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ฟนอลออกซีเดสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองของสัตวในกลุมครัสเตเชียนและ

แมลง ฟนอลออกซีเดสจะทําหนาที่เปลี่ยนสารประกอบฟนอลเปนควินโนน แลวจึงเกิดกระบวนการโพลิเมอร 
ไรเซชั่นเปนเมลานิน ซึ่งกระบวนการดังกลาวจะมีการสรางสารที่ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่มารุกรานได  ใน
ปจจุบันมีการนําคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสมาใชเปนดัชนีวัดประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกัน การวัด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีไดนํามาใชในสัตวกลุมครัสเตเชียนหลายชนิด อยางไรก็ตาม ในกรณีของ
กุงนั้นปญหาที่พบจากการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธีดังกลาว คือ  ตัวอยางที่ใชสูญเสียแอคติวิตีได
งายทําใหผลที่ไดไมนาเชื่อถือ งานวิจัยครั้งนี้ไดพัฒนาวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํา 3 วิธี 
ไดแก วิธีทางเคมี วิธีทางอิมมูนวิทยา และวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล  โดยวิธีทางเคมีใช L-dihydroxyphenyl 
alanine(L-DOPA )เปนสับสเตรต ซึ่งผลที่ไดแสดงใหเห็นวาบัฟเฟอรที่เหมาะสมที่สุด คือ CAC buffer ที่พีเอช  
7-8 การเติมเอนไซมทริปซินจะใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาไมมีการเติมทริปซิน 6 เทา การเติมสาร  
3-Methyl-2-Benzothiazolinone Hydrazone (MBTH) ลงไปในปฏิกิริยาจะชวยเพิ่มความไวในการวัดไดถึง 3.5 
เทา เม่ือเทียบกับวิธีที่ไมมีการเติม MBTH วิธีการตรวจฟนอลออกซีเดสทางอิมมูนวิทยาไดทําการสรางโพลีโคล
นอลแอนติบอดีของฟนอลออกซีเดส ซึ่งในการแยกฟนอลออกซีเดสจากสารละลาย HLS โดยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ และวิธี affinity chromatography ไมประสบผล
สําเร็จเนื่องจากปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดมีนอยไมเพียงพอที่จะนําไปใชผลิตแอนติบอดี ดังนั้นจึงทํา
การโคลนและชักนําใหเกิดการสังเคราะหรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสดวยเวคเตอร pET17b ในแบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ BL21(DE3)plysS นํารีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซิเดสไปสรางแอนติบอดีโดยการ
ฉีดเขากระตาย เมื่อตรวจสอบดวยวิธีเวสเทอรนบลอท พบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับฟนอลออกซีเดสจาก
กุงกุลาดําได สําหรับวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลทําโดยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR เพื่อตรวจหาระดับของ
การแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส   ในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการพัฒนาวิธีการตรวจวัดฟนอลออกซี
เดสแลว ยังไดมีการนําวิธีการที่พัฒนาไดทั้ง 3 วิธีดังกลาวไปทดสอบเบื้องตนโดยนําไปวัดฟนอลออกซีเดสในกุง
กุลาดําปกติ และกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ Vibrio harveyi  ซึ่งผลที่ไดจากวิธีตรวจวัดทั้ง 3 แบบ ใหผลสอดคลองกัน  
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In crustaceans and insects, phenoloxidase (PO) is recognized as a key role in defense 

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

บทนํา 
   

กุงกุลาดําเปนสินคาสงออกที่ทํารายไดใหกับประเทศไทยมีมูลคาหลายหมื่นลานบาทตอป 
ประเทศผูนําเขาสินคากุงสดและแชเยือกแข็งมีกระจายอยูหลายทวีป ไดแก เอเซีย   สหรัฐอเมริกา   
แคนาดา   สหภาพยุโรป   ออสเตรเลีย จากตารางสถิติการสงออกกุงสดและแชเยือกแข็งของ
ประเทศไทย ปริมาณและมูลคาการสงออกลดนอยลง (ตารางที่ 1) ทั้งนี้เนื่องจากการเพาะเลี้ยงกุง
ทะเลประสบปญหาหลากหลายดวยกัน เชน การขาดแคลนพอแมพันธุ ปญหาดานมลภาวะ   และ
ที่สําคัญอยางยิ่ง คือ มีการระบาดของโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย   ไวรัสตัวแดงดวงขาว    ไวรัสหัว
เหลือง เปนตน  

โรคท่ีพบในกุงกุลาดําที่มีสาเหตุมาจากไวรัสมีความรุนแรงมากที่สุดเพราะนอกจากทําให
กุงตายอยางฉับพลันแลวยังไมมียารักษาอาการที่เกิดขึ้นได ไวรัสที่กอโรคในประเทศไทย ไดแก 
baculovirus (MBV), Lympoid organ virus, Infectious Hematopoietic and Hypodermal 
Necrosis virus (IHHNV), Hepatopencreatic Parvo-like virus, Yellow head virus (YHV) และ 
Systemic Ectodermal and Mesodermal Bacullovirus (SEMBV) (Flegel และคณะ., 1992) 
สําหรับแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคในกุงกุลาดําสวนใหญเปนแบคทีเรีย แกรมลบ ความรุนแรงที่
พบขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรีย เชน โรค Vibriosis ที่เกิดจากแบคทีเรียสกุล Vibrio ได
แก V. harveyi (โรคเรืองแสง), V. parahaemolyticus, V. vulnificus (โรคเสี้ยนดํา), V. 
splendidus นอกจากนี้แบคทีเรีย Aeromonas sp. และ Pseudomonas sp. ยังเปนสาเหตุของ
โรคในกุงได (Flegel และคณะ, 1992) 

ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการปองกันตนเอง (Defense mechanisms) หรือระบบ
ภูมิคุมกัน (Immune system) ของกุงกุลาดําจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง เพื่อเปนพื้นฐานในการควบ
คุม และแกปญหาโรคติดเชื้อในกุงกุลาดาํ รวมถึงปรับปรุงการเพาะเลี้ยง การจัดการฟารม เพื่อทํา
ใหกุงที่เราเลี้ยงนี้มีความแข็งแรง มีภูมิคุมกันที่มีประสิทธิภาพในการปองกันโรคสูงขึ้น 
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ตารางที่ 1 การสงออกกุงไทย เดือนมกราคม - มิถุนายน 2545 
                                                                                                 หนวย : ปริมาณ - เมตริกตัน, มูลคา - ลานบาท 

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

 
 ระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา เปนระบบภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด (Innate immunity)  
ซึ่งเปนระบบที่ไมสามารถแยกความแตกตางของสิ่งแปลกปลอม หรือจุลินทรียตางๆ ไดอยาง
จําเพาะเจาะจง และไมมีการสรางอิมมูโนโกลบุลิน ถึงแมวาจะสัมผัสกับส่ิงที่มาคุกคามหลายๆ 
คร้ังก็ตาม ระบบภูมิคุมกันมีการทํางานรวมกัน 2 แบบ คือ ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนอง
โดยเซลล เม็ดเลือด  (cellular immunity) และแบบที่มีการตอบสนองโดยสารน้ํ า  (humural 
immunity) ซึ่งการทํางานของระบบภูมิคุมกันทั้ง 2 แบบนี้จะตองทํางานรวมกัน โดยพบวาการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันทั้งสองนี้มักมี prophenoloxidase activating system เกิดขึ้นดวย
เสมอดังนั้น prophenoloxidase activating system จึงมีความสําคัญตอการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันมาก ปจจุบันการวัดระดับของแอกติวิตีของฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) 
ทําไดโดยการวัดทางเคมี ใช L-DOPA เปนสารตั้งตนของปฏิกิริยา ไดผลผลิตเปนสารที่มีสีสมแดง 
Dopachrome (Smith และ Söderhäll, 1991)  แตก็ยังไมมีการยืนยันที่แนนอนวา แอกติวิตีของฟ
นอลออกซิเดสนี้ ควรอยูในระดับใด และกุงที่กําลังปวยกับกุงปกติ จะมีปริมาณแอกติวิตีของฟนอล
ออกซิเดส เหมือนหรือตางกันอยางไร ประกอบกับการวัดระดับแอกติวิตีของฟนอลออกซิเดสนี้ ยัง
ไมมีความแนนอน และแมนยํา ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดปรับปรุงวิธีการวัดแอกติวิตีของฟนอลออก 
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ซีเดสทางเคมี และพัฒนาวิธีการวัดปริมาณโปรฟนอลออกซิเดสทางอิมมูนวิทยาดวยวิธี ELISA 
และปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซิเดสในระดับอารเอ็นเอ เพื่อใหการตรวจวัดระดับ
โปรฟนอลออกซีเดสมีความถูกตองมากยิ่งขึ้น 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อปรับปรุงวิธีการตรวจวัดแอกติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธีทางเคมี ใหมีความสะดวก     
 รวดเรว็ และมีความถูกตองแมนยํา 

