.monodon นอกจากนี้ยังสามารถติดในกุ๎งสายพันธุ์อ่ืนได๎เชํนเดียวกัน เชํน P.chinensis ประเทศ
เกาหลี P.merguiensis ประเทศสิงคโปร์ P.semisulcatus ประเทศคูเวต (Safeena และคณะ, 
2012) รูปรํางลักษณะของไวรัสเป็น icosahedral ขนาดเล็กประมาณ 18-26 นาโนเมตร แสดงดังรูป
ที่ 2.7 มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded DNA) ขนาดประมาณ 4-6  
กิโลเบส ซึ่งสามารถแบํงออกได๎เป็น 3 ORFs แบํงเป็น ORF 1 ท าหน๎าที่ในการสร๎าง non-structural 
protein (NS 2) สํวน ORF 2 ท าหน๎าที่ในการสร๎าง non-structural protein (NS 1) และ ORF 3 
ท าหน๎าที่ในการสร๎าง capsid protein ของไวรัส (Sukhumsirichart และคณะ, 2006) แสดงดังรูปที่ 
2.8  
 

   
 

รูปที ่2.6 แสดงลักษณะของก๎ุงที่ติดไวรัส PmDNV ด้านซ้าย : กุ๎งที่ไมํติดไวรัส ด้านขวา : กุ๎งที่ติด
ไวรัส (Flegel, 2006; Dhar และคณะ, 2014) 
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รูปที ่2.7 แสดงลักษณะรูปรํางของ PmDNV (Flegel, 2006)  
 

 
 

รูปที ่2.8 แสดงจีโนมของไวรัส PmDNV แบํงออกเป็น 3 ORFs; Left ORF (ORF 1) Mid ORF (ORF 
2) และ Right ORF (ORF 3) (Sukhumsirichart และคณะ, 2006)  
 
 ส าหรับขบวนการจ าลองตัวเองของไวรัส PmDNV ยังไมํมีการศึกษาที่แนํชัด แตํคาดวํานําจะมี
วงจรชีวิตที่คล๎ายคลึงกับไวรัสในตระกูล Parvovirus โดยเริ่มจากไวรัสจะเข๎าจับกับ receptor บน
เซลล์เจ๎าบ๎าน ซึ่งในไวรัสแตํละชนิดจะจ าเพาะกับ receptor ที่แตกตํางกันขึ้นอยูํกับชนิดของไวรัส 
ยกตัวอยํางเชํน Human parvovirus B19 จะจ าเพาะกับ P antigen α5β1 หรือ ku80 Carcine 
parvovirus จ าเพาะกับ Transferrin receptor หรือ Porcine parvovirus จ าเพาะกับ α-2,3 N- 
และ O-linked Sialic acid หลังจากท่ีไวรัสเข๎าจับกับ receptor ของเซลล์เจ๎าบ๎านแล๎ว ไวรัสจะเข๎าสูํ
เซลล์เจ๎าบ๎านผํานกระบวนการ endocytosis โดยมีการจัดโครงสร๎างเรียกวํา Early endosome ซ่ึง
ภายในมีคํา pH ประมาณ 6-6.5 จากนัน้ pH ภายใน Early endosome จะลดลงจนเหลือประมาณ 
pH 5 จะกลายเป็น Late endosome ตํอมา Late endosome จะมี pH ที่ลดลงจนเหลือ pH 4 
เรียกวํา Lysosome ซึ่งเป็นสภาวะที่เกิดการกระตุ๎นของเอนไซม์ phospholipase A2 (PLA2) ซ่ึง 
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เอนไซม์ดังกลําวจะท าลาย Lysosome membrane เพ่ือปลํอยไวรัสออกสูํ cytosol จากนั้นไวรัสจะ
เคลื่อนเข๎าสูํ peripheral nucleus สุดท๎ายสารพันธุกรรรมของไวรัสจะเคลื่อนเข๎าสูํนิวเคลียสของ
เซลล์เจ๎าบ๎าน เพ่ือให๎เกิดการจ าลองตัวเองของไวรัสและการสร๎างโปรตีนโครงสร๎างของไวรัส เพ่ือให๎
เกิดการสร๎างอนุภาคไวรัสและปลดปลํอยอนุภาคไวรัสสูํภายนอกตํอไป วงจรชีวิตของไวรัสในตระกูล 
Parvovirus แสดงดังรูปที่ 2.9  
      

 
 
รูปที ่2.9 แสดงขบวนการจ าลองตัวเองของไวรัสในตระกูล Parvovirus  (Tu และคณะ, 2015)  
  
 ในสํวนของพยาธิสภาพของก๎ุงที่ติดไวรัสชนิดนี้จะมีการติดเชื้อเฉพาะ epithelial cell ของ
ตับอํอนของกุ๎งเทํานั้น เมื่อท าการทดสอบด๎วย H&E staining ของตับอํอนจากก๎ุงที่ติดไวรัสจะเกิด
โครงสร๎างที่เรียกวํา intracellular inclusions เมื่อเปรียบเทียบกับกุ๎งที่ไมํติดเชื้อ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 
2.10 จากรูปจะเห็นได๎วํา inclusions ของเซลล์ตับอํอนของก๎ุงที่ติดไวรัส PmDNV จะมีขนาดใหญํ 
โดยจะพบ inclusions ในปริมาณมากตรงบริเวณ E-cell ของ hepatopancreatic tubules (Dhar 
และคณะ, 2014) 
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รูปที ่2.10 แสดงลักษณะของเซลล์ตับอํอนที่ติดไวรัส PmDNV (HPV) จะพบการสร๎าง intracellular 
inclusions (Dhar และคณะ, 2014) 
 
2.1.3 ไวรัส PstDNV 

ไวรัส PstDNV (Penaeus stylirostris densovirus) ชื่อเดิมเรียกวํา Infectious 
hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) กุ๎งที่ติดไวรัสโดยเฉพาะกุ๎ง P. 
stylirostris ในระยะ postlarvae และระยะ juveniles จะมีอัตราการตายสูง นอกจากนี้ไวรัสชนิดนี้
สามารถติดได๎ในกุ๎ง P.vannamei และ P.monodon โดยจะไมํท าให๎กุ๎งตาย แตํจะท าให๎กุ๎งมีการ
เจริญลดลงหรือท าให๎รูปรํางของก๎ุงผิดปกติไป เรียกวํา runt deformity syndrome (RDS) (Flegel, 
2006; Saksmerprome และคณะ, 2010; Rai และคณะ, 2012; Dhar และคณะ, 2014; Wei และ
คณะ, 2015) กุ๎งที่ติดไวรัสแสดงดังรูปที่ 2.11 โดยไวรัสชนดินี้มีข๎อมูลทางวิทยาศาสตร์ดังตํอไปนี้  

Family   Parvoviridae 
  Sub-family   Densovirinae 

Genus   Brevidensovirus 
 Species  Penaeus stylirostris densovirus  

 มีรายงานในการพบไวรัสชนิดนี้ครั้งแรกในประเทศไทย เมื่อปี ค.ศ. 2000 ไวรัสชนิดนี้สามารถ
ติดได๎ในกุ๎ง P.vannamei P.stylirostris P.occidentalis P.monodon P.semisulcatus 
P.californiensis P.schmitti และ P.japonicus (Rai และคณะ, 2012) รูปรํางลักษณะของไวรัสเป็น 
icosahedral ขนาดเล็กประมาณ 22-23 นาโนเมตร  มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-
stranded DNA) ขนาดประมาณ 4.1 กิโลเบส ซึ่งสามารถแบํงออกได๎เป็น 3 ORFs เชํนเดียวกับไวรัส 
PmDNV แบํงเป็น Left ORF สามารถแปลรหัสได๎จ านวน 666 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุลประมาณ 
75.77 กิโลดาลตัน ท าหน๎าที่ในการสร๎าง non-structural protein (NS 1-b) ซึ่งโปรตีนดังกลําวจะ
เกี่ยวข๎องกับการ replication initiation NTP-binding และเอนไซม์ helicase ซ่ึงเกี่ยวข๎องกับ 
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รูปที ่2.11 แสดงกุ๎งที่ติดไวรัส PstDNV จะมีขนาดของตัวกุ๎งที่แตกตํางกัน ในระยะเวลาการเลี้ยง 50 
วัน (Rai และคณะ, 2012) 
 
กระบวนการ replication โดยบริเวณปลาย 5’ ของ NS 1-b จะมีบริเวณ A1 A2 และ A3  ประกอบ
อยูํด๎วย นอกจากนี้บริเวณด๎านหน๎าของ Left ORF จะมี ORF ขนาดเล็กซึ่งสามารถแปลรหัสได๎เป็น 
NS 1-a โดยจะมีต าแหนํงของ D1 เมื่อเกิดกระบวนการถอดรหัสของ NS 1 จะเกิดกระบวนการ 
splicing เพ่ือให๎เกิด mRNA ของ NS 1 ที่สมบูรณ์ โดยจะมีการ splicing ตรงบริเวณ A1 ของ NS 1-
b และบริเวณ D1 ของ NS 1-a สํวน  Middle ORF  จะมีบางสํวนที่ซ๎อนทับกับ Left ORF สามารถ
แปลรหัสได๎กรดอะมิโนจ านวน 363 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุลประมาณ 42.11  
กิโลดาลตัน ในปัจจุบันหน๎าที่ของโปรตีนที่แปลรหัสมาจาก Middle ORF ยังไมํทราบหน๎าที่ที่ชัดเจน 
และ Right ORF จะมีบริเวณปลาย 5’ ที่ซ๎อนทับกับ Left ORF สามารถแปลรหัสได๎กรดอะมิโน
จ านวน 329 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุลประมาณ 37.5 กิโลดาลตัน ท าหน๎าที่ในการสร๎าง capsid 
protein ของไวรัส (Dhar และคณะ, 2014) จีโนมของไวรัส PstDNV แสดงดังรูปที่ 2.12 ซ่ึงจากรูปจะ
เห็นได๎วํา Middle ORF และ Right ORF จะถอดรหัสในเฟรมที่ตํางจาก Left ORF ในสํวนของวงจร
ชีวิตของไวรัส พบวําไวรัส PstDNV มีความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมกับไวรัส PmDNV  ดังนั้นวงจรชีวิต
ของไวรัส PstDNV คาดวํานําจะคล๎ายคลึงกับวงจรชีวิตของ PmDNV ซึ่งแสดงดังรูปที่ 2.9 
  

 
 

รูปที ่2.12 แสดงจีโนมของไวรัส PstDNV แบํงออกเป็น 3 ORFs: Left ORF (NS 1-b) Middle ORF 
(NS 2) และ Right ORF (capsid protein; VP) (Dhar และคณะ, 2014) 
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เมื่อพิจารณาลักษณะพยาธิสภาพของกุ๎งที่ติดไวรัส PstDNV จะพบวําเกิดการสร๎าง 
inclusions ภายในเซลล์ชนิด Cowdry type A ในเนื้อเยื่อที่พัฒนามาจาก ectodermal เชํน 
epidermis hypodermal epithelium ของ fore- และ hindgut nerve cord และ nerve 
ganglia และเนื้อเยื่อที่พัฒนามาจาก mesodermal เชํน hematopoietic antennal gland 
gonards lymphoid organ และ connective tissue เป็นต๎น (Flegel, 2006; Rai และคณะ, 
2012; Dhar และคณะ, 2014) แสดงดังรูปที่ 2.13 จากการย๎อมสี H&E จะพบวําโครงสร๎างของ 
inclusion ที่เกิดขึ้นจากการติดไวรัส PstDNV จะเกิดขึ้นใน hypertrophied nuclei ของเซลล์ 
ลักษณะคล๎าย eosinophilic ซึ่งมีขนาดเล็กกวําเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ติดไวรัส PmDNV อาจมี
สาเหตุมาจากข๎อมูลทางพันธุกรรม เมื่อท าการเปรียบเทียบข๎อมูลทางพันธุกรรมของไวรัส PstDNV 
และ PmDNV พบวําตรงบริเวณ non-structural protein (NS) ของไวรัส PstDNV จะมีสํวนของ 
nuclear localization sequence (NLS) แตํบริเวณ capsid protein จะไมํมีหน๎าที่ของ NLS เมื่อ
เปรียบเทียบกับไวรัส PmDNV ที่มีท้ังสํวนของ NLS และหน๎าที่ของ NLS ซึ่งมีความเป็นไปได๎วําหน๎าที่
ของ NLS นั้นมีผลตํอลักษณะของ inclusion bodies และบริเวณท่ีมีการประกอบเป็นอนุภาคไวรัส
ของไวรัสทั้งสองชนิด (Dhar และคณะ, 2014) 
       . 

 
 

รูปที ่2.13 แสดงลักษณะของเซลล์ที่ติดไวรัส PstDNV เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไมํติดไวรัส (Dhar และ
คณะ, 2014) 
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2.2 RNAi interference 

2.2.1 กระบวนการ RNAi Pathway 

กระบวนการ  RNAi Pathway  พบครั้งแรกใน Transgenic plants สกุล Petunia โดยมีชื่อ
เรียกวํา Co-suppression แตํยังไมํทราบกระบวนการที่ชัดเจน (Napoli และคณะ, 1990) ตํอมาจึงมี
การศึกษาจนทราบกระบวนการที่ชัดเจนใน Caenorhabditis elegans (Fire และคณะ, 1998) เป็น
กระบวนการ  Post-transcriptional gene silencing ของเซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วยอาร์เอ็นเอทั้งหมด 
4 รูปแบบ แสดงดังรูปที่ 2.14 ซึ่งสามารถกระตุ๎นให๎เกิดกระบวนการ RNAi Pathway ได๎ (Masiero 
และคณะ, 2007) ประกอบด๎วย 

1. short interference RNA (siRNA) เป็น RNA ที่ผํานการสังเคราะห์ขึ้นมา โดยมีความ 
ยาวประมาณ 19-23 คูํเบส เมื่อผํานการน าเข๎าไปในเซลล์แล๎ว siRNA จะสามารถกระตุ๎นให๎เกิด
กระบวนการ RNAi Pathway ได๎ทันที โดยไมํต๎องผํานขั้นตอนการตัดด๎วยเอนไซม์ Dicer (รูปที่ 
2.14A) 

2. long double-stranded RNA (dsRNA) ผลิตโดยการสร๎างพลาสมิดที่สามารถถอดรหัส 
เป็นอาร์เอ็นเอสายคูํ เมื่อพลาสมิดถูกน าเข๎าสูํนิวเคลียสจะถอดรหัสเป็นอาร์เอ็นเอสายยาวที่สามารถ
จับตัวกัน มีรูปรํางคล๎ายกิ๊บหนีบผมหรือ stem loop ซึ่งบริเวณ stem คืออาร์เอ็นเอสายคูํขนาดยาว
และสํงออกมายังไซโทพลาสซึม จากนั้นจะถูกตัดให๎กลายเป็น siRNA โดยเอนไซม์ Dicer  เพ่ือให๎เกิด
กระบวนการ RNAi ตํอไป (รูปที่ 2.14B) 

3. short hairpin RNA (shRNA) ผลิตโดยการสร๎างพลาสมิดที่สามารถถอดรหัสเป็นสํวน 
ของอาร์เอ็นเอสายคูํและสํวนของลูป (stem and loop) เมื่อเข๎าสูํเซลล์จะถูกตัดให๎กลายเป็น siRNA 
โดยเอนไซม์ Dicer เพ่ือให๎เกิดกระบวนการ RNAi ตํอไป (รูปที่ 2.14C)  ซึ่งทั้งสามรูปแบบเป็นอาร์เอ็น
เอที่ได๎รับจากภายนอกเซลล์ 

4. microRNA (miRNA) เป็นอาร์เอ็นเอที่สร๎างมาจากภายในเซลล์เองและถูกตัดด๎วย 
เอนไซม์ Drosha RNaseIII endonuclease ภายในนิวเคลียสของเซลล์ จากนั้นสํงออกสูํไซโทพลาส
ซึม เพ่ือกระตุ๎นให๎เกิดกระบวนการ RNAi ตํอไป (รูปที่ 2.14D)   
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รูปที ่2.14 ลักษณะของ RNA ที่สามารถกระตุ๎นให๎เกิดกระบวนการ RNAi Pathway (Masiero และ
คณะ, 2007) 
 
 หลังจากท่ีเซลล์ถูกเหนี่ยวน าด๎วยอาร์เอ็นเอทั้ง 4 รูปแบบจะเกิดการกระตุ๎นกระบวนการ 
RNAi โดยจะสามารถแบํงออกเป็น 2 ลักษณะ    

1. เซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วยอาร์เอ็นเอที่ได๎รับจากสิ่งแวดล๎อมภายนอกเซลล์ ในกรณีของ  
long dsRNA และ shRNA เมื่อเข๎าสูํเซลล์แล๎วจะเกิดการตัดด๎วยเอนไซม์ Dicer กลายเป็นอาร์เอ็นเอ
สายสั้น ประมาณ 19-23 คูํเบส (siRNA) จากนั้น siRNA จะรวมเข๎ากับมัลติโปรตีน เรียกวํา RNA 
induced silencing complex (RISC) ซึ่งจะแยกสาย siRNA ออกเป็นสายเดียว โดยจะเลือกเฉพาะ
สํวนของสาย anti-sense ที่สามารถเข๎าจับกับ mRNA เป้าหมายได๎ ขั้นตอนสุดท๎าย RISC จะเข๎าจับ
แบบจ าเพาะกับ mRNA เป้าหมาย โดยมี siRNA เป็นตัวน าไป ท าให๎ mRNA นั้นไมํสามารถแปลรหัส
กลายเป็นโปรตีนได๎ ในสํวนกรณีของ siRNA จะไมํผํานกระบวนการตัดด๎วยเอนไซม์ Dicer แตํจะ
สามารถรวมเข๎ากับ RISC และเข๎าจับกับ mRNA เป้าหมายแบบจ าเพาะ จากนั้นจึงเกิดการยับยั้งการ
แปลรหัสให๎กลายเป็นโปรตีนได๎ (Masiero และคณะ, 2007)กระบวนการ RNAi ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วย
อาร์เอ็นเอที่ได๎รับจากสิ่งแวดล๎อมภายนอกเซลล์ แสดงดังรูปที่ 2.15 
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รูปที ่2.15 กระบวนการ RNAi ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วยอาร์เอ็นเอที่ได๎รับจากสิ่งแวดล๎อมภายนอกเซลล์ 
(Masiero และคณะ, 2007) 
 

2. เซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วยอาร์เอ็นเอที่สร๎างจากภายในเซลล์เอง (miRNA) โดย miRNA จะ 
ถูกถอดรหัสด๎วยเอนไซม์ RNA polymerase II กลายเป็น Primary miRNA (Pri-miRNA) โดยมี
ลักษณะเป็นอาร์เอ็นเอสายคูํและมีสํวนของลูป (stem and loop) ซ่ึงดีเอ็นเอต๎นแบบท่ีสามารถ
ถอดรหัสเป็น miRNA นั้น สามารถอยูํได๎ทั้งสํวนของอินทรอน (Intron) และเอ็กซอน (Exon) ของยีน 
จากนั้น Pri-miRNA จะถูกตัดให๎กลายเป็น Precusor miRNA (Pre-miRNA) ด๎วยเอนไซม์ Dorcha 
ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นเอนไซม์ RNase III ที่สามารถยํอยอาร์เอ็นเอสายคูํได๎ ตํอมา Pre-miRNA จะถูก
สํงออกนอกนิวเคลียสเข๎าสูํไซโทพลาสซึมผํานชํอง Exportin 5 ที่อยูํบนเยื่อหุ๎มนิวเคลียส เมื่อ Pre-
miRNA เคลื่อนเข๎าสูํไซโทพลาสซึมจะถูกตัดด๎วยเอนไซม์ Dicer กลายเป็น mature miRNA หลังจาก
นั้น mature miRNA จะเข๎าจับกับ RISC เชํนเดียวกับ siRNA และท าการแยกอาร์เอ็นเอสายคูํออก
และเลือกเฉพาะสายที่เป็น anti-sense เพ่ือให๎สามารถเข๎าจับกับ mRNA เป้าหมายได๎ สํงผลให ๎
mRNA ดังกลําวไมํเกิดการแปลรหัสเป็นโปรตีน (Hammond, 2005) ซึ่งกระบวนการ RNAi ที่
เหนี่ยวน าด๎วย miRNA แสดงดังรูปที่ 2.16 
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รูปที ่2.16 กระบวนการ RNAi ที่ถูกเหนี่ยวน าด๎วย miRNA ที่เกิดจากภายในเซลล์  (Hammond, 
2005) 
 

2.2.2 การประยุกต์ใช้กระบวนการ RNAi ในการยับยั้งโรคที่เกิดจากไวรัส   
  ปัจจุบันการยับยั้งโรคที่เกิดจากไวรัสด๎วยเทคนิคทาง RNAi มีการน ามาใช๎กันอยําง 
แพรํหลายทั้งไวรัสที่กํอโรคในคน พืชและสัตว์ ส าหรับไวรัสในคน ยกตัวอยํางเชํน การสร๎างเซลล์ 
MDCK ที่สามารถสร๎าง shRNA ที่จ าเพาะตํอ conserved sequence ของยีน nucleoprotein (NP) 
หลังจากนั้นท าการติดไวรัสไข๎หวัดใหญํ สายพันธุ์ H7N1 H1N2 H3N2 H1N1 เพ่ือดูความสามารถใน
การยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัส ซึ่งพบวํา shRNA ดังกลําวสามารถยับยั้งการเพ่ิม 
จ านวนของไวรัสได๎ในทุกสายพันธุ์ของไวรัส (Stoppani และคณะ, 2015) นอกจากนี้ยังมีการน า 
siRNA ที่จ าเพาะกับยีน matrix และ nonstructural ของไวรัสไข๎หวัดใหญํสายพันธุ์ A ในเซลล ์
MDCK พบวํา siRNA ดังกลําวสามารถยับยั้งการติดไวรัสไข๎หวัดใหญํ สายพันธุ์ A ใน in vitro ได๎ 
(McMillen และคณะ, 2016) และมีการน าเทคนิค RNAi มายับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัส 
Japanese encephalitis โดย short hairpin RNA พบวําประสบผลส าเร็จในการยับยั้งการเพ่ิม 
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จ านวนทั้งในระดับ in vitro และ in vivo (Shen และคณะ, 2014) นอกจากไวรัสที่กํอให๎เกิดโรคใน
คนแล๎ว ยังได๎มีการน าเทคนิคทาง RNAi มาใช๎ในการยับยั้งการติดไวรัสในพืขได๎อีกด๎วย โดยมีการสร๎าง
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะกับยีน intergenic region coat protein V2 และยีนที่เก่ียวข๎องกับ
กระบวนการ replication ของไวรัส Tomato yellow leaf curl virus-Oman (TYLCV-OM) และ
น ามายับยั้งไวรัสในมะเขือเทศ พบวําสามารถยับยั้งการติดไวรัสในมะเขือเทศได๎เป็นอยํางดี (Ammara 
และคณะ, 2015) รวมถึงไวรัสพืชสายพันธุ์อ่ืนๆ เชํน peper golden mosaic virus (Medina-
Hernandez และคณะ, 2013) Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) (Ntui และคณะ, 
2015) potato virus (Petrov และคณะ, 2015) tobacco mosaic virus (Konakalla และคณะ, 
2016) cotton leaf curl kokhran virus (Yasmeen และคณะ, 2016) ล๎วนแล๎วแต ํ
ประสบผลส าเร็จในการประยุกต์เทคนิค RNAi ในการยับยั้งการติดไวรัสในพืชเชํนเดียวกัน ส าหรับ
ไวรัสสัตว์จะเน๎นไปที่ไวรัสที่กํอโรคในก๎ุง โดยพบวํามีการพัฒนาน าเอาเทคนิค RNAi มาใช๎ในการยับยั้ง
การติดไวรัสในกุ๎ง เชํน ไวรัสหัวเหลือง จะพบทั้งแบบที่ใช๎อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะกับโครงสร๎างของ
ไวรัสเอง (Tirasophon และคณะ, 2005; Yodmuang และคณะ, 2006; Assavalapsakul และคณะ
, 2009) แบบที่ใช๎กับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะกับยีนภายในตัวกุ๎ง (Assavalapsakul และคณะ, 
2014) โดยจะท าการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํเข๎าสูํกุ๎งโดยตรง นอกจากนี้ยังน ามาใช๎ผสมกับอาหารของกุ๎งได๎
อีกด๎วย (Attasart และคณะ, 2013; Sanitt และคณะ, 2014; Chimwai และคณะ, 2016) จะเห็นได๎
วํามีการน าเทคนิคทาง RNAi มาใช๎ในการยับยั้งการติดไวรัสได๎อยํางหลากหลายทั้งแบบเข๎าสูํเซลล์
โดยตรงและผสมกับอาหาร ซึ่งทั้งสองวิธีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสได๎อยํางดี
เยี่ยม     
 
2.3 การใช้พาหะในการขนส่งยีนบ าบัด 

 ปัจจุบันมีการศึกษาและวิจัยน ายีนมาประยุกต์ใช๎ในการบ าบัดรักษาโรคเป็นจ านวนมาก โดย
ในชํวงแรกของการศึกษาจะท าการสํงผํานเซลล์โดยตรง แตํปัญหาที่เกิดข้ึนคือเกิดการยํอยสลายของ
ยีนบ าบัดจากเอนไซม์ตําง ๆ ที่อยูํภายในเซลล์เอง สํงผลให๎ระยะเวลาในการรักษาด๎วยยีนบ าบัดนั้นสั้น
ลง ยิ่งไปกวํานั้นยีนบ าบัดที่ใช๎ในการรักษานั้นจะมีประจุเป็นประจุลบ ซึ่งอาจจะสํงผลตํอกระบวนการ
น ายีนบ าบัดเข๎าสูํเซลล์ได๎ นอกจากปัญหาดังกลําวแล๎วยังมีปัญหาที่เกี่ยวข๎อง เมื่อน ายีนบ าบัดสํงผําน
เซลล์โดยตรง แสดงดังตารางที่ 2.1  ดังนั้นการใช๎พาหะในการขนสํงยีนบ าบัด สามารถเป็นตัวชํวยให๎
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคด๎วยยีนบ าบัดนั้นมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึนโดยทั่วไปพาหะที่ใช๎ในการ
ขนสํงมีทั้งหมด 2 ชนิด ดังตํอไปนี้  
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ตารางที ่2.1 แสดงปัญหาที่เกิดข้ึนเมื่อใช๎ยีนบ าบัดในการรักษาโรค โดยท าการสํงผํานเซลล์โดยตรง 
(Miele และคณะ, 2012) 
 
Problems Explanation Solution 

Short half life 
 
 
 
 
Low level of cellular uptake 
 
 
 
Transient effect 
 
 
Toxic effect 
Saturation of RNAi machinery 
 
Immune response stimulation 
 
 
 
 
Off target effect 

Serum nuclease susceptibility 
Rapid renal clearance 
 
 
 
Phagocyte uptake 
Anionic nature (charge obstacle) 
Too large to pass membrane  
 
Dilution of siRNA concentration 
 
 
 
Reduced accessibility to miRNA 
 
TLR activation and type I IFN response  
 
Non TLR mediated innate immune 
response 
 
miRNA like off target silencing 

Local or topical administration 
Chemical modification of the sugars 
or the bases of oligoribonucleotides 
for stabilization 
 
Nanoparticle carriers 
Conjugation with nanoparticles 
 
 
shRNA for integration gene in cell 
genome 
 
 
Correct dosing and targeting 
 
2’OH methylation modification use 
of nanoparticles 
Chemical modification (2’OH 
methylation modification) 
 
2’OH methylation-screening siRNA 
effect in vitro 

Abbreviations : TLR, Toll-like receptor; IFN, Interferon 

 
2.3.1 Non viral vector 
พาหะที่ใช๎ในการขนสํงยีนบ าบัดแบบ Non viral vector สํวนใหญํจะเป็นสารเคมีสังเคราะห์

ทั้งแบบที่สามารถยํอยสลายได๎และยํอยสลายไมํได๎ แบํงได๎ทั้งหมด 3 ชนิดดังตํอไปนี้ 
    2.3.1.1 lipids-based nanoparticles  เริ่มต๎นใช๎ครั้งแรกในปี ค.ศ. 1980 ในการ 

ขนสํง SV40 DNA เข๎าสูํเซลล์ไตของลิง (Monkey kidney cells) (Yin และคณะ, 2014)  โดย
โครงสร๎างของ liposomes จะประกอบไปด๎วย cationic lipid กับกรดนิวคลีอิก (nucleic acid) หรือ
ยีนบ าบัด ท าให๎เกิดโครงสร๎างที่ซับซ๎อนเกิดขึ้น โดยสํวนใหญํ lipid ที่จะน ามาใช๎ในการขนสํง 
กรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัดนั้นจะมีประจุเป็นบวก เนื่องจากจะมีประสิทธิภาพในการเข๎าจับหรือบรรจุ
กับกรดนิวคลีอิกได๎ดีกวํา lipid ที่มีประจุเป็นกลาง เพราะกรดนิวคลีอิกมีประจุเป็นลบสามารถเข๎าจับ
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กับ lipid ที่มีประจุบวกได๎ดี (Lee และคณะ, 2013) ปัจจุบันได๎มีการน า cationic lipids มา
ประยุกต์ใช๎ส าหรับการขนสํงกรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัด โดยมีการน า cationic cholesterol ในการ
ขนสํง siRNA ที่จ าเพาะตํอ Notch 1 ในการยับยั้งมะเร็งรังไขํ ซึ่งจากผลการทดลองพบวํา cationic 
cholesterol สามารถหํอหุ๎ม siRNA และ น าเข๎าสูํเซลล์ SKOV3 และยับยั้งการเจริญของเซลล์ได๎
อยํางมีประสิทธิภาพ (Zhao และคณะ, 2016) นอกจากนี้ยังได๎มีการน า cationic liposome ในการ
หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะกับไวรัสหัวเหลือง (YHV-Protease) พบวําสามารถลดอัตราการตาย
ถึง 50% หลังจากฉีดไวรัส 60 วัน ในขณะที่การฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะกับไวรัสหัวเหลืองเข๎าสูํ
กุ๎งโดยตรงจะมีอัตราการตายถึง 90% แสดงให๎เห็นวํา cationic liposome สามารถป้องกันการยํอย
สลายของอาร์เอ็นเอสายคูํจากเอนไซม์ภายในตัวกุ๎ง (Sanitt และคณะ, 2016) จะเห็นได๎วํามีการ
ประยุกต์ใช๎ cationic liposome ในการขนสํงกรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัดเป็นอยํางมาก แตํ cationic 
lipids ยังมีข๎อจ ากัด คือโครงสร๎างของ cationic lipids ที่หํอหุ๎มกรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัดจะมีความ
เสถียรคํอนข๎างมาก เนื่องจากมีการจับกันระหวํางประจุบวกของ cationic lipids และประจุลบจาก
กรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัด สํงผลให๎การปลดปลํอยกรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัดในการรักษาโรคลดลง 
นอกจากนี้โครงสร๎างของ cationic lipids อาจจะมีความเป็นพิษตํอเซลล์หรือกํอให๎เกิดอาการอักเสบ
ภายในเซลล์ได๎ (Lee และคณะ, 2013; Yin และคณะ, 2014) 
 
    2.3.1.2 polymeric nanoparticles มีลักษณะเป็นของแข็งและคอลลอยด์ 
สํวนใหญํสามารถยํอยสลายได๎ โดยทั่วไปสามารถแบํงยํอยได๎เป็น 2 ชนิด คือ natural polymers 
ตัวอยํางเชํน cyclodextrin chitosan และ atelocollagen อีกชนิดเป็น synthetic polymers เป็น 
polymer ที่ได๎จากการสังเคราะห์ ตัวอยํางเชํน polyethyleneimine (PEI) poly(dI-lactide-co-
glycolide) (PLGA) และ dendrimers เป็นต๎น ในปัจจุบันมีการประยุกต์ใช๎ polymeric 
nanoparticles ในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํ เพ่ือใช๎ในการป้องกันการติดไวรัสในกุ๎ง เชํน chitosan 
nanoparticles น ามาใช๎ในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสกุ๎งทั้งในระดับ in vitro และ in vivo ด๎วย โดย
ในปี ค.ศ. 2012 Theerawanitchpan และคณะ ได๎ท าการศึกษาการขนสํง long dsRNA ที่มี
ความจ าเพาะกับไวรัสหัวเหลือง (YHV) ด๎วย chitosan ในเซลล์ Spodoptera frugiperda 9 (Sf 9) 
จากผลการทดลองพบวํา chitosan สามารถที่จะขนสํง long dsRNA ที่มีความจ าเพาะตํอไวรัสหัว
เหลืองในเซลล์ Sf 9 และสามารถยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองได๎ นอกจากนี้ยังมีการน า chitosan มา
พัฒนาโดยการเติมหมูํ dextrin sulfate เพ่ือน ามาใช๎ในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัส 
Monodon baculovirus ในกุ๎งกุลาด า (P.monodon) โดยท าการผสมกับอาหารที่ใช๎ส าหรับเลี้ยงก๎ุง 
ซึ่งสามารถยับยั้งการติดไวรัสดังกลําวในกุ๎งกุลาด าได๎อยํางมีประสิทธิภาพ (Ramesh Kumar และ
คณะ, 2016)  แม๎วํา chitosan จะเป็นที่นิยมในการน ามาใช๎เป็นพาหะในการขนสํงกรดนิวคลีอิกหรือ
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ยีนบ าบัด แตํวิธีการนี้ยังมีข๎อจ ากัดคือการใช๎chitosan ที่มีมวลโมเลกุลสูง สํวนใหญํจะมีความเป็นพิษ
ตํอเซลล์และขาด buffer capacity ส าหรับ endosomolysis ซึ่งมีความส าคัญตํอการปลดปลํอย 
siRNA ออกจาก endosome (Wu และคณะ, 2012; Lee และคณะ, 2013)  
                                                                                  
       2.3.1.3 inorganic nanoparticles เป็นสารอนินทรีย์ที่นิยมอยํางแพรํหลายในการขนสํง 
กรดนิวคลีอิก เนื่องด๎วยคุณสมบัติบางประการของ inorganic nanoparticles เชํน มีคุณสมบัติพิเศษ
ทางไฟฟ้าและคุณสมบัติในการมองเห็น มีความสามารถในการเข๎ากับเซลล์ภายในเนื้อเยื่อได๎ดีและ
ความเป็นพิษตํอเซลล์ต่ า นอกจากนี้ยังเตรียมได๎งํายอีกด๎วย ตัวอยํางที่นิยมใช๎ในการขนสํงกรด
นิวคลีอิก ยกตัวอยํางเชํน อนุภาคทอง (gold) อนุภาคเงิน (silver) แคลเซียมฟอสเฟต (calcium 
phosphate) แกรฟีนและแกรฟีนออกไซด์ (graphene oxide) ควอนตัมดอต (quantum dots) 
และอนุภาคนาโนแมํเหล็ก (magnetic nanomaterials) เชํน ไอรอนออกไซด์ (iron oxides) เป็นต๎น 
(Riley และ Vermerris, 2017) ซึ่งในปัจจุบันยังไมํมีการน า inorganic nanoparticles มาใช๎ในการ
ขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํ เพ่ือป้องกันการติดไวรัสในกุ๎ง  
 

2.3.2 Viral vector 
 ไวรัสสามารถน ามาประยุกต์ใช๎ในการขนสํงกรดนิวคลีอิกหรือยีนบ าบัดได๎ โดยโปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัสบางชนิดมีความสามารถในการเกิดการรวมตัวกันให๎กลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสได๎ 
เรียกวํา อนุภาคเหมือนไวรัส (virus like particles; VLPs) ซึ่งอนุภาคเหมือนไวรัสจะมีคุณสมบัติ
เชํนเดียวกับไวรัสทุกประการ แตํไมํสามารถกํอให๎เกิดการติดเชื้อได๎ เนื่องจากขาดจีโนมของไวรัส
นอกจากนี้ยังสามารถเข๎าจับกับตัวรับบนเซลล์เจ๎าบ๎านได๎อยํางจ าเพาะอีกด๎วย (Zdanowicz และ 
Chroboczek, 2016) ในปัจจุบันไวรัสที่สามารถสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัสได๎สํวนใหญํเป็นไวรัสที่ไมํมี
เปลือกหุ๎ม (Naked virus) รูปรํางเป็น icosahedral หรือเส๎นสาย (filamentous) ซึ่งตัวอยํางของ
ไวรัสที่สามารถสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัสได๎ (รูปที่ 2.17) เนื่องจากอนุภาคเหมือนของไวรัสขาดจีโนม
ของไวรัส ท าให๎สามารถใช๎เป็นตัวขนสํงสารชีวโมเลกุลตํางๆ โดยการบรรจุภายในอนุภาคเหมือนไวรัส 
 สํวนใหญํอนุภาคเหมือนไวรัสจะผลิตจากเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งสามารถแบํงออกได๎
ตามชนิดของเซลล์เจ๎าบ๎าน โดยสามารถแบํงได๎ดังตํอไปนี้ 
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รูปที ่2.17 แสดงโครงสร๎างของไวรัสที่สามารถสร๎างอนุภาคเหมือนของไวรัส (Plummer และ 
Manchester, 2011) 
 
  1. ผลิตในแบคทีเรีย อนุภาคเหมือนไวรัสที่ผลิตในแบคทีเรียสํวนใหญํจะนิยมผลิตใน  
E.coli ซึ่งแบคทีเรีย E.coli จะใช๎ส าหรับผลิต heterologous protein โดยข๎อดีของระบบการ
แสดงออกนี้คือ 1. สามารถรองรับเวกเตอร์ที่สามารถแสดงออกโปรตีนได๎ในปริมาณสูงได๎หลากหลาย
ชนิด 2. สามารถขยายขนาดให๎สามารถผลิตในถังหมักได๎งําย 3. มีฐานข๎อมูลทางพันธุกรรม ท าให๎งําย
ตํอการปรับปรุงสายพันธุ์ 4. เจริญเติบโตได๎รวดเร็วในระยะเวลาอันสั้น 5. สามารถใช๎อาหารที่มีราคา
ถูก และ 6. สามารถพัฒนาวิธีการใหมํๆ ได๎งําย เนื่องจากมีฐานข๎อมูลทางด๎าน transcriptomics และ 
proteomics (Liew และคณะ, 2010) ตัวอยํางของอนุภาคเหมือนไวรัสที่ผลิตใน E.coli เชํน การ
สร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส rabbit hemorrhagic virus ผลการทดลองพบวําโปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส (VP60) สามารถเกิดการรวมกลุํมกันเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสและสามารถกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันใน
กระตํายได๎ (Guo และคณะ, 2016) การสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis virus (IHHNV) ใน E.coli  พบวําสามารถสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัสได๎ 
โดยที่ขนาดและรูปรํางของอนุภาคเหมือนไวรัสคล๎ายคลึงกับไวรัสที่พบในธรรมชาติทุกประการและ
สามารถหํอหุ๎มกรดนิวคลีอิกได๎ทั้ง DNA และ RNA (Hou และคณะ, 2009) นอกจากนี้ยังได๎มีการ
สร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส Macrobrachium rosenbergii (MrNV) ได๎เชํนเดียวกัน (Goh และคณะ, 
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2011) อนุภาคเหมือนไวรัส MrNV สามารถใช๎เป็นตัวพาหะในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวและสามารถลดอัตราการตายของกุ๎งได๎ถึง 75% (Jariyapong และคณะ, 2015) 
นอกจากนี้อนุภาคเหมือนไวรัส MrNV ยังใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับเปลี่ยนแปลงอีพิโทป (Epitope) โดย
ผลิตอนุภาคเหมือนไวรัส MrNV ที่มีอีพิโทปของไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus) พบวําสามารถ
เกิดการกระตุ๎นระบบภูมิค๎ุมกันทั้งแบบสารคัดหลั่ง (Humoral) และเซลล์ (Cell-mediated) และ
สามารถใช๎เป็นวัคซีนในการป้องกันโรคตับอักเสบบีได๎ (Yong และคณะ, 2015) แม๎วํา E.coli จะเป็นที่
นิยมในการผลิตอนุภาคเหมือนไวรัสแตํวําวิธีการนี้ยังมีข๎อจ ากัด เนื่องจาก E.coli จะขาดกระบวนการ 
post-translation modification ท าให๎เกิดเป็น inclusion bodies และอาจมีการปนเปื้อนของ 
endotoxin ในการเตรียมอนุภาคเหมือนไวรัสได๎ (Zeltins, 2013)  
         
  2. ผลิตในยีสต์ เซลล์เจา๎บ๎านที่นิยมใช๎ส าหรับการแสดงออกของโปรตีน คือ 
Saccharomyces และ Pichia ซึ่งระบบการแสดงออกในยีสต์จะมีความซับซ๎อนมากกวําในแบคทีเรีย 
มาก โดยเวกเตอร์ที่ใช๎จะต๎องมีลักษณะเป็น shuttle vector คือสามารถเพ่ิมจ านวนได๎ท้ังในเซลล์
แบคทีเรียและยีสต์ นอกจากนี้จะต๎องสามารถเชื่อมเข๎ากับโครโมโซมของยีสต์ได๎ ส าหรับปริมาณ
โปรตีนที่แสดงออกเมื่อเปรียบเทียบกับ E.coli พบวําระบบการแสดงออกในยีสต์จะสามารถผลิต
โปรตีนได๎ในปริมาณท่ีสูงกวํา ข๎อดีอีกอยํางหนึ่งของระบบการแสดงออกในยีสต์คือมีกระบวนการ 
post-translation modification เชํน glycosylation หรือ phosphorylation จะท าให๎ลด
ผลกระทบจากการเกิด inclusion bodies ตัวอยํางของอนุภาคเหมือนไวรัสที่ผลิตในยีสต์ เชํน การ
ผลิตอนุภาคเหมือนไวรัส enterovirus 71 ในยีสต์ Pichia pastoris เพ่ือยับยั้งการติดไวรัส 
enterovirus 71 ผํานการกินในหนูทดลอง (Zhang และคณะ, 2015) และนอกจากนี้ยังพบวํา 
enterovirus 71 VLPs ที่ผลิตในยีสต์สามารถกระตุ๎นสารคัดหลั่ง (humoral) เพ่ือป้องกันการติดไวรัส 
EV 71 ได๎อีกด๎วย (Wang และคณะ, 2016) และยังมีการผลิตอนุภาคเหมือนไวรัส nervous 
necrosis virus ในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Wi และคณะ, 2015) และไวรัส 
coxsackievirus A6 ในยีสต์ P.pastoris (Zhou และคณะ, 2016) ซึ่งพบวําประสบความส าเร็จใน
การผลิตอนุภาคเหมือนไวรัส สามารถกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันและป้องกันการติดไวรัสได๎   
 

 3. ผลิตในเซลล์แมลง จากข๎อดีของเซลล์แมลงที่เจริญเติบโตอยํางรวดเร็ว สามารถ 
เลี้ยงในถังหมักท่ีมีขนาดใหญํได๎และความสามารถของเซลล์แมลงที่มีกระบวนการ post-translation 
modification ใกล๎เคียงกับ mammalian cell วิธีการนี้จึงนิยมกันอยํางแพรํหลาย นอกจากนี้ยัง
สามารถผลิตอนุภาคเหมือนไวรัสที่คํอนข๎างจะมีความซับซ๎อนหรือผลิตมาจาก polyprotein ก็
สามารถที่จะเกิดการสร๎างเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสได๎เชํนเดียวกัน ตัวอยํางของอนุภาคเหมือนไวรัสที่
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ผลิตในเซลล์แมลง เชํน การสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส Infectious bursal disease virus โดยใช๎เซลล ์
Sf9 และป้องกันการติดไวรัสในไกํได๎ (Lee และคณะ, 2015) การสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส HPV16 
L1 ในเซลล์ Leishmania tarentolae ซึ่งเป็นระบบการแสดงออกใหมํที่ประสบผลส าเร็จในการสร๎าง
อนุภาคเหมือนไวรัส (Bolhassani และคณะ, 2015) นอกจากนี้ยังสามารถผลิตอนุภาคเหมือนไวรัสกุ๎ง 
Macrobrachium rosenbergii nodavirus ในเซลล์แมลง พบวําประสบความส าเร็จในการผลิต
อนุภาคเหมือนไวรัสโดยที่มีปริมาณมากกวําระบบการแสดงออกอ่ืนๆ (Hanapi และคณะ, 2017; 
Kueh และคณะ, 2017)  

 
  4. ผลิตในพืช พืชสามารถน ามาใช๎เป็นเซลล์เจ๎าบ๎านในการผลิตอนุภาคเหมือนไวรัส
ได๎ โดยที่สามารถผลิตอนุภาคเหมือนไวรัสได๎ในปริมาณมาก ราคาถูก มีกระบวนการ post-
translation modification และปราศจากสิ่งกํอโรคในมนุษย์ แตํวิธีการนี้ยังมีข๎อจ ากัด เนื่องจาก
ระบบการแสดงออกในพืชนั้นยังต๎องมีการพัฒนา การแสดงออกของโปรตีนต๎องใช๎เวลานาน ผลผลิต
ของโปรตีนที่ได๎คํอนข๎างต่ า ท าให๎วิธีการนี้จึงไมํคํอยนิยมสักเทําไหรํ ตัวอยํางของอนุภาคเหมือนไวรัสที่
ผลิตในพืช เชํน การสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส Polyomavirus ในใบของต๎น Nicotiana 
benthamiana พบวําสามารถเกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสและท าให๎บริสุทธิ์ได๎ 
(Catrice และ Sainsbury, 2015) การสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส HIV ในต๎น N. benthamiana และ
อนุภาคเหมือนไวรัสที่สร๎างขึ้นสามารถกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในหนูทดลอง (Kessans และคณะ, 2016) 
นอกจากนี้มีการน าต๎นใบยาสูบ (tobacco plants) เพ่ือน ามาใช๎ในการสร๎างอนุภาคเหมือนไวรัส
ไข๎หวัดใหญํ (Influenza) (Le Mauff และคณะ, 2015) และไวรัส HPV 6 L1 (Zahin และคณะ, 
2016) ซึ่งประสบผลส าเร็จในการผลิตอนุภาคเหมือนไวรัสเชํนเดียวกัน 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการทดลอง 

3.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

แบคทีเรียและจีโนไทป์ของแบคทีเรียที่ใช๎ในการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.1 
 
ตารางที ่3.1 จีโนไทป์ของแบคทีเรียที่ใช๎ในการทดลอง 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป์ 
Escherichia coli DH5α F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 deoR 

recA1 endA1 hsdR17 (rk
-, mk

+) phoA supE44 λ– 
thi-1 gyrA96 relA1         

Escherichia coli Rosetta-gami ∆(ara–leu)7697 ∆lacX74 ∆phoA PvuII phoR 
araD139 ahpC galE galK rpsL F'[lac+ lacIq pro] 
gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (CamR , KanR , StrR 

, TetR ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 
 

 

3.2 ไพร์เมอร์ 

 ไพร์เมอร์ที่ใช๎ในการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.2 
 
ตารางที ่3.2 ไพร์เมอร์ที่ใช๎ในการทดลอง 
 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ Tm  
(°ซ) 

cpPmDNV 
Forward 

5′- GCT AGC GCT GCT GCG GGC GGC GGC GG -3′ 
      Nhe I 

81 

cpPmDNV 
Reverse 

5′- CTC GAG TTA TAC ATT AAC TCT ATA TTT CTT C -3′ 
      Xho I 

56 
 

cpPstDNV 
Forward 

5′- CAT ATG TGC GCC GAT TCA ACA AGA G -3′ 
      Nde I 

68 

cpPstDNV 
Reverse 

5′- CTC GAG TTA TTA GTT AGT ATG CAT AAT ATA ACA TTT G -3′ 
      Xho I 

65 

YHV-Hel 
Forward 

5′- CAA GGA CCA CCT GGT ACC GGT AAG AC -3′ 72 

YHV-Hel 
Reverse 

5′- GCG GAA ACG ACT GAC GGC TAC ATT CAC -3′ 76 

Actin 
Forward 

5′- ATG GCA TCT CGC AAG AAG ATT -3′ 65 

Actin 
Reverse 

5′- TTA GCA AGA GCA TGC ATC CTG -3′ 65 
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3.3 พลาสมิด 

 พลาสมิดที่ใช๎ในการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.1 

 
 

รูปที่ 3.1 พลาสมิด pET-28a (+) (Novagen) 
T7 terminator         26-72 
His Tag coding sequence        140-157 
Multiple cloning sites (BamH I - Xho I)      158-203 
T7 Tag coding sequence        207-239 
His Tag coding sequence        270-287 
T7 transcription start         369 
T7 promoter          370-386 
lacI coding sequence         773-1852 
pBR322 origin          3286 
Kan coding sequence         3995-4807 
f1 origin          4903-5358 
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3.4 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช๎ในการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.3 
 
ตารางที ่3.3 เอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช๎ในการทดลอง (Fermentas, USA) 
 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ บริเวณจดจ า (5′-3′) บัฟเฟอร์ อุณหภูมิในการบ่ม  
(°ซ) 

Nde I CAˇTATG O 37 
Nhe I GˇCTAGC 1x Tango  37 

Xho I CˇTCGAG R 37 
 
O Buffer  : 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM Magnesium chloride, 
    100 mM Sodium chloride และ 0.1 mg/ml BSA 
1x Tango Buffer : 33 mM Tris-acetate (pH 7.9), 10 mM Magnesium  
    acetate, 66 mM Potassium acetate และ 0.1 mg/ml BSA 
R Buffer  : 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM Magnesium chloride, 
    100 mM Potassium chloride และ 0.1 mg/ml BSA 
 
3.5 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 3.5.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
  3.5.1.1 การเก็บรักษาแบคทีเรียในระยะสั้น 
   เลี้ยง E. coli หรือ Recombinant E. coli บนอาหารแข็ง LB ที่มีหรือไมํมี
ยาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสม (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมงและน าไปเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ 4 °ซ จนกวําจะน ามาใช๎และถํายเชื้อลงอาหารใหมํทุก 1 เดือน 
   3.5.1.2 การเก็บรักษาแบคทีเรียในระยะยาว 
   เลี้ยง E. coli หรือ Recombinant E. coli ในอาหารเหลว LB ที่มีหรือไมํมี
ยาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสม (ภาคผนวก ก) โดยการเขยําท่ีความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 °ซ 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลงัจากนั้นน ามาผสมกับกลีเซอรอล ในอัตราสํวนน้ าเลี้ยงเชื้อตํอกลีเซอรอล 
1:1 โดยปริมาตรรวมเทํากับ 1 มิลลิลิตรและความเข๎มข๎นสุดท๎ายของกลีเซอรอลเทํากับ 40% บรรจุลง
ในหลอดเก็บเชื้อแชํแข็งที่ปลอดเชื้อ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 °ซ 
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3.6 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 3.6.1  การเพิ่มจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV  โดยใช้
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
  น าจีโนมิกดีเอ็นเอของไวรัส PmDNV (ได๎รับความอนุเคราะห์จาก ดร.พงโสภี  
อัตศาสตร์ สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล) และ PstDNV (ได๎รับความอนุเคราะห์
จาก รศ.ดร.อภินันท์ อุดมกิจ สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล) ใช๎เป็นต๎นแบบใน
การท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสและใช๎ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะตํอยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV 
และ PstDNV โดยผสมสํวนประกอบตําง ๆ ดังนี้ 100 นาโนกรัม จีโนมิกดีเอ็นเอของไวรัส PmDNV , 
1x Thermopol Reaction Buffer (20 mM Tris-HCl, 2 mM MgSO4, 0.1% (v/v) Triton X-100, 
pH 8.8), 0.2 mM dNTPs, 4 mM MgSO4, 0.2 μM cpPmDNV Forward and cpPmDNV 
Reverse primers (ตารางที่ 3.2) และ 1 unit Vent DNA Polymerase (New England BioLabs, 
Massachusetts, USA) ส าหรับการเพิ่มจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV จะใช๎
องค์ประกอบเชํนเดียวกับการเพ่ิมจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของ PmDNV ตํางกันตรงที่จะใช๎จีโนมิก
ดีเอ็นเอของ PstDNV เป็นต๎นแบบและใช๎ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะตํอยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
(cpPstDNV Forward และ cpPstDNV Reverse primers) (ตารางที่ 3.2)  จากนั้นเติมน้ าปลอด
ประจุปลอดเชื้อให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 25 ไมโครลิตร และท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส ดังตาราง
ที่ 3.4 และ 3.5 ส าหรับยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ตามล าดับ 
 
ตารางที่  3.4 โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PmDNV 
 

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ (°ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ (รอบ) 

Pre-denaturation 94 3.00 - 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
55 
72 

0.45 
0.30 
2.00 

 
30 

Final extension 72 10.00 - 
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ตารางที ่3.5โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
 

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ (°ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ (รอบ) 

Pre-denaturation 94 3.00 - 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
55 
72 

0.45 
0.30 
1.30 

 
35 

Final extension 72 10.00 - 

 
 3.6.2  การตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส มาวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) โดยชั่งผงอะกาโรส 0.8 กรัม ใสํลงในขวดส าหรับเตรียมเจล เติม
บัฟเฟอร์ 1x TAE (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ละลายเจลด๎วยความร๎อน จากนั้นเทลงใน
ถาดส าหรับขึ้นรูปเจลรอจนกระทั่งเจลแข็ง น าเจลที่เตรียมไว๎วางบนเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิสและโหลด
ตัวอยํางดีเอ็นเอลงไป โดยผสมกับ 6x loading Buffer (ภาคผนวก ก) โดยให๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 
1x และใช๎ GeneRuleTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas, USA) หรือ Lambda/Hind III 
(Fermentas, USA) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน ท าการวิเคราะห์ในเจลอะกาโรสด๎วยกระแสไฟฟ้า 80 
โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที และน าเจลไปย๎อมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์  
ความเข๎มข๎น 5 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าเจลไปแชํในน้ ากลั่นเพื่อชะ 
เอธิเดียมโบรไมด์สํวนเกินออกและน าไปตรวจสอบภายใต๎แสงยูวีด๎วยเครื่อง Gel Documentation 
(Bio-Rad, Italy) 
 

3.6.3 การสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลโดยใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction kit (Geneaid, Taiwan) 
  น าชิ้นอะกาโรสที่ท าการตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส 
(น้ าหนักมากสุด 300 มิลลิกรัม) ใสํลงในหลอดไมโครทิวป์ เติมบัฟเฟอร์ DF ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
น าไปบํมท่ีอุณหภูมิ 60 °ซ โดยกลับหลอดไปมาทุก ๆ 1-2 นาที จนกระทั่งเจลอะกาโรสละลายหมด 
จากนั้นเทสารละลายทั้งหมดใสํในคอลัมน์ (DF column) และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสํวนใสที่ไหลผํานคอลัมน์ทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 
ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสํวน
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ใสที่ไหลผํานคอลัมน์ทิ้ง ตํอมาเติมบัฟเฟอร์ Wash (เติมเอทานอลแล๎ว) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ตั้ง
ทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็น
เวลา 1 นาที จ านวน 2 ครั้ง ย๎ายคอลัมน์ด๎านบนใสํในหลอดไมโครทิวป์หลอดใหมํ เติมน้ าปลอดประจุ
ปลอดเชื้อลงไป 35-50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที ชิ้นดีเอ็นเอที่ต๎องการจะอยูํในสารละลาย 
 
 3.6.4 การโคลนยีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV เข้าสู่พลาสมิด
ส าหรับการแสดงออก  
  3.6.4.1  การเชื่อมต่อยีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV  
เข้ากับพลาสมิดส าหรับแสดงออก pET28a 
   น ายีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ที่ผํานการตัดด๎วย
เอนไซม์ Nhe I และ Xho I หรือ Nde I และ Xho I เชื่อมเข๎ากับพลาสมิดส าหรับการแสดงออก 
pET28a ที่ผํานการตัดด๎วยเอนไซม์ Nhe I และ Xho I หรือ Nde I และ Xho I ตามล าดับ โดยวิธีการ
ค านวณความเข๎มข๎นของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV และพลาสมิด 
pET28a ดังนี้ 
 

ng insert = (kb of insert x ng vector x 6) / (kb of vector x 1) 
 

*molar ratio insert : vector = 6:1 
 
   ผลการค านวณพบวําจะต๎องใช๎ยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV  
ความเข๎มข๎น 90 นาโนกรัม, พลาสมิดส าหรับการแสดงออก pET28a ความเข๎มข๎น 50 นาโนกรัม 
จากนั้นผสมสารละลายตําง ๆ ดังนี้ 1x T4 DNA ligase Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM 
MgCl2, 10 mM DTT และ 10 mM ATP), 3 unit T4 DNA ligase และเติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ
ให๎ไดป๎ริมาตรสุดท๎ายเป็น 15 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบํมที่อุณหภูมิ 16 °ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ส าหรับยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ค านวณตามวิธีการดังกลําว พบวําจะต๎องใช๎ยีนโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ความเข๎มข๎น 56 นาโนกรัม, พลาสมิดส าหรับการแสดงออก pET28a 
ความเข๎มข๎น 50 นาโนกรัม จากนั้นเติมสํวนประกอบให๎มีปริมาตรสุดท๎ายเชํนเดียวกับการเชื่อมตํอยีน
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และน าไปบํมภายในสภาวะเดียวกัน 
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  3.6.4.2  การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ E. coli 
DH5α ด้วยวิธี Heat shock  
   น าสารละลายจากข๎อ 3.6.4.1 ทรานสฟอร์มเข๎าสูํเซลล์คอมพีเทนต์ E. coli 
DH5α ด๎วยวิธี Heat shock โดยมีวิธีการดังตํอไปนี้ น าเซลล์คอมพีเทนต์ E. coli DH5α ปริมาตร 150 
ไมโครลิตรมาแชํในน้ าแข็ง จากนั้นใสํสารละลายผสมจากข๎อ 3.6.4.1 ลงในเซลล์คอมพีเทนต์ ผสมให๎
เข๎ากันแล๎วน าไปบํมในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที ตํอมาน าเซลล์คอมพีเทนต์ดังกลําวไปบํมที่อุณหภูมิ 
42 °ซ เป็นเวลา 90 วินาที เมื่อครบเวลาให๎แชํลงในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาทีแล๎วจึงเติมอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 850 ไมโครลิตรและน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ พร๎อมเขยําด๎วยความเร็ว 
200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลายเซลล์คอมพีเทนต์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
น าไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
สํวนสารละลายที่เหลือน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวด๎านบนปริมาตร 600 ไมโครลิตรทิ้ง จากนั้นผสมสารละลายที่เหลือในหลอด 
ไมโครทิวป์เข๎าด๎วยกันและน าไปเกลี่ยบนอาหารแข็งชนิดเดียวกัน น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็น
เวลา 14-16 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดขึ้น และน าไปตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โคลนที่มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดตํอไป  
  
  3.6.4.3  การคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนโปรตีน
เปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ด้วยวิธี Rapid Size Screening 
   น าโคโลนีของรีคอมบิแนนท์โคลนบนอาหารแข็ง LB จากข๎อ 3.6.4.2 มาใสํ
ในสารละลาย pre-warmed lysis Buffer (100 mM NaOH, 60 mM KCl, 5 mM EDTA, 10% 
(w/v) sucrose, 0.25% (w/v) SDS และ 0.05% (w/v) bromphenol blue) ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 5 นาทีและน าไปบํมในน้ าแข็งอีก 5 นาที 
จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที น าสํวนน้ าใสไปวิเคราะห์
ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  
 