2. ผลิตแอนติบอดี เพื่อใชในการตรวจวัดระดับโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํา 
3. ศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส ในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ Vibrio 

harveyi ดวยการทดสอบทางเคมี, วิธีทางอิมมูนโนวิทยาโดยการทํา ELISA   และวิธีทางชีว
วิทยาโมเลกุลโดยการทํา semi-quantitative RT-PCR 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงขอดี และขอเสียของการตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสในแตละวิธี 
2. ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงระดับแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสกับการติดเชื้อโรคในกุงกุลาดํา 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

1. ชีววิทยาของกุงกุลาดํา 

กุงกุลาดํา มีชื่อสามัญเปนภาษาอังกฤษวา Black Tiger Prawn มีลักษณะทาง 
อนุกรมวิธานเปนดังนี้ 

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

 กุงกุลาดําเปนกุงทะเลที่มีขนาดประมาณ 18–25 เซนติเมตร ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถึง 
น้ําตาลเขม มีลายพาดขวางที่หลังประมาณ 9 ลายและสีออกน้ําตาล เขมขางแถบสีขาว ดานบน
ของกรีมีฟน 7-8 ซี่ ดานลางมี 3 ซี่ หนวดยาวไมมีลายชัดเจน ขาเดินมีสีแดงปนดํา ขาวายน้ํา 
มีสีน้ําตาลปนน้ําเงิน (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) กุงกุลาดําทนทานตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพ
แวดลอมไดดี  ทนความเค็มในชวงกวาง ตั้งแตความเค็มตํ่าใกลศูนย ถึงความเค็มสูงสุด 40 สวนใน
พันสวน (ppt) (ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2535) 

2. ระบบภูมิคุมกันในสิ่งมีชีวิต  

 สิ่งมีชีวิตทุกชนิดตองเผชิญกับส่ิงแวดลอมที่เปนอันตรายตลอดเวลา เชน จุลินทรียและเชื้อ
โรคตางๆ ที่อยูในสิ่งแวดลอม เพื่อการอยูรอดส่ิงมีชีวิตตองมีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันขึ้นมา ซึ่ง
เมื่อมีสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนเขาสูรางกายของสิ่งมีชีวิต ส่ิงมีชีวิตนั้นจะมีการตอบสนอง
หลายอยางเกิดขึ้นภายในรางกาย เพื่อปองกันตัวเองและกําจัดหรือทําลายสิ่งแปลกปลอมนั้น  
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ทําใหสิ่งมีชีวิตดํารงชีวิตไดอยางปกติ ทั้งนี้จะกลาวถึงระบบภูมิคุมกันในสัตวมีกระดูกสันหลังและ
ไมมีกระดูกสันหลัง 

2.1 ระบบภูมิคุมกันในสัตวมีกระดูกสันหลัง 

  ในสัตวมีกระดูกสันหลัง ระบบภูมิคุมกันมีการตอบสนองโดย บี– ลิมโพไซด และที – ลิมโพ
ไซด โดยมีการสรางอิมมูโนโกลบุลิน (immunoglobulin) เปนการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมแบบ
พึ่งเซลลอยางจําเพาะ และมีความจําเพาะตอส่ิงแปลกปลอม ภูมิคุมกันและผลิตภัณฑตางๆ ของ
ระบบภูมิคุมกันสามารถจัดแบงออกไดเปนสองกลุมใหญคือ 

2.1.1 ภูมิคุมกันตามธรรมชาติ (Natural or Innate Immunity) เปนระบบปอง
กันทั่วไปของรางกายที่มีการตอตานการรุกราน การติดเชื้อตางๆ ในลักษณะเดียวกันทุกครั้งที่มีการ
สัมผัส กลไกการปองกัน ตอตาน การรุกรานของสิ่งแปลกปลอมตางๆ โดยการมีสิ่งกีดขวางการหลั่ง
สารตางๆ ตลอดจนเซลลที่เกี่ยวกับการกลืนทําลายและสภาพทางสรีระวิทยาตางๆ เชน การเปนไข 
ภูมิคุมกันตามธรรมชาติจะปรากฏอยูตลอดเวลาในสัตวทั่วไป และมีการเปลี่ยนแปลงตามสภาวะ
ทางสรีระวิทยา เชน สภาวะโภชนาการ อายุ และฮอรโมน กลไกเหลานี้จะไมสามารถแยกความ
แตกตางของสิ่งแปลกปลอมหรือจุลินทรียตางๆ ไมมีการปรับเปลี่ยนการตอบสนอง ถึงแมจะเผชิญ
กับส่ิงที่คุกคามมาหลายๆ คร้ังก็ตาม แนวปองกันที่สําคัญคือเยื่อบุผิว ไดแก เยื่อบุผิวหนัง เยื่อบุผิว
ทางเดินอาหารและทางเดินหายใจ เปนสิ่งที่กีดขวางทางกายภาพตอตานการรุกรานของสิ่งแปลก
ปลอม การหลั่งสารตางๆ เชน กรดในกระเพาะ ไลโซไซมในน้ําตา กรดไขมันจากตอมไขมัน 
(Selaceous gland) และโปรตีนตางๆ ในเลือด ซึ่งมีฤทธิ์ในการทําลายจุลินทรียและพิษของ 
จุลินทรียตางๆ ในกรณีที่ส่ิงแปลกปลอมสามารถผานแนวปองกันเหลานี้เขาสูภายในรางกายได 
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ เชน แมคโครฟาจและเม็ดเลือดขาวหลายชนิด (Macrophage and 
polymorphonuclear lymphocytes) จะถูกดึงมายังบริเวณเหลานั้นเพื่อกลืนกินและทําลายสิ่งที่
คุกคามรางกาย การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมที่รุกรานนี้อาจกอใหเกิดการตอบสนองทาง 
สรีรวิทยาที่เรียกวา อาการอักเสบ (inflammatory response) ซึ่งเปนอาการบวมแดงและเพิ่มความ
รอนในบริเวณที่ไดรับอันตราย อันเกิดเนื่องจากการหดตัวของหลอดเลือดที่นําเลือดออกจาก
บริเวณนั้นซึ่งจะเกิดขึ้นทันทีที่ไดรับการบาดเจ็บและมีการเพิ่มการผานออกของสารจากหลอดเลือด
ฝอยในบริเวณนั้น ทําใหของเหลวและเซลลตางๆ ออกมาคั่งในบริเวณนั้น ทําใหเกิดอาการบวม
และเจ็บ การสะสมของเซลลเม็ดเลือดขาวที่ทําหนาที่จับกิน (phagocyte) จะถูกดึงจากสารตางๆ 
ที่ปลอยจากจุลินทรีย ทําหนาที่เปน chemotactic agent เชน F-meth-Phe และ F-meth-Leu-Phe 
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ซึ่งเปนสารที่พบทั่วไปในจุลินทรีย เซลลเหลานี้ก็จะทําหนาที่กําจัดเชื้อโรคและเนื้อเยื่อที่ตายเปนผล
ใหมีการรักษาและอาจกอใหเกิดแผลเปนในบริเวณที่ถูกทําลาย อาการอักเสบอาจเกิดขึ้นเองโดย
อิสระ หรืออาจรวมกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัสก็ได อยางไรก็
ตามเมื่อจุลินทรีย หรือสิ่งแปลกปลอมที่ฝาแนวปองกันเหลานี้เขาไปในรางกายได มักจะเจริญหรือ
กอใหเกิดอันตรายอยางรวดเร็ว รางกายตองการระบบการปองกันที่มีประสิทธิภาพสูงจําเพาะตอ
ส่ิงแปลกปลอมนั้นโดยมีการทําลายเนื้อเยื่อของสัตวเองนอยที่สุด แนวปองกันนี้ตอบสนองโดย
ภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัส 
 

2.1.2 ภูมิคุมกันแบบที่ตองไดรับการสัมผัส (Acquired Immunity or Adaptive 
Resistance) ภูมิคุมกันแบบนี้ปกติจะไมมีการแสดงออก จนกระทั่งไดรับการสัมผัสจากการติดเชื้อ 
หรือปลูกภูมิคุมกัน สามารถแยกความแตกตางระหวางจุลินทรียชนิดตางๆ ได ในสัตวมีกระดูก 
สันหลัง ภูมิคุมกันแบบนี้สามารถถูกกระตุนใหมีการตอบสนองแยกไดเปนสองทาง คือ  

   2.1.2.1 การสรางแอนติบอดีจําเพาะชนิด (Specific antibody) แลวหลั่ง
เขาสูระบบเลือดและระบบน้ําเหลืองเรียกวา humoral immunity (HI)  

   2.1.2.2กระตุนเม็ดเลือดขาวที่จําเพาะตอส่ิงกระตุนใหทําลายสิ่งแปลก
ปลอมเรียกวา Cell mediated immunity (CMI)  

 เซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดีไดแก บี-ลิมโฟไซด (B-lymphocyte) แอนติบอดีเปน
โปรตีนสามารถจับอยางจําเพาะกับโครงสรางตางๆ ที่เรียกวาแอนติเจน (antigen) เชนจุลินทรีย 
โดยมีบริเวณที่จําเพาะสําหรับจับกับแอนติเจน (antigen specific binding site) แอนติบอดีเปน
โปรตีนในซีรัมในกลุมที่เรียกวาอิมมูโนกลอบบูลิน การตอบสนองแบบพึ่งเซลลตอบสนองโดย ที-ลิม
โฟไซด (T-lymphocyte) ที-ลิมโฟไซดที่ถูกกระตุนมีรีเซฟเตอร (receptor) คลายกับ biding site 
ของแอนติบอดี (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2540) 

2.2 ระบบภูมิคุมกันในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 

 ระบบภูมิคุมกันของสัตวไมมีกระดูกสันหลังเปนภูมิคุมกันตามธรรมชาติ ไมมีการสราง 
อิมมูโนโกลบุลิน  เนื่องจากเปนสัตวที่มีระบบเลือดแบบเปด ดังนั้นจึงมีกลไกในการปองกันในทันที
ซึ่งการตอบสนองเปนแบบไมจําเพาะ (non-spectific defense) และไมตองอาศัยการชักนําใหเกิด
ข้ึน (Johansson และ Söderhäll, 1989; Smith และ Söderhäll, 1983) ประกอบดวยการแข็งตัว
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ของเลือด (coagulation) เพื่อจับส่ิงแปลกปลอมและปองกันการสูญเสียเลือดในขณะที่เกิดบาด
แผลขึ้น โดยอาศัยการทํางานของเซลลเม็ดเลือด ไดแก การเกิดกระบวนการกลืนทําลาย 
(phagocytosis) การหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) การสรางโนดูล (nodulation) สวน
การตอบสนองโดยสารน้ํา ประกอบดวย agglutinins, lysins และ bactericidins เปนตน 
(Sindermann, 1990)  นอกจากนี้ยังมีระบบโปรฟนอลออกซิเดส (prophenoloxidase system) ซึ่ง
เปนการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังที่สําคัญ โดยที่เอนไซม และสาร
ตางๆ ที่อยูในระบบโปรฟนอลออกซีเดสนี้พบอยูในเซลลเม็ดเลือด ชวยใหการตอบสนองตอส่ิง
แปลกปลอมโดยเซลลเม็ดเลือดทํางานไดดีขึ้น (Söderhäll, 1981 และ 1982) 

2.3 ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 

ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุมครัสเตเชียน เปนระบบภูมิคุมกันตามธรรมชาติ ซึ่งเปน
ระบบที่ไมสามารถแยกความแตกตางของสิ่งแปลกปลอมหรือจุลินทรียตางๆ ไดอยางจําเพาะ
เจาะจง และ ไมมีการปรับเปล่ียนการตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีถึงแมวาจะสัมผัสกับส่ิงที่
มาคุกคามหลายๆ คร้ังก็ตาม ระบบภูมิคุมกันโรคของสิ่งมีชีวิตกลุมครัสเตเชียนมี 2 ระบบ (Lackie, 
1980; Ratcliffe และคณะ, 1985; Smith และ Chisholm, 1992) คือ ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการ
ตอบสนองโดยเซลล หรือแบบพึ่งพาเซลล (cellular immunity) และ แบบที่มีการตอบสนองแบบ
หลั่งสาร (humoral immunity) ซึ่งการทาํงานของระบบภูมิคุมกันทั้ง 2 แบบนี้จะตองทํางานรวมกัน  

  2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือด  

เปนการทํางานโดยเซลลเม็ดเลือด ซึ่งมีการแบงเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําออก
ไดเปน 3 ประเภทหลัก(Van de Braak และคณะ ; 1996, กิจการ และคณะ; 2543) คือ  

ไฮยาลีนเซลล (hyaline cell) เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด มีรูปรางแบน 
กลม ผิวเรียบ บางครั้งอาจพบรูปรางคลายกระสวย หรือพระจันทรเสี้ยว ลักษณะโครงสรางที่ผิว
ของเซลลไมพบไมโครวิลไล (microivilli) หรือเทาเทียม (pseudopodia) อัตราสวนของนิวเคลียส
ตอไซโตพลาสซึ่มสูง ไมมีแกรนูล ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 6.4-8.3 ไมครอน (ในกรณี
เซลลกลม) หรือมีขนาดความกวาง 2.5-3.6 ไมครอน ยาว 6.8-13.9 ไมครอน (ในกรณีที่เซลลเปน
รูปรี หรือรูปกระสวย) (รูปที่2.1) 
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แกรนูลารเซลล  (granular cell) เปน เซลล เม็ดเลือดที่มี ขนาดใหญ ที่ สุด  มี
นิวเคลียสขนาดเล็ก ภายในไซโตพลาสซึ่มมีแกรนูลขนาดใหญเปนนจํานวนมาก ขนาดของแกรนูล
มีขนาดประมาณ  0.7-1.0 ไมครอน ลักษณะการยืดของเทาเทียม หรือสวนยื่นของเซลล (cell 
process) ชนิดนี้เห็นไดชัดเจน ขนาดของเซลลมีเสนผานศูนยกลาง 8-10 ไมครอน ความยาว 
12.2-14.6 ไมครอน และความกวาง 7.2-7.8 ไมครอน (รูปที่2.1) 

เซมิแกรนูลารเซลล (semi-granular cell) เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีลักษณะผสม
ผสานระหวาง ไฮยาลีน กับ แกรนูลาร มีขนาดและจํานวนแกรนูลนอยกวาแกรนูลาร เปนเซลลที่
เกาะพื้นผิวแกวไดดี มีสวนยื่นของเซลล หรือเทาเทียมคอนขางมาก บริเวณผิวเซลลอาจพบไมโคร
วิลไลไดเล็กนอย ขนาดของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมครอน และยาว 9.0-14.2 ไมครอน (รูปที่ 
2.1) 

 

 
 

รูปที่ 2.1 เซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (1) แกรนูลารเซลล  (2),(3) เซมิแกรนูลารเซลล   
(4) แกรนูลารเซลลที่ไมมีนิวเคลียส และ (5) ไฮยาลีนเซลล 

 ที่มา : Van de Braak และคณะ, 1996 
 

ระบบภูมิคุมกันแบบตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือดนี้ กําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือ 
จุลินทรียที่เขามาคุกคามโดยกระบวนการกลืนทําลาย แตถาสิ่งที่เขามานั้นมีขนาดใหญ หรือ
จํานวนมากเกินกวาที่เซลลเม็ดเลือดจะจับกิน จะมีการรวมกันของเซลลเม็ดเลือดหลายๆ เซลลมา
ลอมรอบสิ่งแปลกปลอมนั้นๆ ไว เกิดกระบวนการที่เรียกวา การหอหุมส่ิงแปลกปลอม หรือเกิดการ
สรางโนดูล  เพื่อควบคุมไมใหสิ่งแปลกปลอมกระจายไปในกระแสเลือด (Smith และ Ratcliffe; 
1981, Johnson; 1987) ซึ่งเซลลเม็ดเลือดทั้ง 3 ชนิดทําหนาที่แตกตางกัน (ตารางที่2.1) ในการเกิด
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมโดยเซลลเม็ดเลือดตองอาศัยระบบภูมิคุมกันที่มีการตอบสนอง
โดยสารที่หลั่งออกมาจากเซลลเม็ดเลือด หรือสารที่มีอยูในน้ําเลือด เพื่อชวยในการจดจําและจับ
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กันไดของผิวเซลลเม็ดเลือดกับโมเลกุลของสิ่งแปลกปลอม หรือจุลินทรียที่เขามารุกราน (non-self 
recognition)  

2.3.1.1 การแข็งตัวของเลือด (hemolymph clotting) 