  3.6.4.4  การสกัดพลาสมิดที่มียีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ 
PstDNV ด้วยชุดสกัดพลาสมิด High Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) 
   น ารีคอมบิแนนท์โคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ที่คัดเลือกจากข๎อ 3.6.4.3 มาสกัดพลาสมิดด๎วยชุดสกัดพลาสมิด        
High Speed Plasmid Mini Kit โดยท าการเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โคลนในอาหารเหลว LB ที่ผสม 
ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร พร๎อมเขยํา
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ด๎วยความเร็ว 200 รอบตํอนาทีท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นน าไปใสํหลอด 
ไมโครทิวป์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที
ที่อุณหภูมิห๎อง เทสํวนใสทิ้งและท าการปั่นเหวี่ยงจนครบปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตํอมากระจายเซลล์ด๎วย
บัฟเฟอร์ PD1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ PD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมโดย
การกลับหลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายผสมเข๎ากันจึงเติมบัฟเฟอร์ PD3 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
ผสมโดยการกลับหลอดไปมาเชํนเดียวกัน น าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกสํวนใสที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอ
นาทีที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน าสํวนใสใสํลงในคอลัมน์ PD และน าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสํวนใสที่ไหลผํานคอลัมน์ทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ W1 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็น
เวลา 1 นาที ตํอมาเทสํวนใสทิ้งแล๎วเติมบัฟเฟอร์ Wash (เติมเอทานอลแล๎ว) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสํวน
ใสที่ไหลผํานคอลัมน์ทิ้งกํอนที่จะน าไปปั่นเหวี่ยงซ้ าอีกครั้ง เพ่ือก าจัดสํวนใสที่เหลือติดอยูํในคอลัมน์ 
จากนั้นย๎ายคอลัมน์ใสํในหลอดไมโครทิวป์หลอดใหมํ ท าการเติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 35-
50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต๎องการจะอยูํในสารละลาย จากนั้นน ารีคอม
บิแนนท์พลาสมิดที่ได๎จะถูกสํงไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด๎วยเครื่อง Automated DNA 
Sequencer (1st Base, Malaysia) และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎มาวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม Vector 
NTI, Clustal X และ GeneDoc 
 
3.7 การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ 
PstDNV 
 3.7.1 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ E.coli Rosetta-
gami 
  น าสารละลายจากข๎อ 3.6.4.4 ที่ได๎ตรวจสอบความถูกต๎องของล าดับนิวคลีโอไทด์
มาทรานสฟอร์มเข๎าสูํคอมพีเทนต์ E.coli Rosetta-gami ด๎วยวิธี Heat shock โดยมีวิธีการดังตํอไปนี้ 
น าเซลล์คอมพีเทนต์ E.coli Rosetta-gami ปริมาตร 150 ไมโครลิตรมาแชํในน้ าแข็ง จากนั้นใสํ
สารละลายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV 
หรือ PstDNV ที่ถูกต๎องจากข๎อ 3.6.4.4 ลงในเซลล์คอมพีเทนต์ ผสมให๎เข๎ากันแล๎วน าไปบํมในน้ าแข็ง
เป็นเวลา 20 นาที ตํอมาน าเซลล์คอมพีเทนต์ดังกลําวไปบํมที่อุณหภูมิ 42 °ซ เป็นเวลา 90 วินาที เมื่อ
ครบเวลาให๎แชํลงในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาทีแล๎วจึงเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  ปริมาตร 850 
ไมโครลิตรและน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ พร๎อมเขยําด๎วยความเร็ว 200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 
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ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลายเซลล์คอมพีเทนต์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB 
ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะ 
คลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร สํวนสารละลายที่เหลือน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวด๎านบนปริมาตร 600 
ไมโครลิตรทิ้ง จากนั้นผสมสารละลายที่เหลือในหลอดไมโครทิวป์เข๎าด๎วยกันและน าไปเกลี่ยบนอาหาร
แข็งชนิดเดียวกัน น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง หลังจากนั้นน า 
รีคอมบิแนนท์โคลนที่เกิดข้ึนไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ 
PstDNV ตํอไป 
 
 3.7.2 การเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ 
PstDNV 
  น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนจากข๎อ 3.7.1 ลงในอาหารเหลว LB ที่ผสมยา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล  
ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 14-16 
ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์แบคทีเรียไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับเซลล์
แบคทีเรียให๎ได๎คําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ตํอมาน าเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการปรับปริมาณเซลล์
แบคทีเรียให๎ได๎คําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ใสํลงในอาหารเหลว LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 
ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัม
ตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนกระท่ังได๎คําการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทํากับ 0.4 และเติมสารละลาย IPTG ให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเทํากับ 
0.4 มิลลิโมลาร์ เพ่ือเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน จากนั้นน าไปเลี้ยงตํอที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าเซลล์แบคทีเรียมาวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ท าการเก็บเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยปั่นเหวี่ยงเซลล์แบคทีเรียที่มีคําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ในหลอด 
ไมโครทิวป์ด๎วยความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสํวนใสทิ้งและน าตะกอนเซลล์มา
วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ด๎วยวิธี SDS-PAGE 
และ western blotting analysis 
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 3.7.3  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ 
PstDNV 
  3.7.3.1  การเตรียมตัวอย่างโปรตีนส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน
เปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV 
    หลังจากท าการปั่นเก็บเซลล์แล๎ว น าสํวนของตะกอนเซลล์ที่ผํานการ
เหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV จากข๎อ 3.7.2 
ผสมกับ β-mercaptoethanol ปริมาตร 5 ไมโครลิตรและ 4x SDS-PAGE Sample Buffer 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ PBS (ภาคผนวก ก) ให๎ได๎ปริมาตร
สุดท๎ายเป็น 50 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันแล๎วน าไปต๎มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นน าไปวิเคราะห์โดยวิธี SDS-
PAGE   

3.7.3.2  การวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
     น าตัวอยํางที่เตรียมตามวิธีในข๎อ 3.7.3.1 มาวิเคราะห์การแสดงออกของ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ด๎วยวิธ ีSDS-PAGE ตามวิธีเตรียมดังตารางที่ 3.6 
 
ตารางที ่3.6 การเตรียม SDS-PAGE ส าหรับวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน 
 

Solution 
5% stacking gel 

(ml/10 ml) 

 
10% separating gel 

(ml/20 ml) 
 

12% separating 
gel (ml/20 ml) 

H2O 6.8 7.9 6.6 

30% Acrylamide mix 1.7 6.7 8.0 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8  - 5.0 5.0 

1 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25 - - 

10% (w/v) SDS 0.1 0.2 0.2 
10% (w/v) APS 0.1 0.2 0.2 

TEMED 0.01 0.008 0.008 
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     โดยใช๎ 10% separating gel ส าหรับวิเคราะห์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PmDNV และ 12% separating gel ส าหรับโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV หลังจากท าการ
แยกโปรตีนด๎วยวิธี SDS-PAGE แล๎วน าไปแชํในสารละลาย Staining solution (ภาคผนวก ก) เป็น
เวลา 2 ชั่วโมงบนเครื่องเขยํา จากนั้นน าไปล๎างด๎วยสารละลาย Destaining solution (ภาคผนวก ก) 
จนแผํนเจลมีลักษณะใส จึงใสํสารละลาย Fixing solution (ภาคผนวก ก)  
 

3.7.3.3  การโอนถ่ายโปรตีนจากเจลไปยังแผ่นเมมเบรน PVDF 
     หลังจากแยกโปรตีนด๎วย SDS-PAGE แล๎วตัดสํวนของ stacking gel ออก
และวัดขนาดของ separating gel และน าไปแชํในสารละลาย Transfer Buffer (ภาคผนวก ก) 
จากนั้นน าไปวางบนเครื่องเขยําประมาณ 5 นาที ระหวํางนั้นตัดกระดาษกรองจ านวน 6 แผํนและ 
เมมเบรน PVDF 1 แผํนให๎มีขนาดเทํากับขนาดของ separating gel น าแผํนเมมเบรน PVDF แชํใน 
Absolute methanol ให๎ทั่วทั้งแผํน ล๎างด๎วยน้ าปลอดประจุ 1 ครั้ง จากนั้นน าทั้งแผํน 
เมมเบรนและกระดาษกรองแชํในสารละลาย Transfer Buffer แล๎วน ากระดาษกรองจ านวน 3 แผํน
ไปวางบนเครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามด๎วยแผํนเมมเบรน PVDF แผํนเจล และ
กระดาษท่ีแชํในสารละลาย Transfer Buffer อีก 3 แผํนปิดทับสํวนบน ไลํฟองอากาศออกโดยใช๎
หลอดแก๎วกลิ้งบนกระดาษกรองเบา ๆ หยด Transfer Buffer ปริมาณเล็กน๎อย ปิดฝาเครื่อง  Semi-
dry transfer apparatus เพ่ือท าการถํายโอนโปรตีนจากเจลไปยังเมมเบรน PVDF โดยใช๎
กระแสไฟฟ้าคงที่ 70 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 90 นาทีตํอ 1 เจล 
 
  3.7.3.4  การวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี western blotting และ
การตรวจสัญญาณด้วยวิธี Chemiluminescence 
             น าแผํนเมมเบรน PVDF ที่ได๎รับการโอนถํายโปรตีนเสร็จแล๎วมาแชํใน
สารละลาย Blocking solution (ภาคผนวก ก) เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นเท
สารละลาย Blocking solution ทิ้งและบํมด๎วยสารละลาย Blocking solution ที่ผสมแอนติบอดีตํอ 
Histidine (R&D System, USA) อัตราสํวน 1:5,000 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิห๎องใน
สภาวะเขยํา เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเทสารละลาย Blocking solution ที่ผสมแอนติบอดีออกและ
ล๎างแผํนเมมเบรนด๎วยสารละลาย PBST (ภาคผนวก ก) เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้งและ 15 นาที 
จ านวน 2 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จ าเพาะตํอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยูํ (Anti-mouse 
IgG conjugated with HRP) (Sigma, USA) ที่เจือจางในสารละลาย Blocking solution อัตราสํวน 
1:5,000 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิห๎องในสภาวะเขยํา เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาท ีจากนั้น
ท าการล๎างแผํนเมมเบรนด๎วยวิธีดังกลําวข๎างต๎น และน าแผํนเมมเบรนวางบนพลาสติกใสพร๎อมกับซับ
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สารละลายสํวนเกินออก ระหวํางนั้นเตรียมสํวนผสมซับสเตรทของเอนไซม์ Horse-radish 
peroxidase (ภาคผนวก ก) เทซับสเตรทลงบนแผํนเมมเบรนและเกลี่ยให๎ทั่ว บํมที่อุณหภูมิห๎องใน
สภาวะเขยําเป็นเวลา 1 นาที ตํอมาท าการซับสารละลายสํวนเกินออกและใช๎ปากคีบหนีบแผํนเมม
เบรนวางลงบนแผํนพลาสติกใส ปิดทับเมมเบรน ด๎วยแผํนพลาสติกใสเชํนเดียวกัน ใช๎กรรไกรตัด
พลาสติกใสโดยรอบแผํนเมมเบรนและน าไปวางบนถาดประกบฟิล์ม ใช๎เทปกาวติดมุมทั้ง 4 มุม 
จากนั้นปิดฝาถาดและน าไปประกบฟิล์ม X-Ray ในห๎องมืด 
 

3.7.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV 
หรือ PstDNV โดยการแปรผันความเข้มข้นของ IPTG 
  น าโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรียจากข๎อ 3.7.1 ลงในอาหารเหลว LB ที่
ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะ 
คลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ 
เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์แบคทีเรียไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600  
นาโนเมตร ปรับเซลล์แบคทีเรียให๎ได๎คําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ตํอมาน าเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการ
ปรับปริมาณเซลล์แบคทีเรียให๎ได๎คําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ใสํลงในอาหารเหลว LB ที่ผสม 
ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 
ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จ านวน 6 ขวด น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
37 °ซ จนกระทั่งได๎คําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทํากับ 0.4 และท าการเติม
สารละลาย IPTG โดยแปรผันความเข๎มข๎นให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเทํากับ 0.05 0.1 0.4 0.5 0.7 
และ 1 มิลลิโมลาร์ เพ่ือเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน จากนั้นน าไปเลี้ยงตํอ
ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าเซลล์แบคทีเรียมาวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้นท าการเก็บเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยปั่นเหวี่ยงเซลล์แบคทีเรียที่มีคําการดูดกลืนแสงเทํากับ 1 ในหลอด 
ไมโครทิวป์ด๎วยความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสํวนใสทิ้งและน าตะกอนเซลล์มา
ทดสอบการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ด๎วยวธิี SDS-PAGE 
และ western blotting analysis ตามวิธีในข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 
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3.8 การท าโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ให้บริสุทธิ์ 

3.8.1 การตรวจสอบการละลายของโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV    
            น าเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PmDNV จากข๎อ 3.7.2 มาทดสอบการละลายของโปรตีน โดยละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย  
(1 OD) ด๎วยสารละลาย STE เริ่มจากเติมสารละลาย STE (25 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA (pH 8)) ที่ผสม lysozyme ความเข๎มข๎น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบํมในน้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที และเติมสารละลาย STE ที่ผสม 10% 
Triton X-100 ตํอมาน าไปท าให๎เซลล์แตกด๎วยกระบวนการ sonicate เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกสํวนของน้ าใสออกจากตะกอนเซลล์ โดยใสํในหลอดไมโครทิวป์ใหมํ สํวนตะกอน
เซลล์ท าการล๎างด๎วยน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที 
เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นท าการวิเคราะห์การละลายของโปรตีนด๎วยวิธี SDS-PAGE 
และ western blotting analysis เชํนเดียวกับข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 
  ส าหรับการตรวจสอบการละลายด๎วยสารละลาย Enzhance Lysis Buffer 
(BioTech, NSTDA) น าตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออก (1 OD) มา
เติมสารละลาย Enzhance Lysis Buffer  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันและบํมในน้ าแข็ง
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 0.1 unit DNase I (Fermentas, USA) น าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 °ซ 
เป็นเวลา 30 นาที ท าการแยกสํวนน้ าใสและสํวนตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดยการปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกสํวนน้ าใสใสํในหลอดไมโครทิวป์ใหมํ สํวน
ตะกอนเซลล์ท าการล๎างด๎วยน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อและน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอ
นาที เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นท าการวิเคราะห์การละลายของโปรตีนด๎วยวิธ ี SDS-
PAGE และ western blotting analysis เชํนเดียวกับข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 
 

3.8.2 การตรวจสอบการละลายของโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV    
          น าเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PstDNV จากข๎อ 3.7.2 มาทดสอบการละลายของโปรตีน โดยละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย (1 
OD) ด๎วยสารละลาย Enzhance Lysis Buffer (BioTech, NSTDA) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให๎
เข๎ากันและบํมในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 0.1 unit DNase I (Fermentas, USA) น าไป
บํมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 30 นาที ท าการแยกสํวนน้ าใสและสํวนตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดย
การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกสํวนน้ าใสใสํในหลอด 
ไมโครทิวป์ใหมํ สํวนตะกอนเซลล์ท าการล๎างด๎วยน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อและน าไปปั่นเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นท าการวิเคราะห์การละลาย
ของโปรตีนด๎วยวิธี SDS-PAGE และ western blotting analysis เชํนเดียวกับข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 
 
 3.8.3  การเพิ่มปริมาณในการแสดงออกและการสกัดโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV 
หรือ PstDNV 
         เลี้ยงโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรียที่แสดงออกโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PmDNV หรือ PstDNV ในอาหารเหลว LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดคําการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และปรับปริมาณเซลล์แบคทีเรียเริ่มต๎นให๎ได๎เทํากับ 10 และถําย
โอนเข๎าสูํอาหารเหลวดังกลําวข๎างต๎น ปริมาตร 150 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงตํอที่อุณหภูมิ 37 °ซ 
จนกระท่ังวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทํากับ 0.4 จึงเติมสารละลาย IPTG 
ความเข๎มข๎น 0.4 มิลลิโมลาร์ น าไปเลี้ยงตํอที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลงัจากนั้นเก็บ
ตะกอนเซลล์โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาทีและน าตะกอนเซลล์
แบคทีเรียดังกลําวมาสกัดโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV โดยดัดแปลงจาก Schlager และคณะ 
(2012) ละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย (150 OD) ด๎วยสารละลาย PCL (8 mM Na2HPO4, 286 mM 
NaCl, 1.4 mM KH2PO4, 2.6 mM KCl และ 1% (w/v) SDS) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป 
sonicate เป็นเวลา 2 นาทีและแชํในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 30 นาที ตํอมาท าการแยกสํวนของน้ าใส
และตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4  
°ซ และน าไปท าให๎ปริมาตรลดลง โดยการกรองผํานเมมเบรนขนาด  MWCO 10 kDa (Merck 
Millipore, Germany) จนเหลือปริมาตร 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าสํวนของน้ าใสไปท าโปรตีนให๎
บริสุทธิ์ตํอไป   
 ส าหรับโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV สกัดโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โดย
ละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย (150 OD) ด๎วยสารละลาย Enzhance Lysis Buffer ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันและบํมในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 10 unit DNase I 
(Fermentas, USA) น าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 30 นาที ท าการแยกสํวนน้ าใสและสํวน
ตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที แยก
สํวนน้ าใสออกจากตะกอนเซลล์ เพ่ือน าไปท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ตํอไป 
 
 



40 
 

 

 3.8.4 การท าโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV หรือ PstDNV ให้บริสุทธิ์ด้วย Nickel 
Affinity Chromatography   
          ท าการเตรียมคอลัมน์ เพ่ือใช๎ส าหรับท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ โดยน าคอลัมน์นิกเกิลมาใสํ
น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ เพ่ือให๎คอลัมน์อ่ิมตัวด๎วยน้ า ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 
NiSO4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและเติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อลงไปอีกปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพ่ือให๎
สารละลาย NiSO4 กระจายไปท่ัวคอลัมน์ หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการดังกลําวจึงสามารถท่ีจะใช๎
คอลัมน์ส าหรับท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ 
  ส าหรับการท าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ให๎บริสุทธิ์ (Schlager และคณะ, 
2012) เริ่มจากท าคอลัมน์ให๎อ่ิมตัวด๎วยสารละลาย PCW (8 mM Na2HPO4, 286 mM NaCl, 1.4 
mM KH2PO4, 2.6 mM KCl และ 0.1% (w/v) sarkosyl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าตัวอยําง
ของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ที่เตรียมได๎จากข๎อ 3.8.3 ผํานคอลัมน์แล๎วเก็บสํวนที่ไหลผําน
ออกมาจากคอลัมน์ (Flow through) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตํอมาเติมสารละลาย PCW ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เพ่ือชะโปรตีนที่จับแบบไมํจ าเพาะ จากนั้นเติมสารละลาย PCW ที่มีสํวนผสมของ 
Imidazole ที่มีความเข๎มข๎น 100 200 300 และ 500 มิลลิโมลาร์ (PCE) ตามล าดับ เพ่ือชะโปรตีนที่
จับอยํางจ าเพาะกับเม็ดบีท หลังจากท่ีชะโปรตีนออกมาจนหมด จึงเติม Stripping Buffer (8 mM 
Na2HPO4, 286 mM NaCl, 1.4 mM KH2PO4, 2.6 mM KCl , 50 mM EDTA) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เพ่ือก าจัดโปรตีนที่ค๎างอยูํภายในคอลัมน์ออกมาทั้งหมด และล๎างด๎วยน้ าปลอดประจุปลอด
เชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตรและเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ หลังจากนั้นน าสํวนโปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์
และโปรตีนที่ผํานการชะด๎วย Stripping Buffer น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ และน าไปวิเคราะห์โปรตีน
ด๎วย SDS-PAGE และ western blotting analysis ตามวิธีในข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 จากนั้นน าสํวน
โปรตีนบริสุทธิ์มาลดปริมาตรโดยผํานคอลัมน์ขนาด 10 MWCO (Millipore 10 MWCO, Germany) 
และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที เทสํวนใสที่ไหลออกจากคอลัมน์ทิ้ง 
จากนั้นเติมสารละลาย PCW เข๎าไปในคอลัมน์และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,200 รอบตํอนาที เป็น
เวลา 10 นาที ท าซ้ าไปเรื่อย ๆ จนปริมาตรครบ 25 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงให๎สุดท๎ายปริมาตรสํวนใส
ที่อยูํภายในคอลัมน์มีปริมาตรประมาณ 2 มิลลิลิตร 
 ในสํวนการท าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ให๎บริสุทธิ์ เริ่มจากเติมสารละลาย ZnSO4 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน์และเติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพ่ือ
กระจาย ZnSO4 ให๎ทั่วคอลัมน์ จากนั้นท าคอลัมน์ให๎อ่ิมตัวด๎วยสารละลาย Binding Buffer (20 mM 
Tris-HCl, pH 8,  0.5 M NaCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งจะได๎คอลัมน์ที่พร๎อมส าหรับการท าโปรตีน
ให๎บริสุทธิ์ ในสํวนของตัวอยํางโปรตีนจะน าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่สกัดได๎จากข๎อ  
3.8.3  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย Binding Buffer ให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 5 มิลลิลิตร 
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จากนั้นท าการกรองตัวอยํางโปรตีนด๎วย filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตรและไหลเข๎าสูํ
คอลัมน์ที่ท าให๎อ่ิมตัวแล๎ว เก็บสํวนที่ไหลผํานออกมาจากคอลัมน์ (Flow through) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากนั้นเติม Washing Buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,  0.5 M NaCl, 40 mM 
Imidazole)  เข๎าไปปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพ่ือชะโปรตีนที่จับอยูํกับคอลัมน์แบบไมํ
จ าเพาะ ตํอมาเติม Elution Buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,  0.5 M NaCl, 200 mM Imidazole) 
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง  โดยแบํงเก็บโปรตีนที่ถูกชะออกมาจากคอลัมน์หลอดละ 5 
มิลลิลิตร หลังจากท่ีชะโปรตีนที่จับอยูํในคอลัมน์ออกมาแล๎ว จึงเติม Stripping Buffer (20 mM Tris-
HCl, pH 8, 0.5 M NaCl, 50 mM EDTA) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพ่ือก าจัดโปรตีนที่ค๎างอยูํภายใน
คอลัมน์ออกมาทั้งหมด ท าการเก็บคอลัมน์ในน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อและเก็บภายในอุณหภูมิ 4 °ซ 
สํวนโปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์แล๎วจะน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ และน าไปวิเคราะห์โปรตีนด๎วย 
SDS-PAGE และ western blotting analysis ตามวิธีในข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 ตํอมาน าตัวอยํางที่ผําน
การท าให๎บริสุทธิ์มาใสํคอลัมน์ขนาด 30 MWCO (Millipore 30 MWCO, Germany) และปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 8,200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที เทสํวนใสที่ไหลออกจากคอลัมน์ทิ้ง จากนั้นเติม 
Binding Buffer เข๎าไปในคอลัมน์และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 
นาที ท าซ้ าไปเรื่อย ๆ จนปริมาตรครบ 25 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงให๎สุดท๎ายปริมาตรสํวนใสที่อยูํ
ภายในคอลัมน์มีปริมาตรประมาณ 2 มิลลิลิตร 
 

3.8.5 วัดความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี Bradford assay 
  ท าการเจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA)  
ความเข๎มขน๎ 1 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร ด๎วย 1x Binding Buffer ที่ระดับความเข๎มข๎นตําง ๆ ดังนี้ 500, 
250, 125, 62.5 และ 31.25 นาโนกรัมตํอมิลลิลิตร จากนั้นเติม 1x Bradford Reagent ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทแล๎วจึงเติมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ทั้ง 5 ระดับความ
เขม๎ข๎น, ตัวอยํางโปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์จากข๎อ 3.8.3 และสารละลาย Binding Buffer ซึ่งใช๎
เป็น Blank ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยท าการทดสอบท้ังหมด 2 ซ้ า ผสมสารละลายให๎เข๎ากันและ
ตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปอํานคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595  
นาโนเมตร (OD595) ด๎วยเครื่องอํานไมโครเพลท (ELX800, Bio-Tek) แล๎วน าผลตํางระหวํางคําเฉลี่ย 
OD595 ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA กับคําเฉลี่ย OD595 ของ Blank (ΔOD595) ไปสร๎างกราฟ
มาตรฐานเส๎นตรงเพื่อหาความสัมพันธ์ระหวํางสารละลายมาตรฐานโปรตีน BSA ที่ระดับความเข๎มข๎น
ตําง ๆ กับคํา ΔOD595 แล๎วน าสมการเส๎นตรงที่ได๎ไปใช๎ค านวณหาความเข๎มข๎นของโปรตีนตัวอยําง 
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3.9 การตรวจสอบอนุภาคเหมือนไวรัส PmDNV หรือ PstDNV 

3.9.1  การเตรียมตัวอย่างส าหรับการตรวจสอบอนุภาคเหมือนไวรัส 
  น าตัวอยํางที่ได๎ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดใสํคาร์บอนกริด ทิ้งไว๎ประมาณ 2 นาที 
น ากระดาษกรองซับตัวอยํางสํวนเกินออกและทิ้งให๎แห๎งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยดสี 1% PTA 
(Phosphotungstic acid) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ทิ้งไว๎ประมาณ 2 นาทีและซับสีสํวนเกินออก ทิ้งไว๎
ให๎แห๎งเป็นเวลา 5 นาทีเชํนเดียวกันจึงน าตัวอยํางที่ได๎ไปสํองกล๎อง TEM (Transmission electron 
microscope) (JEOL JEM-1400, USA) ณ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
       
3.10 การแสดงออกร่วมกันระหว่างโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคู่ที่
จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 

 3.10.1 การเตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ส าหรับการแสดงออกร่วมกันระหว่างโปรตีนเปลือก
หุ้มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 
  น ารีคอมบิแนนท์โคลนที่สามารถแสดงออกโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ได๎
จากข๎อ 3.9.1 น ามาท าเป็นเซลล์คอมพีเทนต์ เพ่ือให๎เหมาะสมตํอการทรานสฟอร์มพลาสมิดที่ใช๎
ส าหรับการแสดงออกอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง โดยน าโคโลนีเดี่ยวของ 
รีคอมบิแนนท์โคลนข๎างต๎นมาเลี้ยงในอาหาร LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข๎มข๎น 50 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง โดยใช๎แบคทีเรียดังกลําวเป็นหัวเชื้อซึ่งมีปริมาณ
แบคทีเรีย OD600 เทํากับ 1 ตํอ 100 มิลลิลิตรของอาหาร LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน  
ความเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล ความเข๎มข๎น 34 ไมโครกรัม
ตํอมิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนกระท่ัง OD600 เทํากับ 0.4 จากนั้นท าการเก็บเซลล์โดยปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลาย 100 มิลลิโม
ลาร์ CaCl2 (เย็นจัด) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรและแชํในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 10 นาที ตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ได๎จะ
ละลายด๎วย 100 มิลลิโมลาร์ CaCl2 (เย็นจัด) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตํอมาน าสารละลายของตะกอน
เซลล์แบคทีเรียไปแชํในน้ าแข็ง เป็นเวลา 10 นาที  เติม Dimethyl sulfoxide (DMSO) ให๎ได๎ความ
เข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 7% (v/v) แบํงใสํหลอดไมโครทิวป์ ปริมาตรหลอดละ 150 ไมโครลิตร น าเซลล์
คอมพีเทนต์ไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 °ซ เพ่ือใช๎ในการทรานสฟอร์มพลาสมิดตํอไป 
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 3.10.2 การทรานสฟอร์มและแสดงออกพลาสมิดที่ใช้ในการแสดงออกอาร์เอ็นเอสายคู่ที่
จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลืองเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ที่สามารถแสดงออกโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส 
PstDNV         
  น าเซลล์คอมพีเทนต์ที่ได๎จากข๎อ 3.10.1 มาใช๎เป็นเซลล์เจ๎าบ๎านในการ 
รับพลาสมิดที่แสดงออกอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง ด๎วยวิธ ี Heat shock จากนั้น
น ามาเกลี่ยลงบนอาหาร LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 100 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ
คลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นท าการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลน 
โดยพิจารณาจากการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง เลี้ยงโคโลนีเดี่ยวของรีคอมบิแนนท์โคลนในอาหาร LB ที่ผสม 
ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน 100 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 34 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 
37 °ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นถํายเซลล์แบคทีเรียจ านวน 1 OD600  ลงในอาหารใหมํปริมาตร 
15 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงตํอที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนกระท่ัง OD600  มีคําเทํากับ 0.4 เติม 0.4  
มิลลิโมลาร์ IPTG เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที เซลล์แบคทีเรียที่ได๎จะน ามาตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ด๎วยวิธ ี SDS-PAGE และ western blotting 
analysis ตามข๎อ 3.7.3.1-3.7.3.4 และตรวจสอบอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง ตามข๎อ 
3.10.3 
 

3.10.3 การเตรียมอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลืองบริสุทธิ์ 
  น าเซลล์แบคทีเรียที่ผํานการชักน าให๎เกิดการแสดงออกของอาร์เอ็นเอสายคูํ (OD600 

เทํากับ 1) มาละลายใน 0.1% SDS-PBS (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปต๎มใน
น้ าเดือดเป็นเวลา 2 นาทีและบํมในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 วินาที ตํอมาท าการเติม RNase A ความ
เข๎มข๎น 0.05 ไมโครกรัมที่ผสม 1x RNase A Buffer (300 mM sodium acetate, 10 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA) ลงในสารละลายข๎างต๎น จากนั้นเติม RibozolTM (Amresco®) ปริมาตร 
160 ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 นาทีจึงเติม Choloform ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท า
การผสมสารละลายให๎เข๎ากันแล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที 
แยกสํวนใสใสํหลอดไมโครทิวป์ใหมํแล๎วเติม Isopropanol ลงไปโดยใช๎ปริมาตรเทํากับปริมาตรของ
สํวนใสที่แยกได๎ จากนั้นน าไปบํมที่อุณหภูมิ -20 °ซ เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 
รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาทีเชํนเดียวกัน ท าการล๎างตะกอนอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎ด๎วย 75% Ethanol 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด๎วย 150 mM NaCl และบํมที่อุณหภูมิ 60 °ซ 
เป็นเวลา 10 นาท ี ตัวอยํางอาร์เอ็นเอที่ได๎น ามาวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) 
 

3.10.4 การตรวจสอบสมบัติความเป็นอาร์เอ็นเอสายคู่    
  น าอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีสกัดได๎จากข๎อ 3.10.3 มาตรวจสอบวําอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎เป็น
อาร์เอ็นเอสายคูํหรือไมํ โดยน าไปบํมกับ RNase A (จ าเพาะตํออาร์เอ็นเอสายเดี่ยว), DNase I 
(จ าเพาะตํอดีเอ็นเอ) และ RNase III (จ าเพาะตํออาร์เอ็นเอสายคูํ) โดยมีองค์ประกอบดังตารางที่ 3.7 
 