เปนกระบวนการแรกที่เกิดขึ้นภายหลังไดรับบาดแผล เพื่อปองกันการสูญ
เสียเลือดและปองกันการบุกรุกของเชื้อโรคผานบาดแผล (Johansson และ Söderhäll, 1989) การ
แข็งตัวของเลือดของสัตวกลุมค รัสเตเชียนเปนการทํางานเอนไซมทรานสกลูตามิ เนส 
(transglusminase, TGase) ที่หลั่งออกมาจากเซลลเม็ดเลือดมากระตุนใหโปรตีน  (clotting 
protein) เกิดปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชั่น (polymerisation) ไดลักษณะเปนเจลปดบาดแผลไว ซึ่ง
กระบวนการการแข็งตัวของเลือดนี้ตองอาศัยแคลเซียมเปนโคเอนไซม (Kopácek และคณะ, 
1993; Yeh และคณะ, 1998) นอกจากนี้ยังพบอีกวากระบวนการแข็งตัวของเลือดนี้จะเกิดขึ้น
พรอมกับกระบวนการสรางเม็ดสีดํา (melanisation) ที่ เกิดขึ้นในระบบโปรฟนอลออกซีเดส 
(Ratcliffe แ ล ะ ค ณ ะ , 1985; Johansson แ ล ะ  Söderhäll, 1989; Sritunyalucksana แ ล ะ  
Söderhäll, 2000) 

2.3.1.2 กระบวนการกลืนทําลายหรือฟาโกไซโตซีส 

กระบวนการกลืนทําลายเปนกลไกพื้นฐานที่สําคัญในการทําลายหรือ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมทั้งที่มีชีวิตและไมมีชีวิตที่รุกรานเขาไปในรางกาย (Reade, 1968; McKay 
และ Jenkin, 1970) ข้ันตอนในการกลืนทําลายจะมีลักษณะเชนเดียวกับสัตวที่มีกระดูกสันหลัง 
(Ratcliffe และคณะ, 1985) โดยขั้นตอนแรกของการเกิดกระบวนการกลืนทําลายไดแก การที่ส่ิง
แปลกปลอมเกาะบนเซลลเมนเบรนของเซลลเม็ดเลือด และมีการยื่นไซโตพลาสซึมลอมรอบส่ิง
แปลกปลอม นําไปสูการเพิ่มการนําออกซิเจนเขาสูเซลล (respiratory burst) ซึ่งออกซิเจนเหลานี้
จะถูกรีดิวซเปนซูเปอรออกไซดแอนไอออน (superoxide anion; O2

-) ดวย NADPH oxidase ตอ
จากนั้น O2

- จะถูกเปลี่ยนเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide; H2O2) โดยการเรง
ปฏิกิริยาดวยซูเปอรออกไซดดิสมิวเทส (superoxidase dismutase; SOD) (Klein, 1982; Pick 
และ Keisari, 1980) ดังสมการตอไปนี้ 
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2O2 + HADPH                                2O2

- + NADP+ + H+ 

           
O2

- + O2
- + 2H+                                H2O2 + O2 

 
O2

- อาจถูกเปลี่ยนเปน H2O2 ไดอีกทางหนึ่งโดยการเกิดเองตามธรรมชาต ิ
ไมตองอาศัยเอนไซมและไดซิงเกล็ทออกซิเจน (singlet oxygen; 1O2) เปนผลผลิตรวมกับ H2O2 
น อก จ าก นี้  O2

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

 
O2

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

 
O2

- + H2O2    .OH + OH- +O2 

 
จากปฏิกิริยาขางตน O2

-, H2O2, 1O2 และ .OH มีบทบาทสําคัญในการ
ทําลายสิ่งแปลกปลอมที่ถูกนําเขาเซลลโดยวิธีกลืนทําลาย (Adema และคณะ, 1991; Bachère 
และคณะ, 1995; Klein, 1982; Pick และ Keisari, 1980) แตเนื่องจาก 1O2 และ .OH ไมเสถียร 
(Klein, 1982) ทําให O2

- และ H2O2 มีบทบาทมากที่สุดในการทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยกระบวน
การกลืนทําลาย ซึ่งมีผูรายงานไวในหอยทาก (Adema และคณะ, 1991) และกุงกุลาดํา (Song 
และ Hsieh, 1994; Sung และคณะ, 1996) 

กระบวนการกลืนทําลายเกิดขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับ
ชนิดของสัตว (ตารางที่ 2.1) เชน ในกุงน้ําจืด ไฮยาลีนเซลลทําหนาที่กลืนทําลาย (McKay และ 
Jenkin, 1970; Smith และ Söderhäll, 1983) สวนในกุงน้ําเค็มสกุลพีเนียส และกุงมังกร เซมแิกรนู
ลารเซลลทําหนาที่ในการกลืนทําลาย (Bachère และคณะ, 1995; Hose และคณะ, 1990; Itami 
และคณะ, 1998) 

เปอรเซ็นของการเกิดฟาโกไซโตซีสเปนตัวบงชี้ประสิทธิภาพการจับกินสิ่ง
แปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือด พบวามีคาตั้งแต 1-2% (Paterson และ Swetart, 1974) จนถึง 
84% (Itami และคณะ, 1998) ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวทดลอง วิธีการวิเคราะห ส่ิงแปลกปลอมที่ใช 

SOD

NADPH oxidase
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และการกระตุนเม็ดเลือด โดยพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดกระบวนการกลืนทําลายคือ 22 
องศาเซลเซียส (McKay และ Jenkin, 1970) 

องคประกอบในสารน้ํา (humoral component) เปนปจจัยหนึ่งที่ทําให
กระบวนการกลืนทําลายเกิดสูงขึ้น McKay และคณะ (1969) และ McKay และ  Jenkin (1970) 
พบวาเมื่อบมส่ิงแปลกปลอมดวยซีรัมของกุงน้ําจืด  Parachaeraps bicarinatus กอนนําไป
วิเคราะหกระบวนการกลืนทําลาย จะทําใหกระบวนการกลืนทําลายสูงขึ้น และนอกจากนี้ พบวาซี
รัมประกอบดวยแอคกลูตินิน (agglutinin) ทําใหสรุปไดวาสารในน้ําเลือดที่สามารถทําหนาที่
กระตุนกระบวนการกลืนทําลาย หรือที่เรียกวา ออพโซนิน (opsonin) คือ แอคกลูตินิน 

แอคกลูตินินที่พบในกุงมังกร Homarus americanus มีคุณสมบัติเปน
สารกระตุนกระบวนการกลืนทําลายไดเชนกัน (Paterson และ Stewart, 1974)  

แอคกลู ติ นิ น ที่ เชื่ อ ม ต อกั บ ไล โป โพ ลี แซคคาไรด  (LPS-binding 
agglutinin) เปนแอคกลูตินินชนิดหนึ่งที่พบวาเปนสารกระตุนกระบวนการกลืนทําลายในกุงสีน้ํา
ตาล Penaeus californiensis (Vagas-Albores, 1995) นอกจากนี้ยังพบวา โปรตีนที่เชื่อมตอกับ
บีตา-1, 3-กลูแคน (ß-1, 3-glucan binding protein) และโปรตีน 76 kDa ซึ่งเปนองคประกอบใน
เลือดกุงปกติ สามารถเปนออพโซนิน กระตุนกะบวนการกลืนทําลายได (Cerenius และคณะ, 
1994; Johansson และ Söderhäll, 1989; Thörnqvist และ Söderhäll, 1997) สําหรับปู Carcius 
manas จะมีโปรตีน 80 kDa และโปรตีนที่เชื่อมตอกับบีตา-1, 3-กลูแคนในน้ําเลือด ทําหนาที่
เปนออพโซนินกระตุนกระบวนการกลืนทําลาย (Johansson, 1995) บีตา-1, 3-กลูแคนซึ่งเปนองค
ประกอบของผนังเซลลเชื้อราพบวา สามารถกระตุนกระบวนการกลืนทําลายไดเชนกัน (Smith และ 
Söderhäll, 1983) โดยบีตา-1, 3-กลูแคนจะเพิ่มระดับโปรตีนที่เชื่อมกับบีตา-1, 3-กลูแคนที่ทําหนา
ที่เปนออพโซนินในซีรัม (Vagas-Albores, 1995)  

กระบวนการกลืนทําลายไมไดเกิดเฉพาะเซลลเม็ดเลือดในระบบหมุน
เวียนเทานั้น เซลลที่อยูกับที่ (fixed cell) บริเวณเหงือก ที่เรียกวา nephrocytes ก็สามารถทําหนา
ที่กลืนทําลายสิ่ งแปลกปลอมไดดวยเชนกัน  (Ratcliffe และคณะ , 1985; Thörnqvist และ  
Söderhäll, 1997) 
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2.3.1.3 การสรางโนดูล (nodule formation) 