ตารางที ่3.7 องค์ประกอบของการตรวจสอบอาร์เอ็นเอสายคูํ 
 

DNase I RNase A RNase III 

50 ng dsRNA 
1x DNase I Buffer* 
 
0.5 units DNase I 
DEPC water 
 

50 ng dsRNA 
1x RNase A Buffer** 
 
0.05 μg RNase A 
DEPC water 

50 ng dsRNA 
1x RNase III Buffer*** 
1x MnCl2 
0.5 units RNase III 
DEPC water 

 
*  1x DNase I Buffer  :  10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2.5 mM MgCl2,  
     0.5 mM CaCl2 
** 1x RNase A Buffer : 2 mM Tris-HCl, pH 8, 60 mM Sodium acetate 
*** 1x RNase III Buffer : 10 mM Tris-HCl, pH 8, 2.5 mM MgCl2,  
     0.1 mM CaCl2 
 
  โดยปริมาตรสุดท๎ายเป็น 10 ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าไปตรวจสอบอาร์เอ็นเอสายคูํโดยการวิเคราะห์ด๎วยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ตามวิธีการเตรียมในตารางที่ 3.8 
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ตารางที ่3.8 การเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ส าหรับวิเคราะห์อาร์เอ็นเอสายคูํ 
  

Solution ml/10 ml 
 

 ml/20 ml 
 

1x TBE (ภาคผนวก ก) 8.56 17.12 
30% Acrylamide mix 1.33 2.66 

10% (w/v) APS 0.1 0.2 

TEMED 0.01 0.02 
 
  น าตัวอยํางอาร์เอ็นเอสายคูํผสมกับ 6x loading Buffer (ภาคผนวก ก) โดยให๎ความ
เข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 1x และใช๎ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน ท า
การวิเคราะห์ด๎วยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสด๎วยกระแสไฟ้ฟ้า 80 โวลต ์ 
เป็นเวลา 60 นาทีและน าเจลไปย๎อมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข๎มข๎น 5 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าเจลไปแชํในน้ ากลั่นเพื่อชะเอธิเดียมโบรไมด์สํวนเกินออกและ
น าไปตรวจสอบภายใต๎แสงยูวีด๎วยเครื่อง Gel Documentation (Bio-Rad, Italy) 
 

3.10.5  การผลิตและท าบริสุทธิ์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอ 
สายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 
  รีคอมบิแนนท์โคลนที่ผํานการทดสอบวําสามารถแสดงออกทั้งโปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะกับไวรัสหัวเหลือง จากข๎อ 3.10.2 จะน ามาขยายขนาด
ในการแสดงออก ปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยจะมีวิธีการเชํนเดียวกับข๎อ 3.8.3 แตํเนื่องจากมีการ
แสดงออกของอาร์เอ็นเอสายคูํจึงต๎องมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลิน ความเข๎มข๎น 100 ไมโครกรัม
ตํอมิลลิลิตร ลงไปในอาหารที่ใช๎ในการเพาะเลี้ยงด๎วย จากนั้นเมื่อวัดคํา OD600 ได๎เทํากับ 0.4 จึงเติม 
IPTG ให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 0.4 มิลลิโมลาร์ เพ่ือชักน าให๎เกิดการแสดงออกท้ังโปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส  PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง บํมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง จึงท าการเก็บเซลล์เพ่ือน าไปสกัดโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และท าโปรตีน
ให๎บริสุทธิ์ ตามวิธีในข๎อ 3.8.3 และ 3.8.4 ตามล าดับ น าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV บริสุทธิ์
มาเตรียมตัวอยํางเชํนเดียวกับข๎อ 3.9.1 เพ่ือตรวจสอบอนุภาคเหมือนไวรัสภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM)  
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  น าตัวอยํางข๎างต๎นมาตรวจสอบปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง 
โดยน าตัวอยํางปริมาตร 50 ไมโครลิตรมาเติมสารละลาย RibozolTM (Amresco®) ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 นาทีจึงเติม Choloform ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ท าการ
ผสมสารละลายให๎เข๎ากันแล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที แยก
สํวนใสใสํหลอดไมโครทิวป์ใหมํแล๎วเติม Isopropanol ลงไปโดยใช๎ปริมาตรเทํากับปริมาตรของสํวนใส
ที่แยกได๎ จากนั้นน าไปบํมที่อุณหภูมิ -20 °ซ เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบตํอ
นาท ี เป็นเวลา 15 นาทีเชํนเดียวกัน ท าการล๎างตะกอนอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎ด๎วย 75% Ethanol 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด๎วย 150 mM NaCl และบํมที่อุณหภูมิ 60 °ซ 
เป็นเวลา 10 นาที และท าการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองด๎วยพอลิอะคริลา-
ไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
3.11 การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดไวรัส 
หัวเหลืองในกุ้ง  

 3.11.1 การหาความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอสายคู่ที่เหมาะสมส าหรับการยับย้ังการติดไวรัส
หัวเหลือง (Suppression Test) 
  น ากุ๎งขาวขนาด 300 มิลลิกรัม จ านวน 60 ตัว เลี้ยงในน้ าทะเลที่มีความเค็ม 10 ppt 
ที่อุณหภูมิ 28 °ซ โดยแบํงเป็น 4 กลุํม กลุํมละ 15 ตัว ดังตํอไปนี้ 
  กลุํมท่ี 1  150 mM NaCl 
  กลุํมท่ี 2  6 ng dsYHV  
  กลุํมท่ี 3  30 ng dsYHV  
  กลุํมท่ี 4  300 ng dsYHV  
  โดยจะท าการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํความเข๎มข๎นตํางๆ ควบคูํไปกับการฉีดไวรัส 
หัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 (ความเข๎มข๎นของไวรัสที่ท าให๎กุ๎งตาย 100% ในระยะเวลา  
3 วัน) ปริมาตรทั้งหมดที่ใช๎ในการฉีดก๎ุงเทํากับ 20 ไมโครลิตรตํอก๎ุง 1 ตัว จากนั้นน ากุ๎งไปเลี้ยงตํอเป็น
เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา 48 ชั่วโมง กุ๎งในทุกกลุํมจะถูกเก็บสํวนของเหงือกกุ๎ง เพ่ือน ามา
ตรวจสอบการติดไวรัสหัวเหลอืงตํอไป 
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3.11.2 การยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองของอนุภาคเหมือนไวรัส (Suppression Test) 
  น ากุ๎งขาวขนาด 300 มิลลิกรัม จ านวน 60 ตัว เลี้ยงในน้ าทะเลที่มีความเค็ม 10 ppt 
ที่อุณหภูมิ 28 °ซ โดยแบํงเป็น 4 กลุํม กลุํมละ 15 ตัว ซึ่งจะท าการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความ 
เจือจาง 5x10-7 (ความเข๎มข๎นของไวรัสที่ท าให๎กุ๎งตาย 100% ในระยะเวลา 3 วัน)  ควบคูํไปกับการฉีด
สารละลายดังตํอไปนี้ 
  กลุํมท่ี 1  150 mM NaCl 
  กลุํมท่ี 2  Naked dsYHV  
  กลุํมท่ี 3  PstDNV VLPs 
  กลุํมท่ี 4  PstDNV-dsYHV VLPs  
  โดยกลุํมที่ 2 และ 4 จะฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีความเข๎มข๎น 6 นาโนกรัม สํวนกลุํมที่ 3 
และ 4 ที่ฉีดอนุภาคเหมือนไวรัสจะฉีดที่ปริมาณของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ความ
เข๎มข๎น 6 มิลลิกรัม โดยปริมาตรทั้งหมดที่ใช๎ในการฉีดกุ๎งเทํากับ 20 ไมโครลิตรตํอกุ๎ง 1 ตัว จากนั้นน า
กุ๎งไปเลี้ยงตํอเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา 48 ชั่วโมง กุ๎งในทุกกลุํมจะถูกเก็บสํวนของเหงือกกุ๎ง 
เพ่ือน ามาสกัดอาร์เอ็นเอและตรวจสอบการติดไวรัสหัวเหลอืงตํอไป 
 
 3.11.3 ตรวจสอบการติดไวรัสหัวเหลืองระดับ mRNA  

3.11.3.1 การสกัดอาร์เอ็นเอจากกุ้งท่ีติดเชื้อด้วย Ribozol 
   ตัวอยํางเหงือกของกุ๎งที่ติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ประมาณ 50 มิลลิกรัม มา
บดใน Ribozol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 
Chloroform ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันและบํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 15 นาทีแล๎วจึง
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ น าสํวนใส
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสํหลอดไมโครทิวป์หลอดใหมํแล๎วเติม Isopropanol ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิ -20 °ซ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,000 รอบตํอ
นาท ี เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ ตะกอนของอาร์เอ็นเอจะถูกล๎างด๎วย 75% (v/v) Ethanol 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรแล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,200 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °ซ เทสํวนใสทิ้งและเติมน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อที่ treat ด๎วย DEPC ปริมาตร 20 
ไมโครลิตรและบํมที่อุณหภูมิ 60 °ซ เป็นเวลา 10 นาที อาร์เอ็นเอที่ได๎จะน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 °ซ 
จนกวําจะน ามาใช๎ และท าการตรวจวัดความเข๎มข๎นของอาร์เอ็นเอ โดยการวัดคําการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร จากนั้นน าคําท่ีได๎มาค านวณหาความเข๎มข๎น โดยใช๎สูตรดังตํอไปนี้ 
 

RNA concentration (μg/ml) = 40 x A260 x dilution factor 
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3.11.3.2 การเตรียม Complementary DNA (cDNA) และการท าปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อตรวจสอบการยับย้ังไวรัสหัวเหลือง 
   น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎จากข๎อ 3.11.2 ปริมาณความเข๎มข๎น 2 ไมโครกรัม 
มาผสมสารละลายประกอบด๎วย ; Random primer (2 μM) และน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อที่ผสม 
DEPC ให๎ได๎ปริมาตรเป็น 5 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบํมที่อุณหภูมิ 70 °ซ เป็นเวลา 5 นาทีและบํมใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการเติมสารละลายที่มีสํวนผสมของ 1x Improm-II TM reaction 
Buffer, 0.5 mM dNTPs, 1 ไมโครลิตร Improm-II TM  Reverse transcriptase และน้ าปลอดประจุ
ปลอดเชื้อที่ผสม DEPC ในสารละลายกํอนหน๎า โดยให๎ปริมาตรสุทธิเป็น 10 ไมโครลิตร จากนั้นน าไป
ท าปฏิกิริยาการสร๎าง cDNA ตํอโดยใช๎สภาวะดังตํอไปนี้ 25 °ซ 5 นาท,ี 42 °ซ  60 นาท ีและ 72 °ซ  
15 นาที จากนั้นน า cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพ่ือน ามาท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส โดยใช ๎
ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะตํอ YHV-Helicase และ Actin (ตารางที่ 3.2) โดยผสมสารละลายให๎ได ๎
ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 0.2 μM Actin Forward ; Actin Reverse primers และ 0.03 μM YHV-
Helicase Forward ; YHV-Helicase Reverse primers, 0.2 mM dNTPs, 1x Reaction Buffer 
(Apsalagen, Thailand), 2 mM MgCl2 และ 1 unit Taq DNA Polymerase (Apsalagen, 
Thailand) และน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 25 ไมโครลิตร โดยใช๎สภาวะดัง
ตารางที่ 3.9 
 
ตารางที ่3.9 โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสส าหรับตรวจสอบการติดไวรัสหัวเหลือง 
 

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ (°ซ) เวลา (นาที) จ านวนรอบ (รอบ) 

Pre-denaturation 94 2.00 - 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
55 
72 

0.10 
0.30 
1.00 

 
20 

Final extension 72 5.00 - 
 
  ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสที่ได๎จะน ามาวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจล 
อิเล็กโทรโฟเรซิส 2%  (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
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3.12 การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดไวรัส 
หัวเหลืองในกุ้งในระยะเวลา 10 วัน 

 3.12.1  การยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองของอนุภาคเหมือนไวรัสในระยะเวลา 10 วัน 
แบบฉีดไวรัสควบคู่กับอนุภาคเหมือนไวรัส 
  น ากุ๎งขาวขนาด 300 มิลลิกรัม จ านวน 60 ตัว เลี้ยงในน้ าทะเลที่มีความเค็ม 10 ppt 
ที่อุณหภูมิ 28 °ซ โดยแบํงเป็น 4 กลุํม กลุํมละ 15 ตัว ซึ่งจะท าการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความ 
เจือจาง 5x10-7 (ความเข๎มข๎นของไวรัสที่ท าให๎กุ๎งตาย 100% ในระยะเวลา 3 วัน)  ควบคูํไปกับการฉีด
สารละลายดังตํอไปนี้ 
  กลุํมท่ี 1  150 mM NaCl 
  กลุํมท่ี 2  Naked dsYHV  
  กลุํมท่ี 3  PstDNV VLPs 
  กลุํมท่ี 4  PstDNV-dsYHV VLPs  
  โดยกลุํมที่ 2 และ 4 จะฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีความเข๎มข๎น 6 นาโนกรัม สํวนกลุํมที่ 3 
และ 4 ที่ฉีดอนุภาคเหมือนไวรัสจะฉีดที่ปริมาณของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ความ
เข๎มข๎น 6 มิลลิกรัม โดยปริมาตรทั้งหมดที่ใช๎ในการฉีดกุ๎งเทํากับ 20 ไมโครลิตรตํอกุ๎ง 1 ตัว จากนั้นน า
กุ๎งไปเลี้ยงตํอเป็นเวลา 10 วัน ติดตามอัตราการตายของกุ๎งในแตํละวันและวาดกราฟเปรียบเทียบ
อัตราการตายของก๎ุงกับจ านวนวันหลังติดไวรัสหัวเหลือง เพ่ือดูประสิทธิภาพในการติดไวรัสหัวเหลือง
ในระยะยาว ซึ่งสามารถเขียนเป็นแผนภาพการทดลองได๎ดังนี้ 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

dsRNA + YHV 
6 ng dsYHV 

ติดตามอัตราการตายของก๎ุง 
ทุกวันจนครบ 10 วัน 

10 วัน 
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3.12.2  การยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองของอนุภาคเหมือนไวรัสโดยการฉีดอนุภาค

เหมือนไวรัสเป็นระยะเวลา 10 วัน ก่อนฉดีไวรัสหัวเหลือง 
  น ากุ๎งขาวขนาด 300 มิลลิกรัม จ านวน 60 ตัว เลี้ยงในน้ าทะเลที่มีความเค็ม 10 ppt 
ที่อุณหภูมิ 28 °ซ โดยแบํงเป็น 4 กลุํม กลุํมละ 15 ตัว ซึ่งจะท าการฉีดสารละลายดังตํอไปนี้ 
  กลุํมท่ี 1  150 mM NaCl 
  กลุํมท่ี 2  Naked dsYHV  
  กลุํมท่ี 3  PstDNV VLPs 
  กลุํมท่ี 4  PstDNV-dsYHV VLPs  
  โดยกลุํมที่ 2 และ 4 จะฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีความเข๎มข๎น 6 นาโนกรัม สํวนกลุํมที่ 3 
และ 4 ที่ฉีดอนุภาคเหมือนไวรัสจะฉีดที่ปริมาณของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ความ
เข๎มข๎น 6 มิลลิกรัม โดยปริมาตรทั้งหมดที่ใช๎ในการฉีดกุ๎งเทํากับ 20 ไมโครลิตรตํอกุ๎ง 1 ตัว จากนั้นน า
กุ๎งไปเลี้ยงตํอเป็นเวลา 7 วัน และท าการติดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 (ความเข๎มข๎น
ของไวรัสที่ท าให๎กุ๎งตาย 100% ในระยะเวลา 3 วัน)  หลังจากนั้นน าไปเลี้ยงตํอเป็นเวลา 10 วัน ท า
การติดตามอัตราการตายของกุ๎งในแตํละวันและวาดกราฟเปรียบเทียบอัตราการตายของกุ๎งกับจ านวน
วันหลังติดไวรัสหัวเหลือง เพ่ือดูประสิทธิภาพในการติดไวรัสหัวเหลืองในระยะยาว ซึ่งสามารถเขียน
เป็นแผนภาพการทดลองได๎ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ติดตามอัตราการตาย 
ของกุ๎งทุกวัน 

วันที่17  

dsRNA  
6 ng dsYHV 

วันที่ 0  วันที่ 7  

YHV 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส  PmDNV 
จากการเพ่ิมปริมาณของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ด๎วยปฏิกิริยาลูกโซํ 

พอลิเมอเรส ภายใต๎สภาวะที่เหมาะสม จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํ 
พอลิเมอเรสด๎วยการวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) พบวํา
ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV มีขนาด
เทํากับ 1,600 คูํเบส ตํอมาน าผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PmDNV และพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก (pET28a) มาตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nhe I 
และ Xho I (รปูที่ 4.1) 
 
 
 

 

 

 

 

รูปที ่4.1 ผลการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PmDNV และพลาสมิดที่ใช๎ส าหรับการแสดงออก (pET28a) ที่ผํานการตัดด๎วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Nhe I และ Xho I ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  
เลน M :  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb Ladder 
เลน 1 :  พลาสมิด pET28a 
เลน 2 :  พลาสมิด pET28a ที่ผํานการตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nhe I และ Xho I    
เลน 3 :  ยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ที่ผํานการตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nhe I และ        
    Xho I   

  M    1     2     3 
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จากนั้นท าการเชื่อมยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มกับพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออกและเคลื่อนย๎ายเข๎าสูํ E.coli 
สายพันธุ์ DH5α ท าการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนจ านวน 5 โคลนมาท าการสกัด 
พลาสมิด เพ่ือสํงหาล าดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกลําวมาแปลเป็นกรดอะมิโน
และน ามาเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV (GenBank 
Accession No. DQ002873; gi_6797312) แสดงดังรูปที่ 4.2 ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโน 
พบวํา ล าดับกรดอะมิโนจากรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV แทรก
อยูํ สํวนใหญํมีความเหมือนกับยีนของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV (GenBank Accession 
No. DQ002873) ที่รายงานไว๎ในฐานข๎อมูล GenBank โดยยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มที่ใช๎ในการโคลนนั้น
จะมีเฉพาะสํวนของ Mature Polypeptide ที่พบในอนุภาคไวรัส ซึ่งจะพบวําไมํมีล าดับกรดอะมิโนใน
สํวนต๎นของโปรตีนเปลือกหุ๎ม ตํอมาเมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดในแตํละ
โคลนพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนล าดับที่ 615 และ 798 ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทุกโคลน
โดยเปลี่ยนจากอะลานีน (A) เป็น วาลีน (V) และกลูตาเมต (E) เป็น ไกลซีน (K) ตามล าดับ ซึ่งการที่
กรดอะมิโนดังกลําวมีความแตกตํางกัน อาจเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมตามธรรมชาติ
ของเชื้อไวรัส เพราะได๎ใช๎เชื้อไวรัสที่ติดเชื้ออยูํในกุ๎งเป็นต๎นแบบในการเพ่ิมจ านวนในขั้นตอนการเพ่ิม
จ านวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV นอกจากนี้เมื่อพิจารณารีคอมบิแนนท์พลาสมิด
โคลนที่ 2 (HPV_cl_2) มีล าดับของกรดอะมิโนที่แตกตํางไปจากรีคอมบิแนนท์โคลนอ่ืน ๆ ในล าดับที่ 
803 อาจเนื่องมาจากความผิดพลาดในการน าล าดับนิวคลีโอไทด์เข๎ามาเชื่อมกันในระหวํางการท า
ปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส แม๎วําในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มจะใช๎เอนไซม์ 
Vent DNA polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มี Proof reading สามารถแก๎ไขล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่มีการน าใสํเข๎าไปผิดในระหวํางการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสแล๎วก็ตามหรืออาจเกิด
มาจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมตามธรรมชาติด๎วยเชํนกัน 
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            *        20         *        40         *        60         *        80       
gi_6797312 : MSPTRKGGNYYASKHFQSKRKNKLARVKDLLASKKKERRFKGKGNTLSEKPSTSEWNDPVRQRFPELEQEERNTFAGLLA :  80   
HPV_cl_14  : -------------------------------------------------------------------------------- :   -   
HPV_cl_11  : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_8   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_5   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_2   : -------------------------------------------------------------------------------- :   -  
                                                                                                                                                                                                      
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
gi_6797312 : IEAAPDQRQLGRDNNNQLALVQRDTRVAVRQSTNRGEALEVVRAANEAIRSGGDRLAELVQAYASGFSDSTEIVEVRQED : 160 
HPV_cl_14  : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_11  : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_8   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_5   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_2   : -------------------------------------------------------------------------------- :   -  
                                                                                                                                                                                                      
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
gi_6797312 : RVQRDIFQEEGQNLLAIEIALQEPSSVAQQLDQERTPAVKRALELTAEEERIERIENAKKYIEEVIEETNQELQEQERQE : 240 
HPV_cl_14  : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_11  : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_8   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_5   : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
HPV_cl_2   : -------------------------------------------------------------------------------- :   -  
                                                                                                                                                                                                      
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
gi_6797312 : VSAAAEDTMNTEAPVPMETSESGATAAPQQRAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY : 320 
HPV_cl_14  : --------MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY :  72 
HPV_cl_11  : --------MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY :  72 
HPV_cl_8   : --------MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY :  72 
HPV_cl_5   : --------MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY :  72 
HPV_cl_2   : --------MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY :  72 
                     MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASAAAGGGGSGGGGESAGYGKNPSDSFQRHRNKPVDLKHIGDNVYVAQRVY      
                                                                                                     
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
gi_6797312 : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 400 
HPV_cl_14  : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 152 
HPV_cl_11  : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 152 
HPV_cl_8   : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 152 
HPV_cl_5   : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 152 
HPV_cl_2   : KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII : 152 
             KVEAECKLVGDKLSWSNTTNSKYLRRLLGINGNSNSGDIKHSFYTQLSGSIGLGNLALGNYINSWGMDNISKSEDSWAII    
                                                                                                       
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
gi_6797312 : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 480 
HPV_cl_14  : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 232 
HPV_cl_11  : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 232 
HPV_cl_8   : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 232 
HPV_cl_5   : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 232 
HPV_cl_2   : ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ : 232 
             ATRGKMNHLQAFEMVPQYQGETVVGYTSAPLQFGKLLGHVYYPDPKGEERIKIASKADAKESKMFKDAMAGYLLDDDMNQ  
                                                                                                        
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
gi_6797312 : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 560 
HPV_cl_14  : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 312 
HPV_cl_11  : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 312 
HPV_cl_8   : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 312 
HPV_cl_5   : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 312 
HPV_cl_2   : TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV : 312 
             TKVTSEHNHVFAFTDLRDSPVISEVAAYQTNDEPPKINGIGIEYQGFNLTSDTNAALIGLMPSNCIKRRKEIQSGMDNVV   
                                                                                                        
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
gi_6797312 : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYAEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 640 
HPV_cl_14  : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYVEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 392 
HPV_cl_11  : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYVEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 392 
HPV_cl_8   : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYVEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 392 
HPV_cl_5   : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYVEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 392 
HPV_cl_2   : LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYVEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN : 392 
             LWSMKSNRLIDKRFWKPEGWTKKSMNGMAKDKVNITPTTYDIYEEAHVTRTTDYvEWARNEIFYDANTSYGSVGPSDIGN   
                                                                                                       
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
gi_6797312 : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 720 
HPV_cl_14  : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 472 
HPV_cl_11  : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 472 
HPV_cl_8   : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 472 
HPV_cl_5   : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 472 
HPV_cl_2   : FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI : 472 
             FVQKYNLSDQYATDIFFMPYVHTQRGIIQDIVINFDLTMQIMVKRIPRQVYNDFYHINTRAMNPVKYDSAVERSFGYDEI   
                                                                                                        
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
gi_6797312 : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSEMD : 800 
HPV_cl_14  : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSKMD : 552 
HPV_cl_11  : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSKMD : 552 
HPV_cl_8   : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSKMD : 552 
HPV_cl_5   : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSKMD : 552 
HPV_cl_2   : YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSKMD : 552 
             YARSIKIHENISGTHGSKYADRGPISHMEATKRNSYQRAYAQRRIILDQGVSKMKTRSSAAAEDDIPEDCDDFLETSkMD 
 
                      *                
gi_6797312 : PPPQPQLPKKKKKYRVNV- : 818 
HPV_cl_14  : PPPQPQLPKKKKKYRVNV- : 570 
HPV_cl_11  : PPPQPQLPKKKKKYRVNV- : 570                   
HPV_cl_8   : PPPQPQLPKKKKKYRVNV- : 570 
HPV_cl_5   : PPPQPQLPKKKKKYRVNV- : 570 
HPV_cl_2   : PPRQPQLPKKKKKYRVNV- : 570 
             PPpQPQLPKKKKKYRVNV 
 

รูปที ่ 4.2 ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV  โดย
gi_6797312 :  Penaeus monodon hepandensovirus 1, complete sequence และ 
HPV_cl_2, 5, 8, 11 และ 14 : รีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 2 5 8 11 และ 14 ตามล าดับ     
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4.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV 

จากผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนจึงได๎ท าการเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนโปรตีน
เปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV โคลนที่ 5 (HPV_cl_5) มาเคลื่อนย๎ายเข๎าสูํ E.coli สายพันธุ์ 
Rosetta-gami ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ใช๎ในการแสดงออกโปรตีนด๎วยวิธี Heat shock  ตํอมาท าการ
คัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนที่มีการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV โดยท าการ 
ชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV โดยเติม IPTG ให๎ได๎ความ
เข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 0.4 มิลลิโมลาร์ เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้น
ท าการเก็บเซลล์และน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด๎วย SDS-PAGE และ Western 
Blotting Analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine และ PmDNV (รูปที่ 4.3) จาก 
ผลการทดลองพบแถบโปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV ขนาดประมาณ 64 กิโลดาลตันและ
โปรตีนดังกลําวสามารถจับอยํางจ าเพาะกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine และ PmDNV ซึ่งแสดง
ให๎เห็นวําโปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV สามารถทีจ่ะแสดงออกได๎ในระบบการแสดงออก
ของโพรคาริโอตและเป็นโปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV  จริง เนื่องจากสามารถท่ีจะเข๎าจับ
อยํางจ าเพาะกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอเชื้อไวรัส PmDNV  ได๎ จึงท าการเลือกรีคอมบิแนนท์โคลน
ดังกลําวไปท าการทดลองขั้นตํอไป 
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รูปที ่4.3 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด๎วย 10% SDS-PAGE (A) และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) และ PmDNV (C) 
ของ Total cell lysate จากรีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร ์IPTG เมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน UN :  รีคอมบิแนนท์โคลนที่ไมํมีการชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
เลน I :  รีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  
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 ตํอมาท าการแปรผันความเข๎มข๎นของ IPTG ที่เหมาะสมตํอการแสดงออกของโปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส PmDNV โดยแปรผันความเข๎มข๎นของ IPTG ตั้งแตํ 0.05 0.1 0.4 0.5 0.7 และ 1  
มิลลิโมลาร์ เปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์โคลนที่ไมํได๎ชักน าด๎วย IPTG พบวําเริ่มมีการแสดงออกของ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV เมื่อชักน าด๎วย 0.05 มิลลิโมลาร์ IPTG และมีการแสดงออกของ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV มากที่สุด เมื่อชักน าด๎วย IPTG ความเข๎มข๎นตั้งแตํ 0.4 0.5 0.7 
และ 1 มิลลิโมลาร์ ในขณะที่ตัวอยํางที่ไมํได๎ชักน าด๎วย IPTG จะไมํมีการแสดงออกของโปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส PmDNV (รูปที่ 4.4) ดังนั้นความเข๎มข๎นทีต่่ าสุดที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV คือ 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
จึงใช๎ความเข๎มข๎นดังกลําวในการชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV 
ตํอไป 
 
       
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.4 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด๎วย 10% SDS-PAGE (A) และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) ของของ Total cell 
lysate จากรีคอมบิแนนท์โคลนที่ชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV 
โดยการแปรผันความเข๎มข๎น IPTG ที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง   
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน UN :  รีคอมบิแนนท์โคลน cpPmDNV-pET28a ที่ไมํมีการชักน าด๎วย IPTG 
เลน 1-6 : รีคอมบิแนนท์โคลน cpPmDNV-pET28a ที่ถูกชักน าด๎วย IPTG ความเข๎มข๎นสุดท๎าย 0.05    
    0.1 0.4 0.5 0.7 และ 1 มิลลิโมลาร ์ตามล าดับ 
 
 

    M   UN   1     2     3     4     5     6                                 

64 kDa 

kDa 

170 
130 
100 
 70 
 55 
 40 

kDa     M UN   1      2      3     4      5      6                              
(A) (B) 

 40 
 55 
 70 
100 
130 
170 



 
 

 

57 

4.3 การทดสอบการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV 
จากผลการทดลองการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ในระบบการ