   กรณีที่มีเชื้อโรค และสิ่งแปลกปลอมบุกรุกเขามาเปนจํานวนมากเกินกวา
ความสามารถที่กระบวนการกลืนทําลายจะกําจัดได การสรางโนดูลเปนกลุมกอนเซลลรอบๆ ส่ิง
แปลกปลอมจะเกิดขึ้นเพื่อไมใหสิ่งแปลกปลอมกระจายไปทั่วรางกาย และมักพบการสรางโนดูล 
บริเวณเหงือก และตับ (hepatopancreas) (Ratcliffe และคณะ, 1985) พรอมกับการสรางเม็ดสี
ดํา (melanin) ในระบบโปรฟนอลออกซีเดส (Johansson และ Söderhäll, 1989)  

   2.3.1.4 การหอหุมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) 

   การหอหุมส่ิงแปลกปลอมจะเกิดขึ้นเมื่อส่ิงแปลกปลอมมีขนาดใหญมาก
กวา 10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) จนเซลลเม็ดเลือดเซลลเดียวไมสามารถกลืนทําลายได ตอง
อาศัยเซลลเม็ดเลือดเปนจํานวนมากมาลอมหอหุมส่ิงแปลกปลอมไว สิ่งแปลกปลอมที่มีขนาดใหญ 
เชน พยาธิ เชื้อรา และสัตวเซลลเดียวขนาดใหญ(Ratcliffe และคณะ, 1985) เซลลเม็ดเลือดที่ทํา
หนาที่ในการหอหุมส่ิงแปลกปลอมไดแก เซมิแกรนูลาร และแกรนูลารเซลล (ตารางที่ 2.1) กลไก
การกําจัดสิ่งแปลกปลอมที่ถูกหอหุมจะอาศัยองคประกอบในระบบโปรฟนอลออกซีเดส พรอมกับมี
การเกิดเม็ดสีดํา (Nappi, 1973; Ratcliffe และคณะ, 1985) และพบวาโปรตีนขนาด 76 kDa ที่
แยกไดจากน้ําเลือดชวยใหการหอหุมส่ิงแปลกปลอมเกิดเพิ่มข้ึน โดยกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดยึด
เกาะสิ่งแปลกปลอมดีขึ้น (Johansson และ Söderhäll, 1989; Smith และ Chisholm, 1992) 

2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบที่มีการตอบสนองโดยสารน้ําหรือแบบหลั่งสาร 

  ซีรัมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังไมพบอิมมูโนโกลบุลิน  (immunoglobulin) 
เหมื อนสัตวมี กระดูกสันหลั ง  (Lackie, 1980; Ratcliffe และคณะ , 1985; Thörnqvist และ  
Söderhäll, 1997) แตมีองคประกอบหลายชนิดที่ทําหนาที่ในระบบภูมิคุมกัน ไดแก สารออกฤทธิ์
ตานแบคทีเรีย (antibacteria activity) แอคกลูตินิน (agglutinin) สารคลายไซโตไคน (cytokine-
like factors) โมดูเลเตอร (modulators) และสารที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด (clotting 
factors) องคประกอบเหลานี้เกิดขึ้นเองในธรรมชาติ (Chisholm และ Smith, 1995; McKay และ
คณะ, 1969; Stewart และ Zwicker, 1972) หรืออาจถูกชักนําใหสรางขึ้น (Adums, 1991; Evans 
และคณะ, 1968,1969a, 1969b; Stewart และ Zwicker, 1972) ซึ่งการถูกชักนํานี้ไมมีคุณสมบัติ
ของอิมมูโนโกลบุลิน คือ ไมสามารถจดจําแอนติเจน และตอบสนองตอแอนติเจนนั้นๆ อยาง
จําเพาะเจาะจง เมื่อพบแอนติเจนในครั้งตอไป (Lackie, 1980; Ratcliffe และคณะ, 1985) 
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2.3.2.1 สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย หรือ แบคเทอริซิดิน (bactericidin) เปนสาร
ตานแบคที เรียที่ รายงานพบในน้ําเลือดกุงมังกร (Evans และคณะ , 1968, 1969a, 1969b; 
Stewart และ Zwicker, 1972; Weinheimer และคณะ, 1969) สามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นเมื่อไดรับ
สารกระตุน, ไมทนความรอน และมีความจําเพาะตอเชื้อบางชนิด มีการศึกษาไมมากนักในกลุม 
ครัสเตเซียน สวนใหญจะศึกษาในสัตวท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน กุงมังกร และกุงสกุล 
Penaeus เปนตน (ตารางที่ 2.2) ฤทธิ์ตานแบคทีเรียสามารถพบไดทั้งสวนพลาสมา (Adams, 
1991; Destoumieux และคณะ, 1997; Evans และคณะ, 1968, 1969a, 1969b; Stewart และ 
Zwicker, 1972) ซีรัม (Noga และคณะ, 1996, Stewart และ Zwicker, 1972) และในสารละลาย 
HLS (hemocyte lysate supernatant) (Chisholm และ Smith, 1995; Destoumieux และคณะ, 
1997; Noga และคณะ, 1996) 
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ตารางที่ 2.1 หนาที่ของเซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 
ชนิดเซลลเม็ดเลือด 

บทบาทหนาที่ ชนิดของครัสเตเชียน ไฮยาลีนเซลล เซมิแกรนูลารเซลล แกรนูลารเซลล อางอิง 

การแข็งตัวของเลือด 
(hemolymph clotting) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

+ - - Hose และคณะ (1990) 

กุงน้ําจืด Parachaeraps bicarinatus 
กุงน้ําจืด Astacus astacus + - - 

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

กระบวนการกลืนทําลาย 
(phagocytosis) 

กุง Penaeus japonicus 
กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

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

การหอหุมสิ่งแปลกปลอม 
(encapsulation) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
ปู Loxorhynchus grandis 

- + + Hose และคณะ (1990) 

ระบบโปรฟนอลออกซีเดส 
(prophenoloxidase system) 

กุงมังกร Homarus  americanus 
กุงมังกร Panulirus interruptus 
กุงมังกร Nephrops norvegicus 
ปู Loxorhynchus grandis 

- 
+ 

(ในแกรนูล) 
+ 

(ในแกรนูล) 
McKay และ Jenkin (1970) 
Smith และ Söderhäll (1991) 
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   Evans และคณะ (1968, 1969a, 1969b) และ Weinheimer และคณะ 
(1969) พบวาแบคเทอริซิดินสามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นเมื่อไดรับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบรูปทอน 
EMB-1 ที่แยกไดจากลําไสของกุงมังกร Panulirus argus  ที่มีสุขภาพดี ในรูปเซลลที่มีชีวิต และ
เซลลที่ถูกฆาดวยฟอรมาลิน 0.5% เปนสารกระตุนภูมิคุมกัน เมื่อไดรับการกระตุนครั้งที่ 2 และ 3 
จะพบแบคเทอริซิดิน ไตเตอรสูงขึ้นตามลําดับ แตแบคเทอริซิดินจะแสดงความจําเพาะตอเชื้อเพียง
บางชนิด (ตารางที่ 2.2) 

   Stewart และ Zwicker (1972) พบวา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียในน้ําเลือดกุง
มังกร Homarus americanus สูงขึ้น เมื่อกระตุนดวยเชื้อ Pseudomonas perolens ในรูปเซลลที่
ตายแลว ซึ่งแยกไดจากลําไสกุงมังกร และเปนสายพันธุที่ไมกอโรคในกุง แบคเทอริซิดินที่พบไมทน
ความรอน และมีฤทธิ์สูงขึ้นเมื่อpHลดลงจาก 7.6 เปน 6.0 (ตารางที่ 2.2) 

   Chisholm และ Smith (1995) ศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรียในครัสเตเซียน
หลายชนิด พบวา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียมีฤทธิ์ยับยั้งแตไมทําใหเซลลแบคทีเรียแตก โดยที่ฤทธิ์ตาน
แบคทีเรียที่พบในสวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตกไมไดเกิดจากฟนอลออกซิเดสที่พบในเซลลเม็ด
เลือด 

   Noga แล ะคณ ะ  (1996) ศึ ก ษ าฤท ธิ์ ต า น แบ คที เรี ย ใน ปู ท ะ เล 
(Callinectes sapidus พบฤทธิ์ตานแบคทีเรียทั้งในซีรัม และสวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตก มีคุณ
สมบัติเปนโปรตีน มีฤทธิ์ดีที่pHต่ํา (5.2-6.0) ถูกยับยั้งโดยโซเดียมคลอไรด และไมทนความรอน 
(ตารางที่ 2.2) 

   Destoumieux และคณะ (1997) คนพบโปรตีนที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพในน้ํา
เลือดกุง Penaeus vannamei และตั้งชื่อวา penaeidins โปรตีนนี้สามารถสกัดไดทั้งจากสวน
พลาสมาและเซลลเม็ดเลือดมีฤทธิ์ตานจุลชีพโดยไมทําใหเซลลแบคทีเรียแตก (non lytic activity) 
สรางและจัดเก็บอยูในเซลลเม็ดเลือดของกุง Penaeus vannamei   

   ในกุงกุลาดํามีผูรายงานฤทธิ์ตานแบคทีเรียไมมากนัก Adums (1991) 
พบฤทธิ์ตานแบคทีเรียในกุงกุลาดําในสวนพลาสมากุง สามารถถูกชักนําใหสูงขึ้นดวยสารกระตุน
ภูมิคุมกันที่ผลิตจาก V. alginolyticus ที่ฆาใหตายดวยความรอน   
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   Sung และคณะ (1996) พบฤทธิ์ตาน E. coli ในกุงกุลาดําสูงขึ้นอยาง
รวดเร็วแตคงอยูในชวงเวลาสั้นๆ เมื่อกระตุนดวยเซลล Vibrio ที่ทําใหตายดวยความรอน บีตา-กลู
แคน และไซโมแซน เอ      

2.3.2.2 แอคกลูตินิน (agglutinin)  

   แอคกลูตินินเปนสารกอใหเกิดการจับตัวของเม็ดเลือดแดงของสัตวมี
กระดูกสันหลัง (McKay และคณะ, 1969) แบคทีเรีย (Sritunyalucksana, 1995) และโปรโตซัว 
(Bang, 1962) พบโดยธรรมชาติในน้ําเลือดของครัสเตเซียน แอคกลูตินินนอกจากจะเปนสารกอให
เกิดการจับตัวของสิ่งแปลกปลอมแลว ยังมีหนาที่เปนออพโซนินกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซีส
ในการปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยเซลลดวย (McKay และ Jenkin, 1970; Paterson และ Stewart, 
1974; Vargas-Albores, 1995) 

   เลคติน (Lectin) เปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่สามารถจับไดอยางจําเพาะกับ
สารจําพวกคารโบไฮเดรต จัดเปนแอคกลูตินินชนิดหนึ่ง มีสวนเกี่ยวของกับการจับกันไดระหวาง
เซลลเม็ดเลือดของสัตวไมมีกระดูกสันหลังกับผิวของสิ่งแปลกปลอม มีคุณสมบัติเปนออฟโซนิน 
(Ratcliffe และคณะ, 1985) ซึ่งเลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนไดมีการแยกและศึกษาคุณสมบัติ
บางประการไวดังแสดงในตารางที่ 2.3 

   2.3.2.3 สารคลายไซโตไคน (cytokine-like factors) 

   ไซโตไคนเปนโปรตีนที่ไมใชแอนติบอดี สรางในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดย
ผลิตจากลิมโฟซัยท มีหนาที่ชวยรักษาความสมดุลของเลือดในระบบภูมิคุมกัน และชวยในการ
ประสานงานระหวางระบบภูมิคุมกันกับระบบอื่นๆ ในรางกาย (Smith และ Chisholm, 1992) 

   สารที่แสดงสมบัติคลายไซโตไคนในกุงไดแก โปรตีนขนาด 76 kDa ซึ่งมี
หนาที่ชวยกระตุนกระบวนการฟาโกไซโตซีส ชวยในการยึดติดระหวางเซลลเม็ดเลือดกับส่ิงแปลก
ปลอมขณะเกิดการหอหุมส่ิงแปลกปลอม (Smith และ Chisholm, 1992) และสงเสริมการทํางาน
ของระบบโปรฟนอลออกซีเดส โดยชวยใหเซลลเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลาร และแกรนูลาร เกิดดี
แกรนู เลชันมากขึ้น  ทําให เอนไซมในระบบโปรฟนอลออกซีเดสถูกปลอยออกมามากขึ้น 
(Johansson และ Söderhäll, 1989)  
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2.3.2.4 โมดูเลเตอร (modulators)  

   ตัวควบคุมระบบภูมิคุมกันใหอยูในสภาพที่เหมาะสมในครัสเตเซียนไดแก 
ตั วยั บยั้ ง เอน ไซม ย อย โป รตี น  (proteinase inhibitor) และอั ลฟ าแมคโครโกลบุ ลิน  (α-
macroglobulin) มีหนาที่ยับยั้งเซอรีนโปรตีเอส ในระบบโปรฟนอลออกซีเดสใหอยูในระดับที่สมดุล 
(Smith และ Chisholm, 1992) 

   2.3.2.5 สารที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด (clotting factors) 

   โคแอคกลูโลเจน (coaglulogen) เปนโปรตีนในพลาสมาที่มีบทบาทใน
การปองกันการสูญเสียเลือดและการปองกันการบุกรุกของเชื้อโรค (Smith และ Chisholm, 1992) 

    2.3.2.6 Pattern Recognition Proteins (PRPs) 

  เนื่ อ งจากวาสัตว ในกลุ มค รัส เต เชียน ไม มี การสรางแอนติบอดี 
(Immunoglobulin) ดังนั้นจึงตองมีการผลิตสารบางอยางเพื่อชวยในการจดจําและจับกันไดกับส่ิง
แปลกปลอม หรือจุลินทรียได ซึ่งสารที่วานี้เราเรียกวา Pattern Recognition Proteins (PRPs) 
PRPs มีชื่อเรียกตางๆ กันตามความสามารถในการจับกับโมเลกุลนั้นๆ ถาสามารถจับกับเบตา-กลู
แคน (β-1, 3-glucan) ไดเราก็เรียกวา β-1, 3-glucan binding protein (βGBP) และถาสามารถ
จับกับ ไลโปโพลีแซกคารไรด (lipopolysaccharide, LPS) ไดเราก็เรียกวา lipopolysaccharide 
binding protein (LPS-binding protein) สามารถพบไดใน Arthropod หลายชนิด เชน βGBP 
พบใน แมลงสาบ Blaberus craniifer (Soderhall และคณะ; 1988) หนอนไหม Bombyx mori 
(Ochiai และ  Ashida; 1988) และ ใน  crayfish Pacifastacus leniusculus (Duvic และ  Söder 
häll; 1990) สวน LPS-binding protein พบใน Pacifastacus leniusculus (Kopácek และคณะ ; 
1993) Penaeus californiensis (Vargas-Albores และคณะ; 1993a) ซึ่งทั้ง β-1, 3-glucan และ 
lipopolysaccharide นี้ เปนองคประกอบของผนังเซลลจุลินทรียเปนผลใหเซลลเม็ดเลือดสามารถ
จับกับเซลลจุลินทรียหรือผิวของสิ่งแปลกปลอมได  

หลังจากเซลลเม็ดเลือดจับ หรือสัมผัสกับผิวของจุลินทรียแลว PRPs ที่
จับกับผนังเซลลของจุลินทรียนี้ก็จะไปกระตุนเซลลเม็ดเลือดใหเคลื่อนที่ไปยังจุลินทรียเหลานั้น 
และเกิดกระบวนการกําจัดหรือทําลายจุลินทรียออกไปจากรางกาย นอกจากนี้ยังมีการหลั่งเอา
เอนไซม  และโปรตีนตางๆ ที่อยู ในแกรนูลของเซลลเม็ดเลือดออกมา (degranulation) เชน 
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Transglutaminase เพื่อชวยในกระบวนการการแข็งตัวของเลือด (clotting) สารยับยั้งจุลินทรีย 
PRPs และระบบโปรฟนอลออกซิเดส เปนตน 
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ตารางที่ 2.2 ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 
 

คุณสมบัติบางประการ 
ครัสเตเชียน แหลงที่พบฤทธิ์

ตานแบคทีเรีย 
แบคทีเรียที่ถูกยับยั้ง การทนความ

รอน 
ชักนําดวย
สารกระตุน คุณสมบัติอื่นๆ 

อางอิง 

กุงมังกร  
Panulirus argus 

พลาสมา แกรมลบ รูปแทง เสียสภาพที่ 
65oซ 20นาที + 

- ไมเกิดการรวมกลุม
กับ   แบคทีเรีย 

- ตอบสนองตอการ
กระตุนครั้งที่ 2 และ 3

- มีความจําเพาะตอ
เชื้อเพียงบางสวน 

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

กุงมังกร 
Panulirus interruptus พลาสมา แกรมลบ รูปแทง เสถียรที่ 60oซ    

20นาที + - ไม เกิดการรวมกลุม
กับแบคทีเรีย 

Evans และคณะ (1969a) 

กุงมังกร 
Homarus americanus ซีรัม และ

พลาสมา 

Pseudomonas 
perolens เสียสภาพที่     

55-65oซ + 
- ฤทธิ์ต านแบคที เรีย

เพิ่มขึ้นเมื่อ pH ลดลง
จาก 7.6 เปน 6.0 

Stewart แ ล ะ  Zwicker 
(1972) 