แสดงออกของโพรคาริโอต พบวําสามารถแสดงออกโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ได๎ มีขนาด
ประมาณ 64 กิโลดาลตัน และโปรตีนดังกลําวสามารถจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine และ 
PmDNV ได ๎ (รูปที่ 4.3) จึงได๎ท าการทดสอบการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PmDNV โดยน าเซลล์ที่ถูกชักน าให๎เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PmDNV มาท าให๎แตกด๎วยคลื่นเสียง (Sonicate) ในสารละลาย STE Buffer  (150 mM NaCl, 25 
mM Tris-HCl pH 8 และ 1 mM EDTA) จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกสํวนใส (Supernatant) 
และสํวนตะกอนเซลล์ (Inclusion) หลังจากนั้นน ามาวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีนด๎วย SDS-PAGE 
และ Western Blotting Analysis นอกจากนี้ยังได๎น าสาร Enzhance Lysis Buffer ซึ่งได๎รับความ
อนุเคราะห์จากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหํงชาติ มาทดสอบความสามารถในการ
ละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV เชํนเดียวกัน ซึ่งได๎มีการทดสอบวํา
สารละลายดังกลําวสามารถชํวยให๎รีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถละลายอยูํในสํวนของน้ าใสได๎มากข้ึน 
จึงได๎น ามาทดสอบควบคูํกับการละลายด๎วยคลื่นเสียง ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.5 
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รูปที ่4.5 ผลการวิเคราะห์การละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด๎วย 10% SDS-PAGE (A) และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) ของ Total cell lysate 
จากรีคอมบิแนนทโ์คลนที่ถูกชักน าด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง   
เลน pET : โปรตีนทั้งหมดของรีคอมบิแนนท์โคลนที่มี pET เพียงอยํางเดียวที่ถูกชักน าด๎วย 
     0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG  
เลน M  :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA)   
เลน STE  : รีคอมบิแนนท์โคลน PmDNV  ที่เหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกและน ามาศึกษา 
        สมบัติด๎วยวิธี Sonicate       
เลน Enz :  รีคอมบิแนนท์โคลน  PmDNV    ที่เหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกและน ามาศึกษา         
     สมบัติด๎วยวิธี Enzhance Lysis Buffer 
เลน S  :  สํวนน้ าใส (Supernatant) 
เลน Inc  :  สํวนตะกอน (Inclusion) 
 

จากผลการทดลองการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV เมื่อท า
การทดสอบความสามารถในการละลายด๎วยคลื่นเสียง ในสารละลาย STE Buffer และการใช๎ 
Enzhance Lysis Buffer พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV สํวนใหญํจะอยูํใน
สํวนของตะกอนเซลล์ (Inclusion; Inc) ดังนั้นอาจมีความจ าเป็นที่จะต๎องท าโปรตีนให๎เสียสภาพกํอน
การท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ 
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 4.4 การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของเชื้อไวรัส PmDNV ให้บริสุทธิ์ 

 น าสํวนตะกอน (Inclusion, Inc) ของรีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกชักน าให๎มีการแสดงออกของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของเชื้อไวรัส PmDNV จ านวน 150 OD มาละลายโปรตีนให๎อยูํใน
สํวนน้ าใส ในสารละลาย PCL Buffer จากนั้นน าไปท าให๎เซลล์แตกโดยใช๎คลื่นเสียง (sonicate) และ
ท าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกสํวนน้ าใสกับสํวนตะกอน จากนั้นท าการขจัดสิ่งสกปรกออกจากโปรตีนด๎วย
การผํานเมมเบรน ตํอมาน าสารละลายโปรตีนมาท าบริสุทธิ์ โดยผําน Nickle Affinity 
Chromatography หลังจากนั้นท าการเก็บโปรตีนสํวนที่ไมํจับกับคอลัมน์ ซึ่งจะอยูํในสํวนของ Flow 
through (F) และท าการล๎างคอลัมน์ เพ่ือชะโปรตีนที่ไมํจับกับคอลัมน์หรือจับกับคอลัมน์อยํางอํอน ๆ 
ด๎วยสารละลาย PCW Buffer แล๎วเก็บสํวนของโปรตีนที่ถูกล๎างออกจากคอลัมน์ ซึ่งจะอยูํในสํวนของ 
Wash (W) ตํอมาท าการชะโปรตีนที่จับอยูํภายในคอลัมน์ด๎วยสารละลาย PCE [PCW Buffer ที่ผสม
ด๎วย 40 100 200 300 และ 500 มิลลิโมลาร์ Imidazole (Elution Buffer I-V)] ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ในแตํละความเข๎มข๎นตามล าดับ สุดท๎ายท าการชะโปรตีนที่อยูํภายในคอลัมน์ทั้งหมดด๎วยการ
ชะด๎วยสารละลาย Stripping Buffer (S) จากนั้นน าโปรตีนตัวอยํางที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มา
วิเคราะห์โปรตีนด๎วย SDS-PAGE และ western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ 
Histidine ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.6    

จากผลการทดลอง พบรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มขนาดประมาณ 64 กิโลดาลตันถูกชะ
ออกมาในสํวนของ Elution Fraction ด๎วย PCW Buffer ที่ผสม Imidazole ตั้งแตํความเข๎มข๎น 100 
ถึง 300 มิลลิโมลาร์ ซึ่งจะเห็นได๎วําโปรตีนเปลือกหุ๎มถูกชะออกมาด๎วย PCW Buffer ที่ผสม 200  
มิลลิโมลาร์ Imidazole มากที่สุด นอกจากนี้ยังพบแถบของโปรตีนที่มีขนาดต่ ากวํา 64 กิโลดาลตัน
เชํนเดียวกัน ซึ่งอาจเกิดจากการยํอยสลายของโปรตีนด๎วยเอนไซม์โปรติเอสจากเซลล์เจ๎าบ๎าน และเม่ือ
ท าการยืนยันด๎วย western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine พบวําเกิด
แถบสัญญาณขึ้นในตัวอยํางที่ผํานการชะด๎วย PCW Buffer ที่ผสม Imidazole ความเข๎มข๎นตั้งแตํ 
100 ถึง 300 มิลลิโมลาร์ และโปรตีนที่ถูกยํอยซึ่งมีขนาดของโปรตีนน๎อยกวํา 64 กิโลดาลตันก็พบ
ความเข๎มของแถบสัญญาณมากท่ีสุดในตัวอยํางที่ถูกชะด๎วย PCW Buffer ที่ผสม 200 มิลลิโมลาร ์
Imidazole เชํนเดียวกับผลของ SDS-PAGE ดังนั้นจากผลการทดลองแสดงให๎เห็นวํารีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV สามารถถูกท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity 
Chromatography โดยชะมากท่ีสุดด๎วย สารละลาย PCW Buffer ทีมี่ Imidazole ความเข๎มข๎น 200 
มิลลิโมลาร์ จากนั้นจึงน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์ไป
ทดสอบความสามารถในการรวมกลุํมกันเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสตํอไป  
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รูปที ่4.6 ผลการวิเคราะห์การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย 10% SDS-PAGE (A) และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) ของตะกอนรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ที่ละลายขึ้นมาด๎วย 1% SDS และผํานการท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย 
Nickel Affinity Chromatography  
เลน C  :    สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส กํอนท าบริสุทธิ์  
เลน F  :   สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส ในสารละลาย Binding Buffer   
เลน W  :    สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส ในสารละลาย Washing Buffer   
เลน EI-EV :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส ในสารละลาย Elution Buffer ที่ม ี

Imidazole ความเข๎มข๎น 40 100 200 300 และ 500 มิลลิโมลาร์ 
ตามล าดับ 

เลน S  :   สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส ในสารละลาย  Stripping Buffer 
  
4.5 การตรวจสอบอนุภาคเหมือนไวรัส PmDNV  

 หลังจากท่ีผํานการท าให๎รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มไวรัส PmDNV ให๎บริสุทธิ์โดยใช๎ 
Nickel Affinity Chromatography ด๎วยสภาวะที่เหมาะสมแล๎ว จึงน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือก
หุ๎มที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มาตรวจสอบการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส โดยเริ่มจาก
การน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได๎มาขจัด Imidazole ออกด๎วยการใช๎คอลัมน์ขนาด 10 MWCO 
(Amicon 10 MWCO) จากนั้นท าการเติมสารละลาย Binding Buffer เข๎าไปในคอลัมน์และน าไปปั่น
เหวี่ยง จนกระท่ังสารละลาย Binding Buffer ปริมาตรครบ 25 มิลลิลิตรและสารละลายที่อยูํภายใน
คอลัมน์เหลือ 2 มิลลิลิตร เมื่อน าไปวัดความเข๎มข๎นของรีคอมบิแนนท์โปรตีน พบวํารีคอมบิแนนท์
โปรตีนที่ได๎มีความเข๎มข๎นประมาณ 482 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร จากนั้นน าสํวนดังกลําวไปตรวจสอบ
การรวมกลุํมกันเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส โดยท าการหยดตัวอยํางลงบนคาร์บอนกริดและย๎อมด๎วย
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สารละลาย 1% PTA แล๎วน าไปสํองภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM)  
 จากผลการทดลองพบอนุภาคเหมือนไวรัส (รูปที่ 4.7) มีลักษณะเป็น icosahedral  ขนาด
ประมาณ 22 นาโนเมตร เมื่อพิจารณารูปรํางและขนาดของอนุภาคเหมือนของไวรัส พบวําอนุภาค
เหมือนของไวรัสที่ได๎มีขนาดและรูปรํางใกล๎เคียงกับไวรัสที่พบในธรรมชาติ (Flegel, 2006) อยํางไรก็ดี
เนื่องจากมีการแสดงออกอยูํในสํวนตะกอนเซลล์และต๎องท าโปรตีนให๎เสียสภาพกํอนการท าให๎บริสุทธิ์ 
สํงผลให๎ไมํสามารถน าไปใช๎ในการทดลองตํอไปได๎  
 

 
 
รูปที ่4.7 อนุภาคเหมือนไวรัส PmDNV ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผํานที่ก าลังขยาย 
100000X เปรียบเทียบกับอนุภาคของไวรัส PmDNV ที่พบในธรรมชาติ (รูปเล็ก) (Flegel, 2006) 
(ลูกศรแสดงอนุภาคเหมือนไวรัส PmDNV) 
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4.6 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส  PstDNV  

 น าจีโนมิกดีเอ็นเอของไวรัส PstDNV ที่สกัดได๎มาเป็นต๎นแบบในการเพ่ิมจ านวนยีนโปรตีน 
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ด๎วยการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส โดยใช๎ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะตํอยีน
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส (ตามวิธีในข๎อ 3.6.1) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํ 
พอลิเมอเรสโดยการวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) พบแถบ 
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,000 คูํเบส (รูปที่ 4.8) ซึ่งคาดวํานําจะเป็นยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV จากนั้นท าการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช๎ชุดสกัด Gel/PCR Fragment Extraction kit 
น ายีนโปรตีนเปลือกหุ๎มที่ได๎มาเติมสํวนปลายด๎วยเบส Adenosine (A overhang) และเชื่อมเข๎ากับ 
พลาสมิด pGEM-T Easy vector และทรานสฟอร์มเข๎าสูํแบคทีเรีย E.coli DH5α และคัดเลือกโคลน 
18 19 และ 20 มาสกัดพลาสมิดด๎วยชุด High-Speed Plasmid Mini kit และน าพลาสมิดที่ได๎ไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ตํอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.8 ผลการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PstDNV ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  
เลน M : ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb Ladder (Fermentas, USA)  
เลน 1 : ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
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เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์จากรีคอมบิแนนทโ์คลนจ านวน 3 โคลน ได๎แกํ รีคอมบิแนนท์โคลน 
หมายเลข 18 19 และ 20 เปรียบเทียบกับยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการรายงานใน
ฐานข๎อมูล (GenBank Accession No. HQ699073) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (รูปที่ 4.9) 
พบวํามีล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 10 ต าแหนํงที่มีล าดับเบสเปลี่ยนไปจากยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มที่มีการ
รายงานในฐานข๎อมูล ดังนี้ 

ต าแหนํงที่ 142  เปลี่ยนล าดับเบสจาก  C เป็น T  
  ต าแหนํงที่ 282  เปลี่ยนล าดับเบสจาก  G เป็น A  
  ต าแหนํงที่ 341  เปลี่ยนล าดับเบสจาก   C เป็น T 
  ต าแหนํงที่ 369  เปลี่ยนล าดับเบสจาก A เป็น G  
  ต าแหนํงที่ 556 เปลี่ยนล าดับเบสจาก A เป็น T 
   ต าแหนํงที่ 676 เปลี่ยนล าดับเบสจาก G เป็น A 
   ต าแหนํงที่ 798  เปลี่ยนล าดับเบสจาก  A เป็น C  
  ต าแหนํงที่ 879  เปลี่ยนล าดับเบสจาก C เป็น T  
  ต าแหนํงที่ 910  เปลี่ยนล าดับเบสจาก A เป็น G   
  ต าแหนํงที่ 911 เปลี่ยนล าดับเบสจาก  C เป็น T  
ซึ่งการเปลี่ยนของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่กลําวมาข๎างต๎น อาจมีสาเหตุมาจากความแปรผันทางพันธุกรรม
ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ใช๎เป็นแมํแบบในการเพ่ิมจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส ดังนั้นจึงควรพิจารณาล าดับของกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โคลนเปรียบเทียบกับโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV (GenBank Accession No. YP_003572962.1) ที่อยูํในฐานข๎อมูล
ควบคูํไปด๎วย เพ่ือเป็นการยืนยันวําล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แปรเปลี่ยนไปไมํสํงผลตํอล าดับกรดอะมิโน ซึ่ง
ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนแสดงดังรูปที่ 4.10 เมื่อพิจารณาจากผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิ
โนจะเห็นได๎วํา มีกรดอะมิโนต าแหนํงที่ 47 มีการเปลี่ยนจากกรดอะมิโนฮีสติดีน (Histidine, H) เป็น
ไทโรซีน (Tyrosine, Y) เพียงต าแหนํงเดียวในขณะที่ล าดับกรดอะมิโนในต าแหนํงอื่น ๆ เหมือนกับ
ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ในฐานข๎อมูล ดังนั้นมีการแปรเปลี่ยนไปของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นผลมาจากความหลากหลายทางพันธุกรรม แตํเมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน
แล๎วยังคงให๎ล าดับกรดอะมิโนเหมือนเดิม จากผลการทดลองนี้จึงได๎ท าการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลน
หมายเลข 19 มาใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับเพ่ิมจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV เพ่ือน าไป
เชื่อมกับพลาสมิดที่ใช๎ส าหรับการแสดงออกของโปรตีนตํอไป 
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                         1                                                                             80 
HQ699073.1_IHHNV     (1) ---ATGTGCGCCGATTCAACAAGAGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGC 
       IHHNVP018     (1) CATATGTGCGCCGATTCAACAAGAGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGC 
       IHHNVP019     (1) CATATGTGCGCCGATTCAACAAGAGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGC 
       IHHNVP020     (1) CATATGTGCGCCGATTCAACAAGAGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGC 
       Consensus     (1) CATATGTGCGCCGATTCAACAAGAGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGC 
                         81                                                                           160 
HQ699073.1_IHHNV    (73) CGAAGGATCAAGTGGACCAGACCCACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATACATATTACTTTCCAAACAA 
       IHHNVP018    (80) CGAAGGATCAAGTGGACCAGACCCACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAA 
       IHHNVP019    (81) CGAAGGATCAAGTGGACCAGACCCACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAA 
       IHHNVP020    (80) CGAAGGATCAAGTGGACCAGACCCACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAA 
       Consensus    (81) CGAAGGATCAAGTGGACCAGACCCACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAA 
                         161                                                                          240 
HQ699073.1_IHHNV   (153) GAAGATACTTCGAATTCGACGCTGCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATG 
       IHHNVP018   (160) GAAGATACTTCGAATTCGACGCTGCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATG 
       IHHNVP019   (161) GAAGATACTTCGAATTCGACGCTGCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATG 
       IHHNVP020   (160) GAAGATACTTCGAATTCGACGCTGCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATG 
       Consensus   (161) GAAGATACTTCGAATTCGACGCTGCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATG 
                         241                                                                          320 
HQ699073.1_IHHNV   (233) AACTTATATCTCTATGGTCTAAAGAGCAGCGACAGTTCAGCGACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGAT 
       IHHNVP018   (240) AACTTATATCTCTATGGTCTAAAGAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGAT 
       IHHNVP019   (241) AACTTATATCTCTATGGTCTAAAGAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGAT 
       IHHNVP020   (240) AACTTATATCTCTATGGTCTAAAGAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGAT 
       Consensus   (241) AACTTATATCTCTATGGTCTAAAGAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGAT 
                         321                                                                          400 
HQ699073.1_IHHNV   (313) GAAGACCTACGGATGGAAAGCACATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCAATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTAT 
       IHHNVP018   (320) GAAGACCTACGGATGGAAAGTACATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTAT 
       IHHNVP019   (321) GAAGACCTACGGATGGAAAGTACATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTAT 
       IHHNVP020   (320) GAAGACCTACGGATGGAAAGTACATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTAT 
       Consensus   (321) GAAGACCTACGGATGGAAAGTACATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTAT 
                         401                                                                          480 
HQ699073.1_IHHNV   (393) CAGGAGGCACATCATTTGAGACTCTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACAT 
       IHHNVP018   (400) CAGGAGGCACATCATTTGAGACTCTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACAT 
       IHHNVP019   (401) CAGGAGGCACATCATTTGAGACTCTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACAT 
       IHHNVP020   (400) CAGGAGGCACATCATTTGAGACTCTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACAT 
       Consensus   (401) CAGGAGGCACATCATTTGAGACTCTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACAT 
                         481                                                                          560 
HQ699073.1_IHHNV   (473) AATCAACTATCAACTAAGGAAGCCGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAAACAAC 
       IHHNVP018   (480) AATCAACTATCAACTAAGGAAGCCGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAAC 
       IHHNVP019   (481) AATCAACTATCAACTAAGGAAGCCGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAAC 
       IHHNVP020   (480) AATCAACTATCAACTAAGGAAGCCGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAAC 
       Consensus   (481) AATCAACTATCAACTAAGGAAGCCGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAAC 
                         561                                                                          640 
HQ699073.1_IHHNV   (553) AGCAGCAAACTATGAAGACCCAATCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAA 
       IHHNVP018   (560) AGCAGCAAACTATGAAGACCCAATCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAA 
       IHHNVP019   (561) AGCAGCAAACTATGAAGACCCAATCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAA 
       IHHNVP020   (560) AGCAGCAAACTATGAAGACCCAATCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAA 
       Consensus   (561) AGCAGCAAACTATGAAGACCCAATCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAA 
                         641                                                                          720 
HQ699073.1_IHHNV   (633) TCCATGGTGACACTAGAAATTGGTATGGCGGAGAAGTACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAA 
       IHHNVP018   (640) TCCATGGTGACACTAGAAATTGGTATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAA 
       IHHNVP019   (641) TCCATGGTGACACTAGAAATTGGTATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAA 
       IHHNVP020   (640) TCCATGGTGACACTAGAAATTGGTATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAA 
       Consensus   (641) TCCATGGTGACACTAGAAATTGGTATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAA 
                         721                                                                          800 
HQ699073.1_IHHNV   (713) TTAAAATGGGACAAACCATCCCTTGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTAAT 
       IHHNVP018   (720) TTAAAATGGGACAAACCATCCCTTGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCAT 
       IHHNVP019   (721) TTAAAATGGGACAAACCATCCCTTGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCAT 
       IHHNVP020   (720) TTAAAATGGGACAAACCATCCCTTGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCAT 
       Consensus   (721) TTAAAATGGGACAAACCATCCCTTGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCAT 
                         801                                                                          880 
HQ699073.1_IHHNV   (793) GAGAATGTCACCAATCAAAGGACCAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACACC 
       IHHNVP018   (800) GAGAATGTCACCAATCAAAGGACCAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATC 
       IHHNVP019   (801) GAGAATGTCACCAATCAAAGGACCAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATC 
       IHHNVP020   (800) GAGAATGTCACCAATCAAAGGACCAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATC 
       Consensus   (801) GAGAATGTCACCAATCAAAGGACCAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATC 
                         881                                                                          960 
HQ699073.1_IHHNV   (873) TAGAAGTACGACTCCCACCACAAGGATGTACCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAA 
       IHHNVP018   (880) TAGAAGTACGACTCCCACCACAAGGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAA 
       IHHNVP019   (881) TAGAAGTACGACTCCCACCACAAGGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAA 
       IHHNVP020   (880) TAGAAGTACGACTCCCACCACAAGGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAA 
       Consensus   (881) TAGAAGTACGACTCCCACCACAAGGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAA 
                         961                                 999 
HQ699073.1_IHHNV   (953) CTTAACAAATGTTATATTATGCATACTAACTAA------ 
       IHHNVP018   (960) CTTAACAAATGTTATATTATGCATACTAACTAACTCGAG 
       IHHNVP019   (961) CTTAACAAATGTTATATTATGCATACTAACTAACTCGAG 
       IHHNVP020   (960) CTTAACAAATGTTATATTATGCATACTAACTAACTCGAG 
       Consensus   (961) CTTAACAAATGTTATATTATGCATACTAACTAACTCGAG 
 
 

รูปที ่4.9 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่เชื่อมเข๎ากับพลาสมิด 
pGEMT-Easy vactor เปรียบเทียบกับยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV จากฐานข๎อมูล 
(GenBank Accession No. HQ699073) โดยบริเวณ         เป็นบริเวณส าหรับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
Nde I และ Xho I และ IHHNVP018, 19, 20 : พลาสมิด pGEM-T easy ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลนที่ 18 19 และ 20 ตามล าดับ 
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                            1                                                                             80 
YP_003572962.1_IHHNV    (1) MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIHITFQTRRYFEFDAANDGNFDGKNLYCLPLHWMN 
           IHHNVP018    (1) MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAANDGNFDGKNLYCLPLHWMN 
           IHHNVP019    (1) MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAANDGNFDGKNLYCLPLHWMN 
           IHHNVP020    (1) MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAANDGNFDGKNLYCLPLHWMN 
           Consensus    (1) MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAANDGNFDGKNLYCLPLHWMN 
                            81                                                                           160 
YP_003572962.1_IHHNV   (79) LYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHN 
           IHHNVP018   (81) LYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHN 
           IHHNVP019   (81) LYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHN 
           IHHNVP020   (81) LYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHN 
           Consensus   (81) LYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHN 
                            161                                                                          240 
YP_003572962.1_IHHNV  (159) QLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQL 
           IHHNVP018  (161) QLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQL 
           IHHNVP019  (161) QLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQL 
           IHHNVP020  (161) QLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQL 
           Consensus  (161) QLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQL 
                            241                                                                          320 
YP_003572962.1_IHHNV  (239) KWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQGCVASLGMLQYLHAPCTGQL 
           IHHNVP018  (241) KWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQGCVASLGMLQYLHAPCTGQL 
           IHHNVP019  (241) KWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQGCVASLGMLQYLHAPCTGQL 
           IHHNVP020  (241) KWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQGCVASLGMLQYLHAPCTGQL 
           Consensus  (241) KWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQGCVASLGMLQYLHAPCTGQL 
                            321   329 
YP_003572962.1_IHHNV  (319) NKCYIMHTN* 
           IHHNVP018  (321) NKCYIMHTN* 
           IHHNVP019  (321) NKCYIMHTN* 
           IHHNVP020  (321) NKCYIMHTN* 
           Consensus  (321) NKCYIMHTN* 
 

รูปที ่ 4.10 ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โคลนเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV จากฐานข๎อมูล (GenBank Accession No. YP_003572962.1) โดย
IHHNVP018, 19, 20 : พลาสมิด pGEM-T easy ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV โคลนที่ 18 19 และ 20 ตามล าดับ 
 
 จากนั้นน าพลาสมิดที่ได๎จากรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 19 มาตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
Nde I และ Xho I และตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได๎จากการตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะโดยการวิเคราะห์
ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 2 แถบ โดย
แถบแรกมีขนาดประมาณ 3,000 คูํเบส ซึ่งเป็นสํวนของพลาสมิด pGEM-T Easy vector สํวน 
ดีเอ็นเอแถบที่ 2 มีขนาดประมาณ 1,000 คูํเบส นั่นคือยีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม (รูปที่ 4.11) และท าการ
ตัดชิ้นสํวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ออกจากเจลด๎วยชุดสกัด Gel/PCR DNA 
Fragment Extraction kit  เพ่ือน าไปเชื่อมตํอเข๎ากับพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก ในสํวนของ 
พลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก pET28a(+) จะทรานสฟอร์มเข๎าสูํ E.coli DH5α จากนั้นสกัดพลาสมิด
ด๎วย High-Speed Plasmid Mini kit และน ามาตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I 
เชํนเดียวกัน เมื่อวิเคราะห์ผลจากการตัดด๎วยเอนไซม์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) พบวําแถบดีเอ็นเอที่ได๎มีขนาดประมาณ 5,300 คูํเบส ซึ่งใกล๎เคียงกับขนาดของ 
พลาสมิด (รูปที่ 4.11) 
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รูปที ่4.11 ผลการวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 0.8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ของ 
พลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก pET28a และยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ตัดด๎วยเอนไซม์ 
Nde I และ Xho I 
เลน 1 :  พลาสมิด pET28a ตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I และ Xho I  
เลน M :  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb Ladder 
เลน 2 :  รีคอมบิแนนท์โคลน pGEM-cpPstDNV หมายเลข 19 ตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
     Nde I และ Xho I 
 
 ตํอมาท าการเชื่อมยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV เข๎ากับพลาสมิด pET28a และ 
ทรานสฟอร์มเข๎าสูํ E.coli DH5α หลังจากนั้นสกัดพลาสมิดและน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์โคลน  pGEM-cpPstDNV หมายเลข 19  
ที่ใช๎เป็นต๎นแบบส าหรับเชื่อมกับพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
แสดงดังรูปที่ 4.12 
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   IHHNVP019     (1) ------------------------------------------------------------ATGTGCGCCGATTCAACAAG 
 IHHNVPET001     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG                                                    
 IHHNVPET002     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG                                                
 IHHNVPET003     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG                                    
IHHNVPET0015     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG 
IHHNVPET0016     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG 
   Consensus     (1) ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTGCGCCGATTCAACAAG                                                             
                     81                                                                           160 
   IHHNVP019    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC  
 IHHNVPET001    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
 IHHNVPET002    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
 IHHNVPET003    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
IHHNVPET0015    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
IHHNVPET0016    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
   Consensus    (81) AGCAAGCCCAAGGAAAAGATCCAGGAGGGATGCACATAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGGATCAAGTGGACCAGACC 
                     161                                                                          240 
   IHHNVP019   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
 IHHNVPET001   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT           
 IHHNVPET002   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
 IHHNVPET003   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
IHHNVPET0015   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
IHHNVPET0016   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
   Consensus   (161) CACACAGATGTCTACAATTCAATACTGGAGACTCAATATATATTACTTTCCAAACAAGAAGATACTTCGAATTCGACGCT 
                     241                                                                          320 
   IHHNVP019   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA  
 IHHNVPET001   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
 IHHNVPET002   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
 IHHNVPET003   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
IHHNVPET0015   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
IHHNVPET0016   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
   Consensus   (241) GCCAATGATGGAAACTTCGACGGAAAAAATTTATACTGCCTCCCACTACATTGGATGAACTTATATCTCTATGGTCTAAA 
                     321                                                                          400 
   IHHNVP019   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC  
 IHHNVPET001   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
 IHHNVPET002   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
 IHHNVPET003   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
IHHNVPET0015   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
IHHNVPET0016   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
   Consensus   (321) GAGCAGCGACAGTTCAGCAACAGAAACACAACGATATAAGATGGTAAAATCAATGATGAAGACCTACGGATGGAAAGTAC 
                     401                                                                          480 
   IHHNVP019   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT  
 IHHNVPET001   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
 IHHNVPET002   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
 IHHNVPET003   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
IHHNVPET0015   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
IHHNVPET0016   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
   Consensus   (401) ATAAAGCAGGCGTAGTGATGCACTCGATGGTACCCCTTATGAAAGACTTAAAAGTATCAGGAGGCACATCATTTGAGACT 
                     481                                                                          560 
   IHHNVP019   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC  
 IHHNVPET001   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
 IHHNVPET002   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
 IHHNVPET003   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
IHHNVPET0015   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
IHHNVPET0016   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
   Consensus   (481) CTCACATTTACAGACACCCCATATTTAGAAATATTTAAGGATACTACTGGACTACATAATCAACTATCAACTAAGGAAGC 
                     561                                                                          640 
   IHHNVP019   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
 IHHNVPET001   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
 IHHNVPET002   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
 IHHNVPET003   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
IHHNVPET0015   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
IHHNVPET0016   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
   Consensus   (561) CGACGTAACATTGGCAAAATGGATACAAAATCCCCAACTTGTGACCGTACAATCAACAGCAGCAAACTATGAAGACCCAA 
                     641                                                                          720 
   IHHNVP019   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
 IHHNVPET001   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAATGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
 IHHNVPET002   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
 IHHNVPET003   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
IHHNVPET0015   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
IHHNVPET0016   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTGG 
   Consensus   (641) TCCAACAATTTGGATTCATGGAACAAATGCGAACCGGTGACAGAAAAGCCTATACAATCCATGGTGACACTAGAAATTG 
                     721                                                                          800 
   IHHNVP019   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
 IHHNVPET001   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
 IHHNVPET002   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
 IHHNVPET003   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
IHHNVPET0015   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
IHHNVPET0016   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
   Consensus   (721) TATGGCGGAGAAATACCAACAACCGGACCCACCTTCATCCCAAAATGGGGTGGTCAATTAAAATGGGACAAACCATCCCT 
 
 

รูปที ่ 4.12 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่เชื่อมเข๎ากับพลาสมิด 
pET28a เปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์โคลน หมายเลข 19 (pGEM-cpPstDNV หมายเลข 19) โดย 
IHHNVP019 : พลาสมิด pGEM-T easy ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลน
ที่ 19 และ IHHNVPET001, 002, 003, 0015, 0016 : พลาสมิด pET28a ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลนที่ 1 2 3 15 และ 16 ตามล าดับ   
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                     801                                                                          880 
   IHHNVP019   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC  
 IHHNVPET001   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
 IHHNVPET002   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
 IHHNVPET003   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
IHHNVPET0015   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
IHHNVPET0016   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
   Consensus   (801) TGGAAACCTAGTCTACCCAGCAGACCACCATACAAACGACTGGCAACAGATCTTCATGAGAATGTCACCAATCAAAGGAC 
                     881                                                                          960 
   IHHNVP019   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
 IHHNVPET001   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
 IHHNVPET002   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
 IHHNVPET003   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
IHHNVPET0015   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
IHHNVPET0016   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
   Consensus   (881) CAAATGGAGACGAACTTAAACTTGGCTGCAGAGTACAAGCCGACTTCTTCCTACATCTAGAAGTACGACTCCCACCACAA 
                     961                                                                         1040 
   IHHNVP019   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
 IHHNVPET001   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
 IHHNVPET002   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
 IHHNVPET003   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
IHHNVPET0015   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
IHHNVPET0016   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
   Consensus   (961) GGATGTGTCGCAAGTTTGGGGATGTTACAATATCTTCACGCACCATGTACTGGACAACTTAACAAATGTTATATTATGCA 
                     1041           1059 
   IHHNVP019  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
 IHHNVPET001  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
 IHHNVPET002  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
 IHHNVPET003  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
IHHNVPET0015  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
IHHNVPET0016  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
   Consensus  (1041) TACTAACTAATAACTCGAG 
 