กุงกุลาดํา 
Penaeus monodon พลาสมา 

Vibrio anguilarum 
V. alginolyticus 

E. coli 
ไมมีขอมูล + 

- มีความจําเพาะตอ
เชื้อเปนบางสวน 

Adums (1991) 
Sung และคณะ (1996) 
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ตารางที่ 2.2 ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสัตวในกลุมครัสเตเชียน (ตอ) 
 

คุณสมบัติบางประการ 

ครัสเตเชียน แหลงที่พบฤทธิ์
ตานแบคทีเรีย แบคทีเรียที่ถูกยับยั้ง การทน

ความรอน 

ชักนํา
ดวยสาร
กระตุน 

คุณสมบัติอื่นๆ 
อางอิง 

กุงมังกร  
Panulirus argus 
กุงมังกร 
Nephrops norvegicus
กุง Crangon crangon 

HLS Psychrobacter 
immobilis 

ไมมีขอมูล ไมมีขอมูล 

- มีฤทธิ์ตาน แตไมทําใหเซลล
แบคทีเรียแตก (non lytic 
activity) 

 

 
Chisholm และ 
Smith (1995) 

ปูทะเล 
Callinectes sapidus 

ซีรัม และ HLS 

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

เสียสภาพที่ 
65-70 oซ ไมมีขอมูล 

- มีฤทธิ์ตานดีที่ pH  5.2-6.0 
- ถูกยับยั้งโดยโซเดียมคลอไรด 
- เสียสภาพโดยโปรติเอส 

Noga แ ล ะ ค ณ ะ 
(1996) 

กุง Penaeus vannamei 
 

พลาสมา และ 
HLS 

Micrococcus luteus 
E. coli 

ไมมีขอมูล ไมมีขอมูล - มี ฤท ธิ์ ต าน  แต ไม ทํ า ให เซลล
แบคทีเรียแตก 

Destoumieux แ ล ะ
คณะ (1997) 

ที่มา : สมบัติ รักประทานพร (2542), HLS (hemocyte lysate supernatants) = สวนใสของเซลลเม็ดเลือดแตก
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ตารางที่ 2.3 แสดงเลคตินในครัสเตเชียน 

 
ชนิดครัสเตเชียน น้ําหนักโมเลกุล / หนวยยอย คุณสมบัติในการจับกับน้ําตาล อางอิง 
กุงกุลาดํา 
Penaeus monodon  

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

Cancer antennarius หนวยยอยขนาด 36 kDa N-acetyl- และ N-glycolyneuraminic acid Ravindranath และคณะ (1985) 

Homarus americanus 2 ชนิด / หนวยยอยขนาด 55 kDa - Sialic acid 
- N-acetyl-D-galatosamine 

Hall และ Rowlands (1974) 

Squilla mantis 2 ชนิด / หนวยยอยขนาด193 kDa - N-acetyl-D-galatosamine 
- fucose 

Amirante และ Basso (1984) 

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

Ogata และคณะ (1983) 

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

galactose 
Muramoto และ Kamiya  
(1986 และ1989, ) 

ที่มา : Söderhäll และ Cerenius (1992) 
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2.3.3 ระบบโปรฟนอลออกซิเดส (Prophenoloxidase system) 

กลไกการตอบสนองโดยเซลลเม็ดเลือดในครัสเตเชียน ไดแก กระบวนการกลืน
ทําลาย การแข็งตัวของเลือด การสรางโนดูล และการหอหุมส่ิงแปลกปลอม รวมทั้งกลไกในการ
ทําลายจุลินทรียตางๆ เกี่ยวของกับสารน้ําที่เปนผลิตภัณฑจากระบบโปรฟนอลออกซีเดส ซึ่งอยูใน
เซลลเม็ดเลอืด (Söderhäll, 1981, 1982)  

ระบบโปรฟนอลออกซีเดสประกอบไปดวยเอนไซมที่สําคัญ คือ ฟนอลออกซีเดส 
(PO, o-diphenol-oxygen oxidoreductase; E.C. 1.10.3.1) จะอยูในรูปของ pro-enzyme ที่เรียก
วา โปรฟนอลออกซีเดส (proPO) และ เอนไซมในกลุมเซอรีนโปรติเอส โดยจะทํางานรวมกันอยาง
เปนระบบ (enzyme cascade) เรียกวา prophenoloxidase system เปนระบบที่สําคัญมากใน
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  (Leonard และคณะ, 1985; Ratcliffe 
และคณะ, 1984; Söderhäll และคณะ, 1994) โดยจะเปนระบบที่ชักนําใหเกิดกระบวนการ 
melanization มีผลทําใหบริเวณบาดแผลมีจุดสีดําของเมลานิน  (melanin) เกิดขึ้นที่ เปลือก 
กระบวนการที่สําคัญของระบบนี้จะเริ่มจาก proPO เปลี่ยนเปน PO โดยอาศัยเอนไซมกลุมเซอรีน 
โปรติเอส (serine – protease) ที่เรียกวา proPO activating system (PPAE) ที่ถูกหลั่งออกมา
พรอมกับ proPO เมื่อเซลลเม็ดเลือดเกิดการดีแกรนูเลชัน  ซึ่ง PPAE นี้จะทํางานไดตองอาศยั Ca2+ 
(Gollas-Galvan และคณะ, 1997) PO ที่ไดจะไปทําปฏิกิริยา hydroxylation ของ phenol และเกิด 
oxidation ของ o-phenols ไดเปน quinones ตอจากนั้นก็จะเกิด polymerization ของ quinones 
ไดเปนเมลานินมีฤทธิ์ตานจุลชีพ  นอกจากนี้ในกระบวนการเกิด melanization ยังมีสารประเภท 
reactive oxygen เกิดขึ้นดวย เชน superoxide anion และ hydroxyl radical ซึ่งเปนพิษตอเซลลจุ
ลินทรีย (Söderhäll, 1992; Nappi และคณะ, 1995; Song และ Hsieh, 1994) ดังแสดงในรูปที่ 
2.2 

สําหรับการกระตุนการทํางานของระบบ Prophenoloxidase Activating System 
นี้สามารถกระตุนไดโดย  β-1, 3-glucan (Ashida และคณะ ; 1983. Hemandez-Lopez และ
คณะ, 1996; Vargas-Albores และคณะ, 1993a) ผนังเซลลของแบคทีเรีย  (Ashida และคณะ, 
1983; Rowley และ Rahmet, 1990) และ lipopolysaccharide (Söderhäll และ Hall, 1984) แต
ก็มีรายงานไวในแมลง Allogamus auricollis วาระบบโปรฟนอลออกซีเดสนี้ไมสามารถถูกกระตุน
ไดดวยไซโมแซน ซึ่งเปน β-1, 3-glucan ชนิดหนึ่ง (Brivio และคณะ, 1996) นอกจากนี้ยังมีราย
งานวา prophenoloxidase system สามารถกระตุนการทํางานของเซลลเม็ดเลือดในการเกิด
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กระบวนการ adhesion encapsulation และกระบวนการกลืนทําลาย (Johansson และ Söder 
häll, 1989; Ratamäki และคณะ, 1991) ซึ่งการกระตุนโดยเซลลจุลินทรียนี้ไมไดกระตุนการทํางาน
ของเอนไซม แตเปนการกระตุนการเกิดดีแกรนูเลชัน (degranulation) (Gollas-Galvan และคณะ, 
1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 แสดงระบบโปรฟนอลออกซีเดสในครัสเตเชียน  

(ดัดแปลงจาก Sritnuyalucksana, 2000) 
 

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

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

LPS-binding protein 
(GNBP)

PG-binding protein 
(PGRP) 

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

Peroxinectin Degranulation 

PPAE

PO

Phenol quinones 

melanin 

Transglutaminase 

Clotting Protein ClotCa2+ 

Cell adhession 
Degranulation 
Opsonisation 
Encapsulation 
Peroxidase activity 

proPO 
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โปรฟนอลออกซี เดสไดมีการศึกษาในกุ งหลายชนิด  ไดแก  กุ ง  Penaeus 
californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993a, 1996; Hernández-López และคณะ, 1996; 
Gollas-Galván และคณะ , 1999) กุ ง  P. paulensis (Perazzolo และ  Barracco, 1997) กุ ง  P. 
stylirostris (Le Moullac และคณะ, 1997) และ กุงกุลาดํา P. monodon (Sritunyalucksana และ
คณะ, 1999) เอนไซมในระบบโปรฟนอลออกซีเดสอยูในเซลลเม็ดเลือดชนิดแกรนูลาร และ เซมิ
แกรนูลาร (Vargas-Albores และคณะ, 1993a; Perazzolo และ Barracco, 1997) และ ในกุง
กุ ล าดํ าพบว า  mRNA ของโป รฟ น อลออกซี เดสพบ เฉพ าะใน เซลล เม็ ด เลื อด เท านั้ น 
(Sritunyalucksana และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในสัตวในกลุมอารโทรพอดอื่นๆ 
อีกหลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.4 