 

รูปที่ 4.12 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่เชื่อมเข๎ากับพลาสมิด 
pET28a เปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์โคลน หมายเลข 19 (pGEM-cpPstDNV หมายเลข 19) 
โดย IHHNVP019 : พลาสมิด pGEM-T easy ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
โคลนที่ 19 และ IHHNVPET001, 002, 003, 0015, 0016 : พลาสมิด pET28a ที่มีชิ้นสํวนของยีน
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลนที่ 1 2 3 15 และ 16 ตามล าดับ  (ตํอเนื่อง) 
 
 จากผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบวํามีล าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนที่มาจากพลาสมิด 
pET28a ที่ใช๎ในการแสดงออก ในขณะที่ล าดับนิวคลีโอไทด์สํวนใหญํเหมือนกับรีคอมบิแนนท์โคลน
หมายเลข 19 ยกเว๎นรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 1 (pET28a-cpPstDNV หมายเลข 1) พบวําใน
ต าแหนํงที่ 687 มีล าดับเบสเปลี่ยนจาก A เป็น T เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของแตํละ 
รีคอมบิแนนท์โคลนเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 19 (pGEM-
cpPstDNV หมายเลข 19) ที่ใช๎เป็นต๎นแบบ (รูปที่ 4.13) พบวําล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์
โคลนโดยสํวนใหญํเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 19 และมีสํวนของ
Hexa-Histidine อยูํทางด๎านปลาย 5′ ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (ปลายด๎าน N-terminal ของโปรตีน) 
ซึ่งเป็นสํวนที่ได๎มาจากพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก pET28a เพ่ือใช๎ในการตรวจติดตาม 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนและท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ ยกเว๎นรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 1 ที่มีล าดับ
กรดอะมิโน ต าแหนํงที่ 228 เปลี่ยนไปจากไลซีน (Lysine, K) เป็นแอสพาราจีน (Asparagine, N) 
ดังนั้นจากผลการวิเคราะห์จึงได๎ท าการคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 16 (pET28a-
cpPstDNV หมายเลข 16) ไปใช๎ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนตํอไป  
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                1                                                                             80 
      IHHNVP019    (1) -------------------MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
    IHHNVPET001    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
    IHHNVPET002    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
    IHHNVPET003    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
   IHHNVPET0015    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
   IHHNVPET0016    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
      Consensus    (1) MGSSHHHHHHSGLVPRGSHMCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSIYITFQTRRYFEFDAA 
                       81                                                                           160 
      IHHNVP019   (81) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL  
    IHHNVPET001   (79) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
    IHHNVPET002   (79) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
    IHHNVPET003   (79) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
   IHHNVPET0015   (79) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
   IHHNVPET0016   (79) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
      Consensus   (81) NDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVVMHSMVPLMKDLKVSGGTSFETL 
                       161                                                                          240 
      IHHNVP019  (161) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
    IHHNVPET001  (159) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRNAYTIHGDTRNWY 
    IHHNVPET002  (159) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
    IHHNVPET003  (159) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
   IHHNVPET0015  (159) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
   IHHNVPET0016  (159) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
      Consensus  (161) TFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLVTVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWY 
                       241                                                                          320 
      IHHNVP019  (241) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG  
    IHHNVPET001  (239) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
    IHHNVPET002  (239) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
    IHHNVPET003  (239) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
   IHHNVPET0015  (239) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
   IHHNVPET0016  (239) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
      Consensus  (241) GGEIPTTGPTFIPKWGGQLKWDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG 
                       321                       348 
      IHHNVP019  (321) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
    IHHNVPET001  (319) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
    IHHNVPET002  (319) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
    IHHNVPET003  (319) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
   IHHNVPET0015  (319) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
   IHHNVPET0016  (319) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
      Consensus  (321) CVASLGMLQYLHAPCTGQLNKCYIMHTN* 
 
 

รูปที ่4.13 ล าดับกรดอะมิโนของรีคอมบิแนนท์โคลนเปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 19 
ที่ใช๎เป็นต๎นแบบในการเพ่ิมจ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎ม โดย IHHNVP019 : รีคอมบิแนนท์โคลนที่มี 
พลาสมิด pGEM-T easy ที่มีชิ้นสํวนของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลนที่ 19 และ 
IHHNVPET001, 002, 003, 0015, 0016 : รีคอมบิแนนท์โคลนที่มีพลาสมิด pET28a ที่มีชิ้นสํวนของ
ยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โคลนที่ 1 2 3 15 และ 16 ตามล าดับ   
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4.7 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV ใน E.coli 

 จากผลการทดลองข๎างต๎นได๎คัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 16 (cpPstDNV-pET28a) 
มาทดสอบการแสดงออก โดยท าการทรานสฟอร์มเข๎าสูํเซลล์เจ๎าบ๎าน E.coli Rosetta-gami ด๎วยวิธี 
heat shock จากนั้นคัดเลือกรีคอมบิแนนท์โคลนมาท้ังหมด 8 โคลน เพ่ือชักน าให๎เกิดการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG แล๎วน าไปบํมท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง จึงท าการเก็บเซลล์ที่ผํานการชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีน เพ่ือท าการวิเคราะห์การ
แสดงออกของโปรตีนด๎วย SDS-PAGE และ western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะ
ตํอ Histidine จากผลการทดลองพบการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV มีขนาด
ประมาณ 37 กิโลดาลตัน และสามารถถูกจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine ได๎ในรีคอม
บิแนนท์โคลนทั้ง 8 โคลน ในขณะที่รีคอมบิแนนท์โคลนที่มีเฉพาะพลาสมิดที่ใช๎ในการแสดงออก 
(pET28a) เมื่อถูกชักน าด๎วย IPTG พบวําไมํมีการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
แสดงดังรูปที่ 4.14 ดังนั้นจากผลการทดลองสามารถยืนยันได๎วํารีคอมบิแนนท์โคลนทั้ง 8 โคลน มีการ
แสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และมีระดับการแสดงออกที่เทํากันด๎วยเหตุนี้จึงได๎
ท าการคัดเลือก รีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 1 ไปทดลองหาความเข๎มข๎นของ IPTG ที่เหมาะสม
ตํอไป 
(A)                                                              (B) 

 
 
 
       
 
  
 

รูปที ่4.14 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด๎วย 12% SDS-PAGE (A) และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) ของรีคอมบิแนนท์โคลนที่
ชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG ที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   

เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน N :  รีคอมบิแนนท์โคลน pET28a ที่มีการชักน าด๎วย IPTG 
เลน 1-8 :  รีคอมบิแนนท์โคลน cpPstDNV-pET28a โคลนที่ 1-8 ตามล าดับ 
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 ตํอมาท าการแปรผันความเข๎มข๎นของ IPTG ที่เหมาะสมตํอการแสดงออกของโปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส PstDNV โดยน ารีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 1 มาทดสอบความเข๎มข๎นของ IPTG โดย
แปรผันความเข๎มข๎นของ IPTG ตั้งแตํ 0.05 0.1 0.4 0.5 0.7 และ 1 มิลลิโมลาร์ เปรียบเทียบกับ 
รีคอมบิแนนท์โคลนหมายเลข 1 ที่ไมํได๎ชักน าด๎วย IPTG จากผลการทดลองพบวําไมํพบการแสดงออก
ของโปรตีนเปลือกหุ๎มของ PstDNV ที่ไมํได๎ชักน าด๎วย IPTG (รูปที่ 4.15 เลน UN) และเม่ือพิจารณา
ตัวอยํางที่ชักน าด๎วย IPTG พบวําไมํพบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเมื่อชักน าด๎วย 0.05 
และ 0.1 มิลลิโมลาร์ IPTG เชํนเดียวกันและเริ่มมีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PstDNV ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน เมื่อชักน าด๎วย IPTG ความเข๎มข๎น 0.4 มิลลิโมลาร ์
นอกจากนี้ที่ความเข๎มข๎นดังกลําวมีการแสดงออกปริมาณมากท่ีสุดและมีการแสดงออกในปริมาณที่
เทํากันเมื่อชักน าด๎วยความเข๎มข๎นที่สูงขึ้น (รูปที่ 4.15) ดังนั้นความเข๎มข๎นของ IPTG ที่เหมาะสมตํอ
การชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV คือ 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เมื่อ
บํมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  จึงใช๎ความเข๎มข๎นของ IPTG ดังกลําวในการชักน าให๎เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ตํอไป  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
รูปที ่ 4.15 ผลการวิเคราะห์การชักน าให๎เกิดการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV 
โดยการแปรผันความเข๎มข๎น IPTG ที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง  ด๎วย 12% SDS-PAGE (A) และ western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ 
Histidine (B) 
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน UN :  รีคอมบิแนนท์โคลน cpPstDNV-pET28a โคลนหมายเลข 1 ที่ไมํถูกชักน าด๎วย IPTG 
เลน 1-6 :  รีคอมบิแนนท์โคลน cpPstDNV-pET28a โคลนหมายเลข 1 ที่ถูกชักน าด๎วย IPTG  
    ความเข๎มข๎นสุดท๎าย 0.05 0.1 0.4 0.5 0.7 และ 1 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
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4.8 การท าโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV ให้บริสุทธิ์ 

หลังจากได๎สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV
จึงได๎ท าการทดสอบความสามารถในการละลายของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โดยใช๎
สารละลาย Enzhance lysis Buffer (NSTDA, Thailand) จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.16) เมื่อ
พิจารณาสํวนของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์ (Total cell lysate) (เลน T) พบแถบของโปรตีนขนาด 
37 กิโลดาลตันและแถบโปรตีนดังกลําวสามารถถูกจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine ได๎ แสดง
ให๎เห็นวํามีการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV เมื่อน าตัวอยํางเดียวกันมาทดสอบ
การละลายของโปรตีนด๎วยสารละลาย Enzhance lysis Buffer พบวําโปรตีนของรีคอมบิแนนท์
แบคทีเรียโดยสํวนใหญํและรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV บางสํวน สามารถ
ละลายอยูํในสํวนน้ าใสเมื่อสกัดโปรตีนด๎วย Enzhance lysis Buffer (Supernatant) (เลน S) ในขณะ
ที่พบรีคอมบิแนนท์โปรตีนบางสํวนยังคงอยูํในสํวนของตะกอนเซลล์ (Inclusion) (เลน I) ดังนั้น
สามารถสรุปได๎วํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV สามารถละลายอยูํในสํวนน้ าใส
ของสารละลาย Enzhance lysis Buffer ได๎  จึงน าวิธีการสกัดโปรตีนดังกลําวไปใช๎ส าหรับสกัดรีคอม
บิแนนท์โปรตีนออกจากเซลล์เพ่ือให๎ละลายอยูํในสํวนน้ าใสและน าไปท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel 
Affinity Chromatography ตํอไป 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.16 ผลการวิเคราะห์การละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ทีถู่กชัก
น าให๎เกิดการแสดงออกด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและ
น ามาทดสอบด๎วย Enzhance lysis Buffer ด๎วย  12% SDS-PAGE (A) และ western blotting 
analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B)   
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน S :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส (Supernatant) 
เลน I :  สํวนของตะกอนเซลล์ (Inclusion bodies)  
เลน T :  สํวนของโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล์ (Total cell lysate) 
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เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณในการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV โดยเก็บ
เซลล์แบคทีเรียที่ผํานการชักน าให๎เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนจ านวน 100 OD มาใสํ
สารละลาย Enzhance lysis Buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตรและน าสารละลายน้ าใสเข๎าสูํ Nickel 
Affinity Chromatography เก็บโปรตีนในสํวนตําง ๆ มาวิเคราะห์โปรตีนด๎วย SDS-PAGE และ 
western blotting analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine จากผลการทดลอง (รูปที่ 
4.17) พบวําโปรตีนเกือบทั้งหมดของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรียรวมถึงโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV สามารถละลายโปรตีนให๎อยูํในสํวนสารละลายน้ าใสได๎ (เลน C) และหลังการท าโปรตีนให๎
บริสุทธิ์แล๎วพบวํามีโปรตีนของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรียสํวนมากถูกชะออกมาจากคอลัมน์โดยที่รีคอม
บิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ยังคงอยูํภายในคอลัมน์ (เลน F) เมื่อท าการล๎างคอลัมน์
ด๎วย Washing Buffer ที่มีสํวนผสมของ 40 มิลลิโมลาร์ Imidazole จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
มิลลิลิตร พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนบางสํวนสามารถถูกชะออกมาในครั้งสุดท๎ายของการชะโปรตีนที่
ปนเปื้อน (รูปที่ 4.17 เลน 3) เมื่อพิจารณาถึงตัวอยํางของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ถูกชะออกมาจาก
คอลัมน์ด๎วย Elution Buffer เป็นจ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 มิลลิลิตร จะเห็นได๎วําสารละลายดังกลําว
สามารถชะรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV (แถบโปรตีนขนาดประมาณ 37  
กิโลดาลตัน) ออกมาจากคอลัมน์ได๎และแถบโปรตีนดังกลําวยังคงสามารถถูกจับได๎กับแอนติบอดีที่
จ าเพาะตํอ Histidine ได ๎ แตํยังคงปนเปื้อนโปรตีนของรีคอมบิแนนท์แบคทีเรีย (เลน 4-6) โดยมี
ปริมาณของโปรตีนหลังท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์แล๎วประมาณ 767 มิลลิกรัมตํอลิตร สุดท๎ายจึงท าการชะ
โปรตีนทั้งหมดที่ยังคงอยูํภายในคอลัมน์ด๎วย Stripping Buffer (Binding Buffer ที่ผสม 50 mM 
EDTA) (เลนที่ S) พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ถูกชะออกมาจากคอลัมน์
ทั้งหมดเม่ือชะด๎วย Elution Buffer เป็นจ านวน 3 ครั้ง ดังนั้นจึงใช๎สภาวะดังกลําวในการท า 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ให๎บริสุทธิ์ เพ่ือที่จะตรวจสอบการรวมกลุํมกัน
กลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัสตํอไป 
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รูปที ่ 4.17 ผลการวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ 
IPTG เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ด๎วย 
Nickel Affinity Chromatography ด๎วย 12% SDS-PAGE (A) และ western blotting analysis 
โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B)  
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน C :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส กํอนโหลดเข๎าสูํคอลัมน์  
เลน F :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Binding Buffer   
เลน 1-3 :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Washing Buffer   
เลน 4-6 :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Elution Buffer 
เลน S :  สํวนของโปรตีนที่ละลายในสํวนน้ าใส หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Stripping Buffer  
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4.9 การตรวจสอบการรวมกลุ่มกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV   

 หลังจากท่ีผํานการท าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ให๎บริสุทธิ์ (เลน 4-5)  จึงน า 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนดังกลําวมาตรวจสอบการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส เริ่มจากน า
โปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มาก าจัด Imidazole ออกโดยใช๎คอลัมน์ขนาด 30 MWCO (Amicon 
30 MWCO)  โดยการท าการเติม Binding Buffer และน าไปปั่นเหวี่ยง เก็บสํวนที่อยูํภายในคอลัมน์
และท้ิงสํวนใสด๎านนอกไป น าสารละลายที่อยูํภายในคอลัมน์ไปตรวจสอบการรวมกลุํมกันเป็นอนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) ผลการทดลองแสดงดัง
รูปที่ 4.18 พบอนุภาคเหมือนไวรัสมีรูปรํางเป็น icosahedral ขนาดของอนุภาคมีขนาดประมาณ 20  
นาโนเมตร (รูปที่ 4.18A) โดยเทียบกับมาตรวัดขนาด (ด๎านลํางซ๎าย) และเม่ือพิจารณาจากรูปรํางของ
ไวรัสเปรียบเทียบกับไวรัส PstDNV ที่พบในธรรมชาติ (รูปที่ 4.18B) พบวําขนาดและรูปรํางของ
อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV มีความคล๎ายคลึงกับไวรัส PstDNV ที่พบในธรรมชาติ ดังนั้นจากผลการ
ทดลองนี้สามารถสรุปได๎วํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV สามารถเกิดการ
รวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV โดยที่มีขนาดและรูปรํางของไวรัสคล๎ายคลึงกับ
ไวรัส PstDNV ที่พบในธรรมชาติ  ในการทดลองนีว้ัดความเข๎มข๎นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PstDNV ที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์และผํานการก าจัด Imidazole โดยเมมเบรนขนาด 30 
MWCO ด๎วยวิธ ีBradford protein assay โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ที่ทราบความ
เข๎มข๎น พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ได๎มีความเข๎มข๎นประมาณ 460  
นาโนกรัมตํอไมโครลิตร จ านวน 2 มิลลิลิตรตํอรีคอมบิแนนท์แบคทีเรีย 600 OD  
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รูปที ่ 4.18 อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผํานที่
ก าลังขยายตําง ๆ (150,000X 200,000X และ 300,000X ตามล าดับ) (A) อนุภาคไวรัส PstDNV ที่
พบในธรรมชาติ (Lightner และคณะ, 2012) (B) 
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4.10 การแสดงออกร่วมกันระหว่างโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคู่ที่
จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 

 หลังจากท่ีท าการตรวจสอบการรวมกลุํมกันของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ภายใต๎
กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) พบวําสามารถเกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ได๎ จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์โคลนดังกลําวมาเตรียมเป็นเซลล์คอมพีเทนต์ 
และทรานสฟอร์มพลาสมิดที่สามารถผลิตอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง ท าการชักน าให๎
เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG  จากนั้นท าการตรวจสอบการแสดงออกของ 
รคีอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มด๎วยวิธี SDS-PAGE และ western blotting analysis สวํนอาร์เอ็นเอ
สายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองตรวจสอบด๎วยการสกัดอาร์เอ็นเอสายคูํด๎วย Ribozol จากนั้นน ามา
ยํอยด๎วย DNase I RNase A และ RNase III เพ่ือตรวจสอบวําอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีได๎มีคุณสมบัติเป็น
อาร์เอ็นเอสายคูํจริงแล๎วน าไปวิเคราะห์ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 1% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.19 จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาถึงการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV พบวํามีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PstDNV โดยมีขนาดของโปรตีนประมาณ 37 กิโลดาลตันและโปรตีนดังกลําวสามารถถูกจับด๎วย
แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (รูปที่ 4.19A และ 4.19B) ในสํวนของอาร์เอ็นเอสายคูํ พบวํามีการ
แสดงออกของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองเชํนเดียวกัน โดยพบอาร์เอ็นเอที่ได๎มีขนาด
ประมาณ 400 คูํเบสและอาร์เอ็นเอที่มีขนาดเล็กกวํา 400 คูํเบส เมื่อท าการตรวจสอบวําอาร์เอ็นเอ
ดังกลําวมีคุณสมบัติเป็นอาร์เอ็นเอสายคูํหรือไมํ โดยบํมอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎ด๎วย DNase I และ RNase 
A ซึ่งเอนไซม์ท้ังสองชนิดนี้จะสามารถยํอยดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวตามล าดับ ผลการทดลอง
พบวําเอนไซม์ทั้งสองชนิดไมํสามารถยํอยอาร์เอ็นเอดังกลําวได๎ (รูปที่ 4.19C) ในขณะที่เมื่อบํม 
อาร์เอ็นเอดังกลําวด๎วยเอนไซม์ RNase III ที่สามารถยํอยอาร์เอ็นเอสายคูํ พบวําเอนไซม์ RNase III 
สามารถยํอยอาร์เอ็นเอดังกลําวได๎ (รูปที่ 4.19C) แสดงวําอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎เป็นอาร์เอ็นเอสายคูํ 
ดังนั้นจากผลการทดลองสามารถสรุปได๎วําเมื่อแสดงออกรํวมกันระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองด๎วยการเหนี่ยวน าให๎เกิดการแสดงออกด๎วย 
0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG สามารถชักน าให๎เกิดการแสดงออกท้ังในสํวนของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง ดังนั้นจึงน ารีคอมบิแนนท์
โคลนดังกลําวไปท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์และตรวจสอบอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ตํอไป 
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รูปที ่4.19 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกรํวมกันระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และ
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองที่ชักน าให๎เกิดการแสดงออกด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG 
เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมงด๎วย 12% SDS-PAGE (A) western blotting 
analysis โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B) และอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 1% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) (C)   
 
รูปที่ 4.19A และ 4.19B 
เลน M  :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน UN  :  รีคอมบิแนนท์โคลนที่ไมํถูกชักน าด๎วย IPTG 
เลน I  :  รีคอมบิแนนท์โคลนที่ถูกชักน าด๎วย IPTG  
รูปที่ 4.19C 
เลน M  :  100 bp DNA Marker (Fermentas, USA) 
เลน Untreated :  อาร์เอ็นเอที่สกัดไดจ๎ากรีคอมบิแนนท์โคลนและไมํได๎บํมด๎วยเอนไซม์   
เลน DNase I :  อาร์เอ็นเอที่สกัดไดจ๎ากรีคอมบิแนนท์โคลนและบํมด๎วยเอนไซม์ DNase I   
เลน RNase A :  อาร์เอ็นเอที่สกัดไดจ๎ากรีคอมบิแนนท์โคลนและบํมด๎วยเอนไซม์ RNase A 
เลน RNase III :  อาร์เอ็นเอที่สกัดไดจ๎ากรีคอมบิแนนท์โคลนและบํมด๎วยเอนไซม์ RNase III 
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4.11 การท าบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกร่วมกัน
กับอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 

จากการตรวจสอบพบวํารีคอมบิแนนท์ที่คัดเลือกมาสามารถชักน าให๎เกิดการแสดงออกทั้ง 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง
ด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเพ่ิมปริมาณ
ในการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกันกับอาร์เอ็นเอสายคูํ
ที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง จากนั้นสกัดรีคอมบิแนนท์โปรตีนออกจากเซลล์เชํนเดียวกับวิธีการสกัดรี
คอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มในข๎อ 3.8.3 แล๎วน าสารละลายผําน Nickel Affinity 
Chromatography ที่อ่ิมตัวด๎วย ZnSO4 ในสารละลาย Binding Buffer จากนั้นท าการชะโปรตีนที่ไมํ
จับกับคอลัมน์ด๎วย Washing Buffer และชะโปรตีนที่จับอยูํภายในคอลัมน์ด๎วย Elution Buffer  
จ านวน 3 รอบ เก็บโปรตีนในสํวนตําง ๆ มาวิเคราะห์โปรตีนด๎วย SDS-PAGE และ western 
blotting analysis โดยผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.20 จากผลการทดลองพบวําเมื่อสกัดโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ด๎วย Enzhance lysis Buffer สามารถละลายโปรตีนให๎อยูํในสํวน
สารละลายน้ าใสได๎ (เลน C) และเม่ือโหลดสํวนของสารละลายน้ าใสเข๎าสูํคอลัมน์ พบวํามีโปรตีนของรี
คอมบิแนนท์แบคทีเรียบางสํวนถูกชะออกมาจากคอลัมน์ (เลน F) เมื่อท าการล๎างคอลัมน์ด๎วย 
Washing Buffer จ านวน 3 ครั้ง (เลน 1-3) พบวําสามารถชะโปรตีนสํวนใหญํที่ปนเปื้อนกับรีคอม
บิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ออกมาจากคอลัมน์ได๎ เมื่อพิจารณาถึงตัวอยํางของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนที่ถูกชะออกมาจากคอลัมน์ด๎วย Elution Buffer เป็นจ านวน 3 ครั้ง (เลน 4-6) จะเห็น
ได๎วําสารละลายดังกลําวสามารถชะรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ออกมาจาก
คอลัมน์ได๎ (แถบโปรตีนขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน) และแถบโปรตีนดังกลําวสามารถถูกจับด๎วย
แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอฮีสติดีนได๎เชํนเดียวกัน สุดท๎ายจึงท าการชะโปรตีนทั้งหมดที่ยังคงอยูํภายใน
คอลัมน์ด๎วย Stripping Buffer (Binding Buffer ที่ผสม 50 มิลลิโมลาร์ EDTA) พบวํารีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ถูกชะออกมาจากคอลัมน์ทั้งหมดเมื่อชะด๎วย Elution Buffer 
เป็นจ านวน 3 ครั้ง (เลน S) ดังนั้นจึงใช๎สภาวะดังกลําวในการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของ
ไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกันกับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองให๎บริสุทธิ์และ
น าไปตรวจสอบการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสตํอไป 
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รูปที ่4.20 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกรํวมกันระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV และ 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองที่ชักน าให๎เกิดการแสดงออกด๎วย 0.4 มิลลิโมลาร์ IPTG 
เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและผํานการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย 
Nickel Affinity Chromatography ด๎วย  12% SDS-PAGE (A) และ western blotting analysis 
โดยใช๎แอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine (B)  
เลน M :  Prestained Protein Marker (Fermentas, USA) 
เลน C :  สํวนของโปรตีนที่ละลาย กํอนโหลดเข๎าสูํคอลัมน์  
เลน F :  สํวนของโปรตีนที่ละลาย หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Binding Buffer   
เลน 1-3 :  สํวนของโปรตีนที่ละลาย หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Washing Buffer   
เลน 4-6 :  สํวนของโปรตีนที่ละลาย หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Elution Buffer 
เลน S :  สํวนของโปรตีนที่ละลาย หลังถูกชะออกจากคอลัมน์ด๎วย Stripping Buffer  
 
4.12 การตรวจสอบการรวมกลุ่มกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัสของรีคอมบิแนนท์โปรตีน
เปลือกหุ้มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกร่วมกันกับอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัส 
หัวเหลือง  

 เมื่อท าโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกับอาร์เอ็นเอสายคูํที่
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองให๎บริสุทธิ์ โดยใช๎ Nickel Affinity Chromatography โดยใช๎สภาวะที่
เหมาะสมแล๎ว จึงน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มาตรวจสอบการเป็นอนุภาคเหมือน
ไวรัสเชํนเดียวกับข๎อ 3.8.4 และ 3.9 น าไปสํองภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) 
จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.21) พบวําเมื่อมีการแสดงออกรํวมกันระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
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PstDNV และอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลอืงจะมีการรวมกลุํมกันของอนุภาคไวรัสเป็น
ขนาดใหญํ มีรูปรํางเป็นทรงกลม ขนาดประมาณ 500 นาโนเมตร เมื่อเทียบกับมาตรวัดความยาว 
(ด๎านลํางซ๎าย) นอกจากนี้ยังพบสํวนของอนุภาคเหมือนไวรัสที่ไมํได๎เกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็น
อนุภาคขนาดใหญํ (Free PstDNV VLPs) แสดงให๎เห็นวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV แตํละอนุภาค
เกิดการรวมกลุํมกัน ในการทดลองนี้วัดความเข๎มข๎นของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่
แสดงออกรํวมกับอาร์เอ็นเอสายคูํด๎วยวิธี Bradford protein assay โดยเปรียบเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน (BSA) ที่ทราบความเข๎มข๎น พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่
หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองที่ได๎มีความเข๎มข๎นประมาณ 405 นาโนกรัมตํอ
ไมโครลิตร จ านวน 2 มิลลิลิตรตํอรีคอมบิแนนท์แบคทีเรีย 600 OD  
 
 
 
 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่ 4.21 อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มี
การแสดงออกรํวมกันกับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสํองผํานที่ก าลังขยายตําง ๆ (10,000X 50,000X 150,000X 200,000X และ 
300,000X ตามล าดับ) 
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4.13 ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคู่จากอนุภาคเหมือนไวรัสของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของ
ไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกร่วมกันกับอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลืองและการ
ตรวจสอบคุณสมบัติของอาร์เอ็นเอสายคู่ 

 จากการท าให๎บริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่แสดงออก
รํวมกับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง พบวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV เกิดการ
รวมกลุํมกันเป็นกลุํมขนาดใหญํ จึงน าตัวอยํางดังกลําวมาตรวจสอบวํามีอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอ
ไวรัสหัวเหลืองอยูํหรือไมํ โดยการสกัดอาร์เอ็นเอสายคูํด๎วย Ribozol (ตามวิธีข๎อ 3.10.5) และน ามา
วิเคราะห์ด๎วยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 4% จากผลการทดลองพบอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีสกัด
ได๎จากอนุภาคเหมือนไวรัส เมื่อพิจารณาขนาดของอาร์เอ็นเอสายคูํพบวําขนาดของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
ได๎มีขนาดเล็กกวํา 400 คูํเบส และมีขนาดประมาณ 50  ถึง 200 คูํเบส (ดังรูปที่ 4.22A เลน 7)  
ซึ่งจากผลการทดลองสามารถสรุปได๎วําตัวอยํางดังกลําวมีอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง
อยูํ นอกจากนี้เมื่อท าการทดสอบคุณสมบัติของอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎ โดยยํอยด๎วย DNase I RNase A 
และ RNase III แลว๎น ามาวิเคราะห์ด๎วยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 4% เชํนเดียวกัน  
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.22B จะเห็นได๎วําอาร์เอ็นเอที่สกัดได๎จากตัวอยํางดังกลําวสามารถถูก
ยํอยได๎ด๎วย RNase III ซึ่งเป็นเอนไซม์จ าเพาะตํอการยํอยอาร์เอ็นเอสายคูํ ในขณะที่เมื่อบํมด๎วย
เอนไซม์ DNase I และ RNase A ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีจ าเพาะตํอการยํอยดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว
ตามล าดับ พบวําไมํสามารถยํอยอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีสกัดได๎ ดังนั้นจากการทดลองนี้สามารถสรุปได๎วํา
อาร์เอ็นเอที่สกัดได๎เป็นอาร์เอ็นเอสายคูํและอนุภาคเหมือนไวรัสที่ได๎จากรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกันกับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง อาจมี
อาร์เอ็นเอสายคูํเข๎าไปในอนุภาคเหมือนไวรัสหรืออาร์เอ็นเอสายคูํถูกล๎อมรอบด๎วยอนุภาคเหมือนไวรัส 
PstDNV  ในการทดลองนี้เมื่อตรวจวัดปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํที่ถูกหํอหุ๎มด๎วยรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV พบวํามีความเข๎มข๎นประมาณ 10 นาโนกรัมตํอมิลลิกรัมของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV จากรีคอมบิแนนท์แบคทีเรีย 600 OD  
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รูปที ่4.22 ผลการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอสายคูํที่สกัดได๎จากอนุภาคเหมือนไวรัสของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกับอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัส 
หัวเหลืองด๎วยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 4% (A) การตรวจสอบอาร์เอ็นเอสายคูํ เมื่อบํม
ด๎วยเอนไซม์ DNase I RNase A และ RNase III (B) 
รูปที่ 4.22A 
เลน M  :  100 bp DNA Marker (Fermentas, USA) 
เลน 1-6  :  อาร์เอ็นเอสายคูํทีจ่ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองสกัดจาก Rosetta dsYHV 

  ความเข๎มข๎น 46 23 15.3 11.5 และ 9.2 นาโนกรัมตํอเลนตามล าดับ  
เลน 7  :   อาร์เอ็นเอที่สกัดจากอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV  
รูปที่ 4.22B 
เลน M  :   100 bp DNA Marker (Fermentas, USA) 
เลน Untreated :   อาร์เอ็นเอที่สกัดจากตัวอยํางที่ท าบริสุทธิ์และไมํได๎บํมด๎วยเอนไซม์   
เลน DNase I :  อาร์เอ็นเอที่สกัดจากตัวอยํางที่ท าบริสุทธิ์และบํมด๎วยเอนไซม์ DNase I   
เลน RNase A :   อาร์เอ็นเอที่สกัดจากตัวอยํางที่ท าบริสุทธิ์และบํมด๎วยเอนไซม์ RNase A 
เลน RNase III :   อาร์เอ็นเอที่สกัดจากตัวอยํางที่ท าบริสุทธิ์และบํมด๎วยเอนไซม์ RNase III 
เลน dsYHV : อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองสกัดจาก Rosetta dsYHV  

ความเข๎มข๎น 23 นาโนกรัม 
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4.14 การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดไวรัส 
หัวเหลืองในกุ้ง 

 จากผลการทดลองพบวําปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีถูกหํอหุ๎มหรือล๎อมรอบด๎วยอนุภาคเหมือน
ไวรัส PstDNV มีความเข๎มข๎นประมาณ 10 นาโนกรัมตํอ 1 มิลลิกรัมของรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
เปลือกหุ๎ม PstDNV (ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร) ซึ่งมีคําเทํากับ 0.4 นาโนกรัมตํอ 1 ไมโครลิตรของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนและปริมาตรสุทธิที่ใช๎ในการฉีดกุ๎งขนาด 300 มิลลิกรัมเทํากับ 20 ไมโครลิตร 
ดังนั้นปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํมากที่สุดที่สามารถใช๎ในการฉีดกุ๎งได๎เทํากับ 6 นาโนกรัม โดยมีปริมาณ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ประมาณ 6 ไมโครกรัม และท าการเติมไวรัสหัวเหลือง (ที่ระดับ
ความเจือจาง 5x10-7) เพ่ิมเข๎าไปภายหลัง  

ดังนั้นจึงต๎องท าการทดสอบวําปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํดังกลําว (6 นาโนกรัม) สามารถยับยั้ง
การติดไวรัสหัวเหลืองได๎หรือไมํ โดยใช๎อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองที่สกัดจาก E.coli 
HT115 เป็นตัวแทนในการทดสอบและท าการแปรผันปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํตํอน้ าหนักของก๎ุง 
(ตามวิธีข๎อ 3.11.1) จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.23) เมื่อพิจารณาในกุง๎กลุํมท่ีได๎รับน้ าเกลือควบคูํไป
กับการฉีดไวรัสหัวเหลือง หลังติดเชื้อ 48 ชั่วโมงพบวํากุ๎งโดยสํวนใหญํจะมีการติดไวรัสหัวเหลือง 
ประมาณ 88% (จ านวน 8 ตัว จากก๎ุงทั้งหมด 9 ตัว) ในขณะที่เมื่อตรวจสอบการยับยั้งการติดไวรัสหัว
เหลืองในกลุํมที่มีการแปรผันปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํ พบวําทุกกลุํมสามารถยับยั้งการติดไวรัสหัว
เหลืองได๎ โดยในกลุํมที่มีปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 300 นาโนกรัม ให๎ผลการยับยั้งการติดไวรัสหัว
เหลืองประมาณ 50% (จ านวน 4 ตัว จากก๎ุงทั้งหมด 8 ตัว) ในสํวนของกลุํมท่ีมีปริมาณอาร์เอ็นเอสาย
คู ํ30 นาโนกรัม ให๎ผลการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองประมาณ 42% (จ านวน 3 ตัว จากก๎ุงทั้งหมด 7 
ตัว) และเมื่อทดสอบปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํตํอน้ าหนักตัวกุ๎งเทํากับ 6 นาโนกรัม พบวําในก๎ุงทุกตัวมี
การติดไวรัสหัวเหลือง อยํางไรก็ดีพบวําอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีฉีดเข๎าไปในตัวกุ๎งนั้น สามารถลดปริมาณ
ไวรัสหัวเหลืองได๎เมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม แสดงให๎เห็นวําที่ปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํเทํากับ 6 นา
โนกรัม สามารถท าให๎พบการติดไวรัสหัวเหลืองในกุ๎งทุกตัวและยังคงเห็นความสามารถในการยับยั้ง
การติดไวรัสหัวเหลืองของอาร์เอ็นเอสายคูํ จากผลการทดลองท าให๎สรุปได๎วําในการยับยั้งการติดไวรัส
หัวเหลืองจะต๎องใช๎อาร์เอ็นเอสายคูํในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง  ปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองตํอน้ าหนักตัวกุ๎งเป็นตัวแปรส าคัญที่สํงผลตํอความสามารถในการยับยั้งการ
ติดไวรัส ดังนั้นจากผลการทดลองนี้พบวําปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 6 นาโนกรัม สามารถน าไปใช๎ในการ
ยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองของอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองและถูกหํอหุ๎มด๎วยอนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ตํอไป 
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รูปที ่4.23 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํที่สกัดจาก E.coli HT115 ที่จ าเพาะตํอไวรัส 
หัวเหลืองที่เหมาะสมตํอการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง หลังการติดไวรัสหัวเหลืองเป็นระยะเวลา 48 
ชั่วโมง ด๎วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 1% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
เลน M   :    100 bp DNA Marker (Fermentas, USA) 
NaCl   :    กลุํมท่ีฉีดน้ าเกลือ (150 mM NaCl) ควบคูํกับการฉีดไวรัสหัวเหลือง 
        ตัวที่ 1-9 ตามล าดับ                 
6 ng dsYHV :    กลุํมท่ีฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 6 นาโนกรัม ในการ       

     ยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลอืง ตัวที่ 1-9 ตามล าดับ 
30 ng dsYHV :    กลุํมท่ีฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 30 นาโนกรัม ในการ 

     ยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลอืง ตัวที่ 1-7 ตามล าดับ 
300 ng dsYHV :   กลุํมท่ีฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 300 นาโนกรัม ใน   

     การยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง ตัวที่ 1-8 ตามล าดับ 
เลน –ve :    กลุํมควบคุมลบของปฏิกิริยา PCR (ไมํใสํ cDNA template) 
เลน +ve :    กลุํมควบคุมบวกของปฏิกิริยา PCR (ใสํ cDNA ของก๎ุงที่ติด YHV) 
เลน 1-9 :    กุ๎งแตํละตัวของแตํละกลุํมการทดลอง (ก๎ุงขนาด 300 มิลลิกรัม) 
 
 
 

NaCl  6 ng dsYHV   

30 ng dsYHV 300 ng dsYHV  
-ve +ve 

 bp   M   1    2    3    4     5    6     7    8   9  1   2    3    4     5    6    7     8    9 

bp  M    1     2    3    4    5    6    7  1    2    3     4    5    6    7     8   

Actin 
YHV 

Actin 

YHV 

1000 
800 
600 
500 

500 
600 
800 

1000 
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เมื่อได๎ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีเหมาะสมตํอการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง พบวําปริมาณ
อาร์เอ็นเอสายคูํ 6 นาโนกรัม (ปริมาณโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ประมาณ 6 ไมโครกรัม) 
สามารถยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองด๎วยอาร์เอ็นเอสายคูํและพบการติดไวรัสหัวเหลืองด๎วยเชํนกัน ใน
การทดลองตํอไป เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการขนสํง 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองจะควบคุมปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํให๎ได๎ปริมาณท่ีเทํากัน
คือ 6 นาโนกรัมทุกตัว ควบคูกํับการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 (รูปที่ 4.24) จาก
ผลการทดลองจะเห็นได๎วํากุ๎งทุกตัวในทุกกลุํมการทดลองติดไวรัสหัวเหลือง เนื่องจากสามารถ
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของไวรัสหัวเหลืองได๎  
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รูปที ่4.24 ผลการวิเคราะห์ความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการขนสํงอาร์เอ็นเอ
สายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองและการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง หลังจากฉีดเข๎าสูํกุ๎งเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 
เลน M   :     100 bp DNA Marker (Fermentas, USA) 
NaCl   :    กลุํมท่ีฉีดน้ าเกลือ (150 mM NaCl) ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-8 ตามล าดับ 
PstDNV VLPs  : กลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-9 ตามล าดับ 
BSA   : กลุํมท่ีฉีดโปรตีน BSA ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-8 ตามล าดับ 
Naked dsYHV  :  กลุํมท่ีฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองควบคูํกับ 
(สกัดจาก E.coli HT115)  การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-10 ตามล าดับ 
PstDNV VLPs-dsYHV :  กลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ทีมี่อาร์เอ็นเอสายคูํ 
     ที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-11 ตามล าดับ     
เลน –ve :    กลุํมควบคุมลบของปฏิกิริยา PCR (ไมํใสํ cDNA template) 
เลน +ve  :    กลุํมควบคุมบวกของปฏิกิริยา PCR (ใสํ cDNA ของกุ๎งที่ติด YHV 
เลน 1-11  : กุ๎งแตํละตัวของแตํละกลุํมการทดลอง (กุ๎งขนาด 300 มิลลิกรัม) 
 

NaCl  PstDNV  VLPs   
 bp  M  1  2  3   4  5   6  7  8     1  2  3   4  5  6  7   8   9 

BSA   
1  2   3  4  5  6  7   8   -ve   +ve 

 Actin 

YHV 

Naked dsYHV  
  bp  M  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10     

-ve   +ve 

PstDNV VLPs -dsYHV  
1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11    

 Actin 

YHV 

1000 
800 600 
500 

1000 
800 
600 
500 

-ve +ve 

Actin 
YHV 

-ve +ve 

Actin 
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ดังนั้นจึงเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งไวรัสหัวเหลืองโดยหาคํา Relative 
expression ซ่ึงเป็นคําอัตราสํวนการแสดงออกของยีนไวรัสหัวเหลืองตํอยีนแอกติน คําดังกลําวจะ
สามารถบอกประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองได๎ ถ๎าคํา Relative expression 
ระหวํางยีนของไวรัสหัวเหลืองและแอกตินมีคําต่ า แปรผลการทดลองได๎วําความสามารถยับยั้งการติด
ไวรัสหัวเหลืองในก๎ุงสูง ในทางตรงกันข๎ามถ๎าคํา Relative expression ระหวํางยีนของไวรัสหัวเหลือง
และแอกตินมีคําสูง แปรผลการทดลองได๎วําความสามารถยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองต่ า จากรูปที่ 
4.24 ได๎น ารูปดังกลําวมาพิจารณาโดยใช๎โปรแกรม Scion Image เพ่ือหาความเข๎มของแถบดีเอ็นเอ
ระหวํางยีนของไวรัสหัวเหลืองและแอกติน เพ่ือหาคํา Relative expression และน ามาวาดกราฟ โดย
ให๎อยูํในแกน y และ แกน x เป็นกลุํมการทดลอง ซึ่งผลการทดลองเป็นดังรูปที่ 4.25 จากกราฟจะเห็น
ได๎วําในกลุํมที่ไมํได๎ฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํ (NaCl  PstDNV และ BSA) รํวมกับการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่
ระดับความเจือจาง 5x10-7 พบวําคํา Relative expression ในตัวอยํางก๎ุงแตํละตัวของทั้งสามกลุํมมี
คําระหวําง 2-10 เป็นสํวนใหญํ และยังพบวํากุ๎งบางตัวอยํางจะมีคํา Relative expression สูงกวํา 12  
และมีเพียง 1 ตัวอยํางที่มีคําต่ ากวํา 2 (ประมาณ 1) ในขณะที่กลุํมของกุ๎งที่ได๎รับการฉีดอาร์เอ็นเอสาย
คูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองปริมาณ 6 นาโนกรัมตํอกุ๎ง 300 มิลลิกรัม (Naked dsYHV และ 
PstDNV VLPs-dsYHV) รํวมกับการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 พบวําทั้งสองกลุํม
มีคํา Relative expression อยูํในชํวง 1-6 ซึ่งมีคําเฉลี่ยต่ ากวําคําเฉลี่ยของกลุํมท่ีไมํได๎ท าการฉีดอาร์
เอ็นเอสายคู ํนอกจากนี้เมื่อท าการพิจารณาเฉพาะกลุํมท่ีมีการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัว
เหลือง (กลุํม Naked dsYHV) และกลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง (กลุํม PstDNV VLPs -dsYHV) จะพบวํากลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส 
PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลอืงจะมีคํา Relative expression ต่ ากวํา
กลุํมท่ีฉีดเฉพาะอาร์เอ็นเอสายคูํ (กลุํม Naked dsYHV) อยํางมีนัยส าคัญ (<0.05) ดังนั้นจากผลการ
ทดลองแสดงให๎เห็นวําในกลุํมที่ไมํได๎ฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํจะมีคํา Relative expression สูง ซึ่งเป็นตัว
บํงชี้วํามีการติดไวรัสหัวเหลืองและไมํมีการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสจากการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํ
และในกลุํมที่มีการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองมีการติดไวรัสหัวเหลืองและพบการ
ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสโดยการท างานของอาร์เอ็นเอสายคูํเชํนเดียวกัน นอกจากนี้อนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองให๎ผลในการยับยั้งการเพ่ิม
จ านวนของไวรัสหัวเหลืองได๎ดีกวําการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองเพียงอยํางเดียว  
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รูปที ่ 4.25 กราฟแสดงคําการแสดงออกของยีนไวรัสหัวเหลืองตํอยีนแอกตินของกลุํมการทดลองใน
การยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง (* แสดงคํา p < 0.05 ** แสดงคํา p < 0.01 *** แสดงคํา  
p < 0.001)    
NaCl   :    กลุํมท่ีฉีดน้ าเกลือ (150 mM NaCl) ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-8 ตามล าดับ 
BSA   : กลุํมท่ีฉีดโปรตีน BSA ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-8 ตามล าดับ 
PstDNV VLPs  : กลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ควบคูํกับ 

การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-9 ตามล าดับ 
Naked dsYHV  :  กลุํมท่ีฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองควบคูํกับ 
(สกัดจาก E.coli HT115)  การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-10 ตามล าดับ 
PstDNV VLPs-dsYHV :  กลุํมท่ีฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ทีมี่อาร์เอ็นเอสายคูํ 
     ที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองควบคูํกับ 
    การฉีดไวรัสหัวเหลืองตัวที่ 1-11 ตามล าดับ    
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4.15 การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัส
หัวเหลืองในกุ้งในระยะเวลา 10 วัน 

จากการทดสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํ
ที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองและความสามารถในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสหัวเหลือง พบวํา
อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV อาจชํวยในการขนสํงและอาจท างานเป็นตัวชํวยสํงเสริมประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสหัวเหลืองให๎มีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน จึงได๎ท าการทดลอง 
เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองใน
ระยะเวลา 10 วัน โดยจะแบํงการทดลองออกเป็น 2 การทดลองดังตํอไปนี้ 

 
4.15.1 การตรวจสอบอัตราการตายของกุ้งโดยการฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV 

VLPs-dsYHV ร่วมกับไวรัสหัวเหลือง  
 ในสํวนของการทดลองนี้จะท าการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํรวมถึงอนุภาคเหมือนไวรัส 

PstDNV รํวมกับการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 ซึ่งกลุํมที่มีการฉีด 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองจะฉีดให๎มีปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํเทํากับ 6 นาโนกรัม
ตํอกุ๎ง 300 มิลลิกรัม จากนั้นเลี้ยงตํอเป็นเวลา 10 วัน และติดตามอัตราการตายของก๎ุงโดยนับจ านวน
กุ๎งที่ตายในแตํละวัน โดยมีแผนภาพการทดลองดังนี้ 
 
 
  
 
 

  
 
น าคําที่ได๎มารวมกันเพ่ือค านวณเป็นคําเปอร์เซ็นต์การตายสะสม (Cumulative mortality) 

ของกุ๎งในแตํละวันและน ามาวาดกราฟโดยให๎แกน x แทนจ านวนวันหลังจากฉีดไวรัสหัวเหลืองสํวน
แกน y แทนคําเปอร์เซ็นต์การตายสะสม ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.26 จากผลการทดลอง
พบวํากลุํม NaCl และกลุํม PstDNV VLPs ในชํวงสองวันแรกหลังจากฉีดไวรัสหัวเหลือง ยังไมํพบการ
ตายของกุ๎ง หลังจากฉีดไวรัสวันที่ 3 พบวํากุ๎งตาย 100% จากผลการทดลองพบวําเมื่อฉีดไวรัสหัว
เหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 จะท าให๎กุ๎งตาย 100% ภายในระยะเวลา 3 วันหลังจากได๎รับ
ไวรัส ในขณะที่กลุํม Naked dsYHV  และ กลุํม PstDNV VLPs-dsYHV พบวําเริ่มมีการตายของกุ๎งใน

dsRNA + YHV 
6 ng dsYHV 

ติดตามอัตราการตายของก๎ุง 
ทุกวันจนครบ 10 วัน 

10 วัน 
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วันที่ 3 หลังจากได๎รับไวรัสและมีเปอร์เซ็นต์การตายสะสมต่ ากวํากลุํม NaCl และกลุํม PstDNV VLPs 
(ประมาณ 15-35%) ทั้งนี้เนื่องจากการท างานของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองที่
กระตุ๎นกระบวนการ RNAi สงํผลให๎เกิดการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัส ท าให๎อัตราการตายของกุ๎ง
ลดลงและมีคําอัตราการตายสูงสุดเทํากับ 80% นอกจากนี้เมื่อท าการพิจารณาเฉพาะ กลุํม Naked 
dsYHV และกลุํม PstDNV VLPs - dsYHV พบวําเปอร์เซ็นต์การตายของก๎ุงลดลงประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมที่ฉีด Naked dsYHV    อยํางไรก็ดีเมื่อติดตามจนครบ 10 วัน 
พบวํากลุํม PstDNV VLPs - dsYHV จะมีอัตราการตายเทํากับกลุํมที่ฉีด Naked dsYHV    (ประมาณ 
80%) ในวันที่ 7 หลังจากได๎รับไวรัสหัวเหลือง ซึ่งจากผลการทดลองแสดงให๎เห็นวําอนุภาคเหมือน
ไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง เมื่อท าการฉีดรํวมกับไวรัส 
หัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 จะชํวยในการชะลอระยะเวลาการตายของกุ๎งให๎ช๎าลงได๎ 20% 
หลังจากได๎รับไวรัสเป็นเวลา 7 วัน เมื่อเทียบกับกลุํมที่ฉีด Naked dsYHV 
 

 
 
รูปที ่ 4.26 กราฟแสดงอัตราการตายสะสมของก๎ุงเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดไวรัส 
หัวเหลืองในก๎ุงในระยะยาวแบบฉีดรํวมกับอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV VLPs-dsYHV คูํกับไวรัส 
หัวเหลือง  
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4.15.2 การตรวจสอบอัตราการตายของกุ้งโดยการฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV 
VLPs-dsYHV ก่อน 7 วันแล้วตามด้วยการฉีดไวรัสหัวเหลือง  
  จากการทดสอบการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสหัวเหลืองในระยะยาวแบบฉีด
รํวมกับไวรัสหัวเหลือง พบวําไมสํามารถลดอัตราการตายและยืดระยะเวลาการตายของกุ๎งให๎ช๎าลงได๎ 
จึงได๎ท าการทดสอบการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสหัวเหลืองโดยฉีด Naked dsYHV หรือ 
PstDNV VLPs-dsYHV กํอนเป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นท าการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 
5x10-7  และเลี้ยงตํอเป็นเวลา 10 วัน โดยติดตามอัตราการตายของกุ๎งในแตํละวัน โดยมีแผนภาพการ
ทดลองดังนี้ 
 
 
 
 
 
  

น าคําที่ได๎มารวมกันเพ่ือค านวณเป็นคําเปอร์เซ็นต์การตายสะสม (Cumulative mortality) 
ของกุ๎งในแตํละวันและน ามาวาดกราฟโดยให๎แกน x แทนจ านวนวันหลังจากฉีดไวรัสหัวเหลืองสํวน
แกน y แทนคําเปอร์เซ็นต์การตายสะสม ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.27 พบวํา กลุํม NaCl และ
กลุํม PstDNV VLP ในชํวง 2 วันแรกหลังจากฉีดไวรัสหัวเหลืองยังไมํพบการตายของกุ๎ง เมื่อพิจารณา 
หลังจากฉีดไวรัส เป็นเวลา 3 วัน พบวํากุ๎งตาย 100% ในขณะที่กลุํม Naked dsYHV พบการตายของ
กุ๎งในวันที่ 3 หลังจากได๎รับไวรัส โดยอัตราการตายอยูํที่ประมาณ 80% และตาย 100% ในวันที่ 5 
หลังจากได๎รับไวรัสหัวเหลือง เมื่อเปรียบเทียบกลุํม PstDNV VLPs -dsYHV พบวําในกลุํมนี้กุ๎งจะมี
อัตราการตายประมาณ 65% ในวันที่ 4 หลังจากได๎รับไวรัสหัวเหลืองและจะมีอัตราการตายคงที่จน
จบการทดลอง ซึ่งจากผลการทดลองท าให๎สามารถสรุปได๎วําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ชํวยให๎มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง โดยอาจเนื่องมาจากป้องกันการยับยั้งการเพิ่มจ านวน 
ของไวรัสหัวเหลืองในระยะยาวโดยผํานกระบวนการ RNAi ซึ่งอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV คงชํวย
ป้องกันการยํอยสลายของอาร์เอ็นเอสายคูํจากเอนไซม์จากก๎ุงและสามารถท าหน๎าที่เป็นตัวขนสํง 
อาร์เอ็นเอสายคูํได๎ 
 

ติดตามอัตราการตาย 
ของก๎ุงทุกวัน 

วันที่17  

dsRNA  
6 ng dsYHV 

วันที่ 0  วันที่ 7  

YHV 
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รูปที ่4.27 กราฟแสดงอัตราการตายสะสมของกุ๎งในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลืองในกุ๎งในระยะยาว
แบบฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV VLPs - dsYHV กํอนเป็นเวลา 7 วันตามด๎วยการฉีดไวรัส 
หัวเหลือง 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

1. การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
จากการน าจีโนมิกดีเอ็นเอของไวรัส  PmDNV และ PstDNV มาใช๎เป็นต๎นแบบในการเพิ่ม

จ านวนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ  PstDNV ด๎วยปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส โดยใช๎
ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะตํอยีนดังกลําว พบแถบดีเอ็นเอประมาณ 1,600 และ 1,000 คูํเบสตามล าดับ 
ส าหรับไวรัส PmDNV สายพันธุ์จากประเทศไทย ยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มจะมีขนาดประมาณ 2,454  
คูํเบส เมื่อแปรเป็นล าดับกรดอะมิโนจะได๎โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 92 กิโลดาลตัน แตํเมื่อน าไวรัสที่
ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มาวิเคราะห์ด๎วย SDS-PAGE พบวํามีขนาดประมาณ 57 และ 54 กิโลดาลตัน 
ซึ่งอาจจะเกิดการตัดด๎วยเอนไซม์ protease ตรงบริเวณอาร์จินีน (R) ด๎านหน๎า glycine-rich region 
สํงผลให๎โปรตีนเปลือกหุ๎มมีขนาดประมาณ 57 กิโลดาลตัน (Sukhumsirichart และคณะ, 2006) 
ดังนั้นงานวิจัยชิ้นนี้จึงได๎น าสํวนของ mature capsid protein มาใช๎ในการเชื่อมเข๎าสูํพลาสมิดที่ใช๎
ส าหรับการแสดงออกของโปรตีน ในขณะที่ไวรัส PstDNV  ขนาดของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มที่เพ่ิม
ปริมาณได๎มีขนาดใกล๎เคียงกับยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มที่มีการศึกษามากํอนหน๎านี้  โดยขนาดของแถบดี
เอ็นเอจะมีขนาดประมาณ 990-1,000 คูํเบส (Tang และคณะ, 2003; Robles-Sikisaka และคณะ, 
2010; Rai และคณะ, 2012) เมื่อตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV พบวํามีล าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนที่เปลี่ยนแปลงไปจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีน
เปลือกหุ๎มที่มีการรายงานในฐานข๎อมูล (GenBank Accession No. HQ699073) อาจเกิดมาจากการ
แปรผันทางพันธุกรรมของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่ใช๎เป็นแมํแบบ แตํเมื่อพิจารณาถึง
ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV พบวํามีเพียงต าแหนํงเดียวที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโน เมื่อเปรียบเทียบระหวํางล าดับกรดอะมิโนที่ได๎กับล าดับกรดอะมิโน
จากฐานข๎อมูล เชํนเดียวกับรายงานการศึกษากํอนหน๎านี้ที่ได๎ท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์
และล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่แยกได๎จากประเทศไทยกับประเทศ
อ่ืนๆ แสดงให๎เห็นวําการแปรผันทางพันธุกรรมของไวรัส PstDNV นั้นคํอนข๎างต่ า (Hsia และคณะ, 
2003; Tang และคณะ, 2003) นอกจากนี้ไวรัสชนิดนี้อยูํในกลุํม Densovirus พบวําบริเวณนี้จะมีการ
แปรผันทางพันธุกรรมน๎อยกวํา ORF อ่ืน  ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสอ่ืน ๆ ที่อยูํในกลุํม 
Densovirus เชํนเดียวกัน จะพบวํายีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัสจะมีความแปรผันทางพันธุกรรม
มากกวํา (Tang และคณะ, 2003) อยํางไรก็ตามในปีค.ศ. 2010 Robles-Sikisaka และคณะ  
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ไดท๎ าการศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมของยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ในบริเวณทาง
ตอนเหนือ ตอนกลางและตอนใต๎ของอําวแคลิฟอร์เนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา ให๎ผลตรงข๎ามจาก
การศึกษากํอนหน๎านี้ที่พบวําไวรัส PstDNV นั้นมีความแปรผันทางพันธุกรรมคํอนข๎างต่ า โดย
การศึกษาพบวําไวรัสที่พบในอําวแคลิฟอร์เนียนั้นมีความแปรผันทางพันธุกรรมคํอนข๎างสูง พบวํามี
อัตราการแปรผันของล าดับเบสประมาณ 1.39x10-4

 substitution / site / year ซึ่งเป็นอัตราการ
แปรผันที่สูงมากในไวรัสกลุํมของ ssDNA เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสในกลุํม RNA  ที่มีอัตราการแปรผัน
เพียง 10-3 substitution / site / year ซึ่งปัจจัยที่มีผลอยํางมากที่ท าให๎ผลการศึกษามีความแตกตําง
กันเนื่องมาจากจ านวนตัวอยํางที่ใช๎ในการศึกษา และต าแหนํงที่เก็บตัวอยําง  
 
2. การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส PmDNV และ PstDNV 
 เมื่อท าการโคลนยีนรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV เข๎าสูํ 
พลาสมิดที่ใช๎ส าหรับการแสดงออก pET28a และมีสํวนของ Histidine อยูํในสํวน N-terminal  
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนและแสดงออกในเซลล์เจ๎าบ๎าน E.coli Rosetta-gammi โดยการชักน าด๎วย 
IPTG ความเข๎มข๎น 0.4 mM บํมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบแถบ
โปรตีนขนาด 64 และ 37 กิโลดาลตันตามล าดับ ทั้งใน SDS-PAGE และ western blotting 
analysis ซ่ึงแสดงให๎เห็นวํามีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV 
และ PstDNV เมื่อเกิดการชักน าด๎วย IPTG ส าหรับโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV งานวิจัยนี้เป็น
งานวิจัยแรกที่ได๎โคลนและแสดงออก mature capsid protein ของไวรัสชนิดนี้ สํวนการแสดงออก
ของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV พบวําประสบความส าเร็จในการโคลนและแสดงออก
เชํนเดียวกับงานวิจัยกํอนหน๎านี้ที่ได๎ท าการโคลนยีนโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV (full length) 
ที่แยกได๎จากประเทศจีน (Hou และคณะ, 2009)  
 
3. การท าให้บริสุทธิ์และการทดสอบการรวมกลุ่มกันของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส
PmDNV และ PstDNV เป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส 
 จากผลการทดลองการแสดงออกของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV พบวําโปรตีนที่ได๎มี
ขนาด 64 กิโลดาลตันและสามารถถูกจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine ได๎ จากนั้นท าการ
ทดสอบความสามารถในการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV ด๎วย
สารละลาย PCL พบวําสามารถละลายโปรตีนเปลือกหุ๎มในสารละลาย PCL ซึ่งมีองค์ประกอบของ 
1% (w/v) SDS ท าหน๎าที่เป็นตัวที่ท าโปรตีนให๎เสียสภาพและมี 0.1% sarkosyl เป็นตัวชวํยในการพับ
ม๎วนของโปรตีนให๎มีความถูกต๎อง (Schlager และคณะ, 2012) นอกจากนี้ยังสามารถท าโปรตีนให๎
บริสุทธิ์และตรวจสอบการรวมกลุํมกันเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส พบวําสามารถเกิดการรวมกลุํมกัน
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เป็นอนุภาค เหมือนของไวรัส PmDNV ได๎ ซึ่งเป็นงานวิจัยแรกที่สามารถสร๎างอนุภาคเหมือนของไวรัส 
PmDNV ในระบบการแสดงออกของโปรคาริโอตได๎ แม๎วําจะสามารถท าให๎เกิดการรวมกลุํมกันเป็น
อนุภาคเหมือนไวรัสได๎ อยํางไรก็ตามการท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ดังกลําวเกิดในสภาวะที่ท าโปรตีนให๎เสีย
สภาพ ท าให๎ไมํสามารถใช๎เป็นตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํได๎ จึงได๎เปลี่ยนระบบการแสดงออกเป็นโปรตีน
เปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ซึ่งพบวําโปรตีนที่ได๎มีขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตันและสามารถถูกจับ
กับแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ Histidine เชํนเดียวกัน เมื่อท าการทดสอบการละลายด๎วยสารละลาย 
ENZhance Lysis Buffer พบวําสามารถละลายโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ได๎บางสํวน 
ในขณะที่สํวนใหญํยังคงอยูํในสํวนของตะกอนเซลล์  การแสดงออกของโปรตีนที่อยูํในรูปตะกอนเซลล์ 
(Inclusion bodies) อาจเกิดจากระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในปริมาณมาก ท าให๎
เกิดการสะสมของโปรตีนจนกลายเป็น inclusion bodies (Peternel และ Komel, 2011; Dagar 
และ Khasa, 2017) นอกจากนี้อาจมีสาเหตุมาจากการที่ E.coli ไมํมีกระบวนการ post-translation 
modification ซึ่งกระบวนการดังกลําวจะท าให๎โปรตีนมีการพับม๎วนที่ถูกต๎อง เมื่อขาดกระบวนการ
ดังกลําว ท าให๎โปรตีนเกิดการพับม๎วนที่ไมํถูกต๎องและสะสมกันจนกลายเป็น inclusion bodies อยูํใน
สํวนตะกอนเซลล์ (Peternel และ Komel, 2011) จึงเกิดผลเสียตํอการวิเคราะห์คุณสมบัติของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนได๎ โดยวิธีการที่จะชํวยแก๎ไขปัญหาดังกลําวมีหลายวิธีเชํน 1. การลดอุณหภูมิที่ใช๎ใน
การเลี้ยง  เชํน การเปรียบเทียบอุณหภูมิที่ใช๎ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน Heme-
oxygenase 1 (HO-1) ใน E. coli พบวําเมื่อเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โคลนที่อุณหภูมิ 20 °ซ รคีอมบิแนนท์
โปรตีนจะอยูํในสํวนของน้ าใสมากกวําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 °ซ (Papaneophytou และ 
Kontopidis, 2016) 2. การเพ่ิมสํวนที่ชํวยในการละลายของโปรตีน ตัวอยํางเชํน การเพิ่มสํวนของ  
small ubiquitin-like modifier (SUMO)  หรือ maltose binding protein (MBP)  ในรีคอม
บิแนนท์โปรตีน เพ่ือเป็นตัวชํวยในการละลายโปรตีน (Saez และ Vincentelli, 2014) เป็นต๎น  

การใช๎สารละลายที่ชํวยในการละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนออกจากตะกอนเซลล์ โดย
สารละลาย ENZhance Lysis Buffer เป็นสารละลายที่ได๎รับการพัฒนาให๎มีความสามารถในการ
ละลายโปรตีนทั้งจากแบคทีเรีย ยีสต์และรา อาศัยหลักการการท าให๎เซลล์จุลินทรีย์แตกตัวด๎วย
สารเคมีในกลุํมสารลดแรงตึงผิว โดยที่ยังคงมีคุณสมบัติของโปรตีนอยูํได๎ ซึ่งจากผลการทดลองพบวํา
สารละลาย ENZhance Lysis Buffer สามารถชํวยในการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PstDNV ได๎บางสํวน (ประมาณ 40%) แม๎วําโปรตีนโดยสํวนใหญํจะอยูํในสํวนของตะกอน
เซลล์ก็ตาม หลังจากท าการทดสอบความสามารถในการละลายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎ม
ของไวรัส PstDNV ในสารละลาย ENZhance Lysis Buffer พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถ
ละลายอยูํในสํวนน้ าใสได๎ จึงน าโปรตีนที่สกัดได๎มาท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity 
Chromatography  พบวําสามารถท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ให๎บริสุทธิ์ได๎ 
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จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์มาตรวจสอบการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน พบวํารีคอมบิแนนท์โปรตีน
เปลือกหุ๎มที่ผํานการท าให๎บริสุทธิ์สามารถเกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV
ได๎ โดยที่โครงสร๎างของอนุภาคเหมือนไวรัสนั้นคล๎ายคลึงกับไวรัสที่พบในธรรมชาติ ซึ่งจะเห็นได๎วําการ
เติมสํวนของ Histidine เข๎าไปไมํสํงผลตํอการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส 
สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Hou และคณะ (2009) ที่ท าการเติมสํวนของ Histidine ในบริเวณสํวน
ของ N-terminal ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV พบวําไมํสํงผลตํอการ
รวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัสเชํนเดียวกัน การเติมสํวนของ Histidine เป็นเพียง
กรดอะมิโนตํอกันเพียง 6 กรดอะมิโนที่มีขนาดเล็ก และไมํสํงผลตํอคุณสมบัติทางชีวภาพของโปรตีน
นั้น (Loughran และ Walls, 2011) ดังนั้นจากผลการทดลองแสดงให๎เห็นวําการรวมกลุํมกัน
กลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัสอาจเกิดข้ึนในระหวํางกระบวนการท าให๎บริสุทธิ์ โดยอาจหันสํวนที่
เป็น Histidine ที่อยูํทางด๎าน N-terminal ของโปรตีนเปลือกหุ๎มออกด๎านนอก ซึ่งเหตุการณ์นี้พบได๎
ในไวรัสกลุํม Parvovirus ชนิดอื่นด๎วย (Parrish, 2010; Tu และคณะ, 2015) ท าให๎สามารถเข๎าจับกับ 
Nickel Affinity Chromatography ได๎ ซึ่งข๎อดีของวิธีการนี้จะท าให๎งํายตํอการท าให๎บริสุทธิ์และใช๎
เวลาน๎อยเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอ่ืน ๆ  
 
4. การแสดงออกร่วมกันระหว่างโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัส IHHNV และอาร์เอ็นเอสายคู่ที่
จ าเพาะต่อไวรัสหัวเหลือง 
 โดยทั่วไปการขนสํงหรือหํอหุ๎มยีนบ าบัด (Gene therapy) ด๎วยอนุภาคเหมือนของไวรัส โดย
สํวนใหญํจะใช๎วิธี in vitro กลําวคือจะต๎องมีการ disassembly และ reassembly อนุภาคเหมือน
ของไวรัส ด๎วยวิธีการตําง ๆ อยํางเชํนการใช๎สารเคมี EGTA ผสมกับ DTT เป็นสารที่ท าให๎เกิด
กระบวนการ disassembly ในอนุภาคเหมือนของไวรัส MrNV แล๎วจึงเติมพลาสมิดดีเอ็นเอหรืออาร์
เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสตัวแดงดวงขาว และท าการเติม CaCl2 เขา๎ไป เนื่องจากไวรัสชนิดนี้
ต๎องการ Ca2+ ในการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส (Jariyapong และคณะ, 2015) 
นอกจากนี้ยังมีไวรัสในกลุํมของ Polyomaviruses ทีใ่ช๎สารเคมีดังกลําวในการ disassembly และ 
re-assembly เชํนเดียวกัน (Teunissen และคณะ, 2013) หรืออาจใช๎คุณสมบัติของไวรัสในการถอด
เปลือกหุ๎มของไวรัส โดยท าการเปลี่ยนคํา pH ที่สามารถท าให๎เกิดสภาวะ disassembly  โดย 
cowpea chlorotic mottle virus (CCMV)-like particle ซึ่งเป็นไวรัสพืช อาศัยการเปลี่ยนแปลงคํา 
pH ในการเกิดสภาวะ disassembly ที่คํา pH 7.5 และมี CaCl2 ในระบบ นอกจากนี้ยังสามารถเกิด
กระบวนการ re-assembly โดยเปลี่ยนสภาวะที่มีคํา pH เทํากับ 5 จะท าให๎เกิดการรวมกลุํมกันเป็น 
อนุภาคเหมือนของไวรัสดังเดิม (Ma และคณะ, 2012) ซึ่งวิธีการดังกลําวจะมีความยุํงยาก หลาย
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ขั้นตอนและต๎องหาวิธีการที่เหมาะสมตํอการ disassembly และ reassembly ถ๎าใช๎วิธีการที่ไมํ
เหมาะสมโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัสจะถูกท าลายจนเสียสภาพ สํงผลให๎ไมํเกิดการรวมกลุํมกัน
กลายเป็นอนุภาคเหมือนของไวรัส  

นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงโครงสร๎างของโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV จะพบวํามี
โครงสร๎างที่เป็นแบบ antiparallel β-barrel จ านวน 8 เส๎น เรียกวํา jellyroll ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะ
ของไวรัสในกลุํม Parvovirus และจะพบพันธะ inter-disulfide ไมํพบพันธะ intra-disulfide (Hou 
และคณะ, 2009) ท าให๎การค๎นหาสารเคมีที่เหมาะสมตํอการ disassembly โดยที่ไมํท าให๎โครงสร๎าง
ของโปรตีนเปลือกหุ๎มเสียสภาพนั้นจึงเป็นไปได๎ยาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงใช๎วิธีการแสดงออกรํวมกัน
ระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV กับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองภายใน
เซลล์แบคทีเรียเดียวกัน ซึ่งมีการศึกษาพบวําการแสดงออกรํวมกันระหวํางโปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส
และพลาสมิดที่ผลิตยีนบ าบัดสามารถหํอหุ๎มยีนบ าบัดได๎ ยกตัวอยํางเชํน อนุภาคเหมือนไวรัสในกลุํม 
Polyomaviruses สามารถใช๎วิธีการนี้ในการหํอหุ๎มกรดนิวคลีอิก (Chen และคณะ, 2010; 
Teunissen และคณะ, 2013; Fang และคณะ, 2015; Chao และคณะ, 2016) 
 การสร๎างเซลล์คอมพีเทนต์จากรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มและทรานสฟอร์มพลาสมิดที่
สร๎างอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองเข๎าไปเป็นการแสดงออกท้ังในสํวนของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเปลือกหุ๎มและอาร์เอ็นเอสายคูํ จากนั้นท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์และตรวจสอบการรวมกลุํมกัน
กลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัสและอาร์เอ็นเอสายคูํ จากผลการทดลองการสํองกล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสํองผําน พบวําสามารถท าโปรตีนเปลือกหุ๎มให๎บริสุทธิ์ได๎และเกิดการรวมกลุํมกันของ
อนุภาคเหมือนไวรัสและเมื่อท าการสกัดอาร์เอ็นเอสายคูํจากกลุํมของอนุภาคเหมือนของไวรัส พบ 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง (แตํไมํมีขนาด 400 คูํเบส) ได๎ ซึ่งเมื่อพิจารณาจาก
โครงสร๎างของกลุํมของอนุภาคเหมือนไวรัสแล๎วพบวําเกิดจากการรวมกลุํมกันของอนุภาคเหมือนไวรัส
แตํละอนุภาคมารวมตัวกัน อาจมีอาร์เอ็นเอสายคูํเป็นตัวประสาน ซึ่งอาจเกิดจากการที่โปรตีนเปลือก
หุ๎มของไวรัสหันสํวนของกรดอะมิโนที่มีประจุบวกออกด๎านนอก เพ่ือให๎อาร์เอ็นเอสายคูํที่เป็นประจุลบ
สามารถเข๎าจับกับรีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัสได๎ ซึ่งปรากฎการณ์ดังกลําวเกิดข้ึนกับ
อนุภาคเหมือนไวรัสพืช CCMV (Cowpea Chlorotic Mottle virus)  พบวําเกิดการรวมกลุํมกันเป็น
อนุภาคท่ีมีขนาดใหญํกวําปกติ โดยเกิดจากอนุภาคเหมือนของไวรัสแตํละอนุภาคมารวมกลุํมกันและมี
อาร์เอ็นเอเป็นตัวประสาน (Cadena-Nava และคณะ, 2012) จากเหตุผลดังกลําวอาจมีความเป็นไป
ได๎วําอนุภาคเหมือนของไวรัส PstDNV นี้นําจะเกิดเหตุการณ์แบบเดียวกันในการหํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสาย
คูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง  
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5. การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนของไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองในกุ้ง  

กํอนที่ท าการทดสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนของไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติด
เชื้อไวรัสหัวเหลือง ต๎องท าการทดสอบปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีเหมาะสมในการยับยั้งการติดเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองที่ใช๎ในการทดลองนี้  (5x10-7)  พบวําเมื่อใช๎ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัส
หัวเหลือง 300 นาโนกรัมตํอกุ๎ง 300 มิลลิกรัม ให๎ผลการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสประมาณ 50% 
ในขณะที่เมื่อลดปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองให๎เหลือ 30 นาโนกรัมตํอกุ๎ง  300 
มิลลิกรัม พบวําให๎ผลการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสประมาณ 42% แสดงให๎เห็นวําการยับยั้งการติดเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองด๎วยอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองนั้น ปัจจัยที่มีผลส าคัญในการยับยั้งคือ
ปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํ โดยมีการศึกษาการยับยั้งไวรัสในกุ๎งด๎วยอาร์เอ็นเอสายคูํ พบวําการยับยั้ง
จะเป็นแบบ Dose-dependent (Robalino และคณะ, 2005) เชํนเดียวกับงานวิจัยของ Yodmuang 
และคณะ (2006) ที่ท าศึกษาการลดปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองลง การ
ยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองจะลดลงเชํนกัน และจากผลการทดลองพบวําการใช๎อาร์เอ็นเอสายคูํ
ปริมาณ 6 นาโนกรัมตํอกุ๎ง 300 มิลลิกรัม เมื่อฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 เป็น
ปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํที่เหมาะสมในการท าให๎กุ๎งเกิดการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในขณะเดียวกัน
ยังเห็นการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ดังนั้นปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํนี้เป็นปริมาณท่ีเหมาะสมตํอ
การตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในก๎ุง  

เมื่อได๎ปริมาณของอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีเหมาะสมตํอการฉีดกุ๎งแล๎ว จึงได๎ท าการฉีดกุ๎งเพ่ือท าการ
ทดสอบความสามารถในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV เปรียบเทียบกับ
กลุํมควบคุมลบ (กลุํม NaCl, PstDNV VLPs และ BSA) และกลุํม Naked dsYHV ควบคูํไปกับการฉีด
ไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 ซึ่งพบวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎ม 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองให๎ผลในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสหัวเหลืองได๎ดี 
กวํากลุํมควบคุมลบและ Naked dsYHV จากผลการทดลองจะเห็นได๎วําการใช๎อนุภาคเหมือนไวรัส 
PstDNV ควบคูํกับอาร์เอ็นเอสายคูํสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัสหัว
เหลืองได๎ เมื่อเปรียบเทียบกับการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํเพียงอยํางเดียวในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ
ไวรัส เชํนเดียวกับการศึกษากํอนหน๎า (ตารางท่ี 5.1) ที่พบวําการใช๎ตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํสามารถ
ชํวยเสริมประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสในกุ๎งได๎ เมื่อเปรียบเทียบกับการฉีดอาร์เอ็นเอสาย
คูํเพียงอยํางเดียว จากนั้นจึงน าอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอ
ไวรัสหัวเหลืองมาใช๎ในการศึกษาการตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการ
ยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุ๎งในระยะยาวตํอไป 
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ตารางที ่5.1 แสดงชนิดของพาหะท่ีใช๎ในการขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํในการป้องกันการติดไวรัสในกุ๎ง 
 

ชนิดของตัวขนส่ง ไวรัสที่จ าเพาะ 
อาร์เอ็นเอสายคู่ที่ใช้

ในการขนส่ง 
อ้างอิง 

Non-viral vectors 
Chitosan 
 
 
Chitosan-dextran 
sulfate 
nanocapsule 
 
Cationic liposome 
 
 
Cholesterol-based 
cationic liposome 
 
 

 
YHV 

 
 

Monodon 
baculovirus 

 
 

YHV 
 
 

YHV 

 
dsRNA YHV-RdRp 

 
 

dsRNA 
 
 
 

dsRNA-YHV 
protease 

 
dsRNA-YHV 
protease 

 
(Theerawanitchpan 
และคณะ, 2012)  
 
(Ramesh Kumar และ
คณะ, 2016) 
 
 
(Apiratikul และคณะ, 
2013) 
 
(Sanitt และคณะ, 
2016) 
 

Viral vectors 
MrNV-like particle 
 
 
Baculovirus 

 
WSSV 

 
 

WSSV 

 
dsRNA-VP28 

 
 

dsRNA-rr2 

 
(Jariyapong และคณะ, 
2015)  
 
(Rattanarojpong และ
คณะ, 2016) 
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6. การตรวจสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัส 
หัวเหลืองในกุ้งในระยะเวลา 10 วัน 
 หลังจากท่ีท าการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในก๎ุงแล๎ว 
พบวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดเชื้อไวรัส 
หัวเหลืองในก๎ุง เมื่อเปรียบเทียบกับการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํเพียงอยํางเดียว (แบบ Co-injection) 
ตํอมาจึงได๎ท าการทดสอบความสามารถของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ในการยับยั้งการติดเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองในก๎ุงในระยะยาว โดยท าการทดสอบทั้งแบบที่เป็นการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํควบคูํไปกับ
การฉีดไวรัสหัวเหลือง (Co-injection) และแบบที่ฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํเข๎าไปกํอนเป็นเวลา 7 วัน 
ตามด๎วยฉีดไวรัสหัวเหลือง ในกรณีที่ฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ควบคูํไปกับการฉีดไวรัส 
หัวเหลือง เปรียบเทียบระหวํางกลุํมควบคุมลบ (กลุํม NaCl, PstDNV VLPs) และกลุํมของ Naked 
dsYHV และกลุํม PstDNV-dsYHV VLPs ผลการทดลองพบวําในกลุํมควบคุมลบ (กลุํม NaCl, 
PstDNV VLPs)  กุ๎งจะมีอัตราการตาย 100% ตั้งแตํวันที่ 3 จนกระทั่งครบจ านวนวันที่ท าการทดลอง 
ในขณะที่กลุํม Naked dsYHV จะมีอัตราการตายของก๎ุงประมาณ 80% เมื่อครบ 4 วนั หลังจากฉีด
ไวรัสหัวเหลือง เมื่อพิจารณาในกลุํมของอนุภาคเหมือนของไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํ 
พบวําให๎ผลอัตราการตายของกุ๎งประมาณ 60% ในวันที่ 4 และมีอัตราการตายเพ่ิมสูงขึ้นจนมีอัตรา
การตายเทํากับ 80% เมื่อเลี้ยงตํอเป็นเวลา 7 วัน การยับยั้งการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองของอนุภาค
เหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็นเอสายคูํมีลักษณะเป็น delay inhibition  
 จากการศึกษาของ Yodmuang และคณะ (2006) ได๎ท าการศึกษาการยับยั้งการติดเชื้อไวรัส
หัวเหลืองด๎วยอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง โดยฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ีจ าเพาะตํอไวรัส 
หัวเหลืองเข๎าไปกํอน เป็นเวลา 1-5  วัน ตามด๎วยการฉีดไวรัสหัวเหลืองและท าการตรวจสอบ
ความสามารถในการยับยั้งไวรัสหัวเหลืองด๎วยวิธี RT-PCR  พบวําเมื่อท าการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองเข๎าไปในกุ๎งกํอนเป็นเวลา 5 วันตามด๎วยการฉีดไวรัสหัวเหลือง เริ่มพบการ
เพ่ิมจ านวนของไวรัสหัวเหลือง ซึ่งอาจเนื่องมาจากอาร์เอ็นเอสายคูํถูกท าลายด๎วยเอนไซม์ภายในตัวกุ๎ง 
ดังนั้นในการทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคเหมือนไวรัสในการป้องกันการท าลายของ
อาร์เอ็นเอสายคูํจากเอนไซม์ภายในตัวกุ๎ง จึงท าการฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎มอาร์เอ็น
เอสายคูํเข๎าไปกํอนเป็นเวลา 7 วัน ตามด๎วยการฉีดไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเจือจาง 5x10-7 
เปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมลบ (กลุํม NaCl, กลุํม PstDNV VLPs) และกลุํม Naked dsYHV พบวําใน
กลุํมควบคุมลบและกลุํมท่ีฉีด Naked dsYHV พบวําเมื่อเลี้ยงตํอหลังจากฉีดไวรัสหัวเหลืองเป็นเวลา 
10 วัน กุ๎งมีอัตราการตาย 100% ในขณะที่กลุํมที่ฉีดอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ที่หํอหุ๎ม 
อาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง พบวํากุ๎งมีอัตราการตายเพียงแคํประมาณ 65% แสดงให๎
เห็นวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV สามารถป้องกันอาร์เอ็นเอสายคูํจากการท าลายของเอนไซม์
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ภายในตัวกุ๎งได๎ ท าให๎การท างานของอาร์เอ็นเอสายคูํในการยับยั้งไวรัสหัวเหลืองมีประสิทธิภาพและ
อยูํได๎นานกวําการฉีดอาร์เอ็นเอสายคูํเพียงอยํางเดียว ซึ่งจากผลการทดลองสอดคล๎องกับคุณสมบัติ
ของอนุภาคเหมือนไวรัสในการเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาอาร์เอ็นเอสายคูํ เนื่องจากมีการน าเข๎า
แบบจ าเพาะและสามารถป้องกันของ nucleic acid ที่หํอหุ๎มภายในอนุภาคเหมือนไวรัสจากเอนไซม์ 
nuclease จาก host cell ได๎ (Teunissen และคณะ, 2013; Chang และคณะ, 2016) ดังนั้นจาก
งานวิจัยนี้แสดงให๎เห็นวําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV อาจสามารถใช๎เป็นตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองและป้องกันอาร์เอ็นเอสายคูํจากการท าลายของเอนไซม์ nuclease เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสภายในตัวกุ๎งได๎ 
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

1. โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV และ PstDNV สามารถโคลนเข๎าสูํ pET28aและแสดงออกใน
ระบบการแสดงออกโพรคาริโอต ด๎วยสภาวะที่เหมาะสมคือ ชักน าด๎วย IPTG ความเข๎มข๎น 0.4  
มิลลิโมลาร์ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
 
2. รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV มีขนาดประมาณ 64 กิโลดาลตันและสํวนใหญํมี
การแสดงออกอยูํในสํวนตะกอนเซลล์ เมื่อน าตะกอนเซลล์ที่ผํานการชักน าให๎เกิดการแสดงออกของ
โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PmDNV มาท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity Chromatography  
พบวําสามารถท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ได๎ และสามารถเกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส 
PmDNV แตํมีข๎อจ ากัดเนื่องจากมีการแสดงออกภายในสํวนของตะกอนเซลล์ ซึ่งต๎องท าโปรตีนให๎เสีย
สภาพกํอนการท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ ท าให๎ไมํสามารถน าไปใช๎ในการทดลองตํอไปได๎ 
 
3. รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV มีขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตันและโปรตีน
ดังกลําวสามารถละลายอยูํในสํวนน้ าใส เมื่อละลายในสารละลาย Enzhance lysis Buffer และมี
บางสํวนที่ยังคงมีการแสดงออกภายในตะกอนเซลล์ รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส 
PstDNV สามารถท าโปรตีนให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity Chromatography และสามารถเกิดการ
รวมกลุํมกันกลายเป็นอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV 
 
4.รีคอมบิแนนท์โคลนที่แสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน PstDNV สามารถแสดงออกรํวมกับพลาสมิดที่
แสดงออกอาร์เอ็นเอสายคูํที่จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลืองได๎ ภายในรีคอมบิแนนท์โคลนเดียวกัน 
 
5. รีคอมบิแนนท์โปรตีนเปลือกหุ๎มของไวรัส PstDNV ที่มีการแสดงออกรํวมกับอาร์เอ็นเอสายคูํท่ี
จ าเพาะตํอไวรัสหัวเหลือง สามารถท าให๎บริสุทธิ์ด๎วย Nickel Affinity Chromatography พบวํา
อนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV เกิดการรวมกลุํมกันกลายเป็นกลุํมของอนุภาคเหมือนไวรัสขนาดใหญํ
ประมาณ 500 นาโนเมตร 
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6. กลุํมของอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV ขนาดใหญํ สามารถน ามาประยุกต์ใช๎ในการยับยั้งไวรัส 
หัวเหลืองได๎ตามสภาวะที่ทดลองในงานวิจัยนี้ โดยใช๎ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคูํ 6 นาโนกรัมตํอกุ๎ง 300 
มิลลิกรัมและสามารถชํวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดไวรัสหัวเหลือง นอกจากนี้ยังชํวย
ป้องกันการยํอยสลายของอาร์เอ็นเอสายคูํจากเอนไซม์จากก๎ุง ท าให๎การท างานของอาร์เอ็นเอสายคูํอยูํ
ได๎นานกวําการใช๎อาร์เอ็นเอสายคูํเพียงอยํางเดียว สามารถสรุปได๎วําอนุภาคเหมือนไวรัส PstDNV 
สามารถใช๎เป็นตัวขนสํงอาร์เอ็นเอสายคูํ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของไวรัส
หัวเหลืองภายในกุ๎งได๎ 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB Broth) 
 
 ทริปโตน (Tryptone)     10  กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract)    5  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์      5  กรัม 
 
 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้ ากรองปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคําความเป็นกรดเบสด๎วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น 1 นอร์มัล เป็น 7.2 จากนั้นเติมน้ ากรองให๎ครบ 1,000 
มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
  
 เตรียมอาหารด๎วยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB และละลายวุ๎น 15 กรัมตํออาหาร 
1,000 มิลลิลิตรเพ่ิมลงไป จากนั้นน าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที 
 
3. บัฟเฟอร์ 50x Tris-acetate (TAE) 
 
 Trisma base      121  กรัม 
 กรดอะซิติกเข๎มข๎น      28.55  มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เข๎มข๎น 0.5 โมลาร์   50  มิลลิลิตร 
 
 ละลายสํวนผสมทั้งหมดในน้ าปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลตร แล๎วเติมน้ าปลอดประจุจน
เป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
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4. 6x DNA Loading dye 
 
 Bromphenolblue     0.25  % 
 Glycerol      40  % 
 
 ละลายสํวนผสมในน้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ 
 
5. 4x SDS Sample Buffer 
 
 Glycerol (87%)      2.29  มิลลิลิตร 
 สารละลาย Tris-HCl, pH 6.8    1  มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ     2.71  มิลลิลิตร 
 Bromphenolblue     0.001  กรัม 
 10% (w/v) SDS      4  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทุกชนิดเข๎าด๎วยกันและน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ กํอนน ามาใช๎ให๎ผสม 2-
mercaptone ในอัตราสํวนสารละลาย 950 ไมโครลิตรตํอ 50 ไมโครลิตร 2-mercaptone 
 
6. บัฟเฟอร์ 1x PBS 
 
 NaCl       8  กรัม 
 KCl       0.2  กรัม 
 Na2HPO4      1.44  กรัม 
 KH2PO4       0.24  กรัม 
  
 ผสมสารทุกชนิดเข๎าด๎วยกัน เติมน้ ากรอง 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให๎เป็น 7.4 จากนั้นปรับ
ปริมาตรให๎เป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
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7. Staining solution 
 
 Comassie brilliant blue R250    2  กรัม 
 เอทานอล      450  มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติก      100  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั้งสามชนิดเข๎าด๎วยกันและปรับปริมาตรด๎วยน้ ากรองให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 
 
8. Destaining solution 
 
 เอทานอล      400  มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติก      100  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั้งสามชนิดเข๎าด๎วยกันและปรับปริมาตรด๎วยน้ ากรองให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 
 
9. Fixing solution 
 
 เมทานอล      10   % 
 กรดอะซิติก       10  % 
      กลีเซอรอล      5  % 
 
 ผสมสารทั้งสามชนิดเข๎าด๎วยกันและปรับปริมาตรด๎วยน้ ากรองให๎ได๎ปริมาตรสุดท๎ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 
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10. Transfer Buffer 
 
 Trisma base      5.08  กรัม 
 ไกลซีน       2.9  กรัม 
 SDS       0.37  กรัม 
 
 เติมน้ ากรองให๎ครบ 800 มิลลิลิตร กํอนใช๎เติมเมทานอล 200 มิลลิลิตร 
 
11. Blocking solution 
 
 PBST       100  มิลลิลิตร 
 Skim milk      5  กรัม 
 
12. PBST 
 
 1x PBS       500  มิลลิลิตร 
 Tween 20      0.05  % 
 
13. สับสเตรทส าหรับเอนไซม์ Horse-radish peroxidase 
 
 Solution A 
  100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, pH 8.5   2.5  มิลลิลิตร 
  90  มิลลิโมลาร์ Coumaric acid   11  ไมโครลิตร 
  250 มิลลิโมลาร์ Luminal   25  ไมโครลิตร 
 
 Solution B 
  100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, pH 8.5   2.5  มิลลิลิตร 
  30% H2O2     1.5  ไมโครลิตร 
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14. 0.1% SDS-PBS 
 
 SDS       0.1  กรัม 
 1x PBS       100  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั้งสองชนิดเข๎าด๎วยกันและน าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที 
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ประวัติผ๎ูเขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
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