 
ตารางที่ 2.4 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสของสัตวในกลุมอารโทรพอด 
 

ชนิด ชนิดของ 
proPO 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

อางอิง 

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

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

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

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

(AF 062034.1) 
Cui, 1998  

Blaberys discoidalis proPO 76b Durrant et al., 1993 
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ตารางที่ 2.4 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสของสัตวในกลุมอารโทรพอด (ตอ) 
 

ชนิด ชนิดของ 
proPO 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

อางอิง 

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

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

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

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

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

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

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

(AF 161260.1) 
Chase et al., 1999  

 proPO2 79c 
(AF 161261.1) 

Chase et al., 1999  

Tenebrio molitor proPO1 79.1a Lee et al., 1999 

ที่มา : Sritunyalucksana และ Söderhäll (2000), a น้ําหนักโมเลกุลคํานวณจากลําดับกรดอะมิ
โน(deduced amino acid), b น้ําหนักโมเลกุลจาก SDS-PAGE, c รายงานไวใน GenBank ตัวเลข
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ใน 
วงเล็บ คือ accession numbers 
2.4 พารามิเตอรที่ใชในการบงชี้ถึงสุขภาพของกุง 

 โดยทั่วไปในการประเมินถึงวาสุขภาพกุงที่เรากําลังเลี้ยงอยูเปนอยางไรนั้น เกษตรกร
สามารถพิจารณาถึงสิ่งตางๆ ดังตอไปนี้  อัตราการรอด อัตราการตาย อัตราการเจริญเติบโต 
อัตราการแลกเนื้อ  ปริมาณอาหารในลําไส  ลกัษณะภายนอกของตัวกุง เปนตน สวนการตรวจโรค
ติดเชื้อนั้นตองใชเทคนิคที่จําเพาะมากขึ้น เชน การสองตรวจดวยกลองจุลทรรศน  ตัดเนื้อเยื่อกุงไป
ตรวจดู (histopathology) การทํา immuno cytochemistry เปนตน แตอยางไรก็ตามในทางปฏิบัติ
เมื่อเทียบกับสัตวที่มีกระดูกสันหลังแลว ในกุงก็ยังไมมีบรรทัดฐานที่แนนอนในการประเมินถึงสุข
ภาพวามีสภาวะเปนเชนไร  โดยทั่วไปแลวจะนําเอาความรูทางดานภูมิคุมกันในสัตวที่มีกระดูกสัน
หลังที่ไดมีการศึกษาเปนอยางมาก มาใชเปนแบบอยางในการศึกษาถึงระบบภูมิคุมกันในสัตวไมมี
กระดูกสันหลัง เชน ความรูเกี่ยวกับทางดานโลหิตวิทยา (haematology) ซึ่งเปนวิธีหนึ่งในการ
วินิจฉัยโรคในคน และสัตวที่มีกระดูกสันหลังมาใชในการตรวจวินิจฉัยในกุงที่ปวย โดยตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงของสารตางๆ ในเลือด ไดแก ปริมาณโปรตีนในน้ําเลือด (total plasma protein)  
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส (glucose concentration) ระยะเวลาในการแข็งตัวของเลือด 
(clotting time)  ปริมาณเซลลเม็ดเลือด (hemocyte count)  แอคติวิตีของโปรฟนอลออกซิเดส 
(prophenoloxidase activity)  ป ริมาณของเซลล เม็ด เลือดที่ มี การจับกินสิ่ งแปลกปลอม 
(phagocytic index) และ  แอคติวิตีของสารยับยั้งแบคที เรีย  (antibacterial avtivity) เปนตน 
(Stewart และคณะ,1969; Hose และคณะ, 1984; Persson และคณะ, 1987; Bachère และ
คณะ, 1995; Hall และ Van Ham, 1998; Rodriguez และ Le Moullac, 2000) แตอยางไรก็ตาม
ผลที่ไดโดยสวนใหญแลวยังไมมีความแนนอนจึงยังไมมีการพัฒนานําเอาวิธีดังกลาวมาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยโรคอยางเปนทางการ 
 
 
 











































 บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมี 

 ในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดทําการทดสอบภาวะที่เหมาะสมจาก 
ตัวแปร 3 ประเภท ไดแก คาพีเอช ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร และปริมาณเอนไซมทริปซิน โดยมี
ผลการทดลองดังนี้ คือ 

4.1.1 ผลการศึกษาผลของพีเอชตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

 นําสารละลาย HLS ที่มีความเขมขนของโปรตีน 1.85 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร มาวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใชสารละลายที่มี pH 3 – 11 พบวา คาพีเอชที่
เห ม าะสมต อ ก า รวั ด แอคติ วิ ตี ข อ งฟ น อลออกซี เด ส  อยู ใน ช ว งpH 7 – 8 คื อ  ให ค า 
แอคติวิตี เทากับ 113.51 และ 111.53 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.1) นอกจากนี้ยังพบวา pH ที่สูงกวา  
8 สับสเตรทซึ่งเปน L-DOPA สามารถเกิดสีไดเองโดยไมตองอาศัยเอนไซม (auto oxidation)  
ดังแสดงในรูปที่ 4.1   
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ตารางที่ 4.1 ผลของ pH ตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 
 
คา pH แบลงค  

(mOD490 ที่เพิ่มข้ึนตอนาที) 
mOD490  ที่เพิ่ม
ขึ้นตอนาที 

แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส

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

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ  n = 3 
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รูปที่ 4.1 แสดงผลของพีเอชที่มีตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส  
 
 4.1.2 ศึกษาผลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

จากการทดลองนําตัวอยางสารละลาย HLS ที่มีความเขมขน 1.957 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
มาทดสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส โดยเติมเอนไซมทริปซินที่ความเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 
4% พบวาในชุดทดลองที่เติมเอนไซมทริปซินมีคาแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาในชุดการ
ทดลองที่ไมเติมเอนไซมทริปซินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งคาแอคติวิตีของฟนอลออก
ซีเดสที่เติมเอนไซมทริปซินความเขมขน 1, 2, 3 และ 4% ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.2  
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ตารางที่ 4.2 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส เมื่อเติมเอนไซมทริปซินเขมขน  
0, 1, 2, 3 และ 4% 
 
ความเขมขนของเอนไซมทริปซิน แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

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

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ  n = 3 
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รูปที่ 4.2 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสเมื่อเติมเอนไซมทริปซินเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 4% 
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 4.1.3 ชนิดของสารละลาย และการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส 

 นําสารละลาย HLS ที่มีความเขมขนของโปรตีนเทากับ 1.91 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาวัด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส โดยบมใชสารละลายที่แตกตางกัน คือ สารละลายแฮงค (Hank salt 
solution) สารละลายโซเดียมซิเตรต สารละลาย PBS สารละลาย Tris-HCl และสารละลาย CAC 
buffer ที่มีคา  pH เทากันคือ  7.5 พบวาในการทดลองชุดที่ เติมเอนไซมทริปซินใหคาของ 
ฟนอลออกซีเดสสูงกวาชุดการทดลองที่ไมเติมเอนไซมทริปซินในทุกชนิดของสารละลายที่ใชในการ
ทดลองครั้งนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และสารละลาย CAC buffer ใหคาแอคติวิตีของ
ฟนอลออกซีเดส สูงกวาสารละลายชนิดอื่นๆ ทั้งในชุดการทดลองที่เติมเอนไซมทริปซิน และชุดทีไ่ม
เติมเอนไซมทริปซินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในชุดการทดลองที่ไมเติมเอนไซม 
ทริปซิน สารละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียม แคลเซียม (H0) และสารละลาย Tris-HCl ใหคาแอคติวิ
ตีของฟนอลออกซีเดส ต่ํากวาสารละลายชนิดอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนในชุด
การทดลองที่เติมเอนไซมทริปซิน พบวาสารละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียมและแคลเซียมใหคา 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสต่ําที่สุดดังแสดงในตารางที่ 4.3 และจากการทดสอบการกระตุน 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยไซโมแซนเอในหลอดทดลอง พบวาไซโมแซนเอ ไมสามารถ
กระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดในสารละลายทุกชนิดที่ใชในการทดลองครั้งนี้ทั้งในแบบที่
เติมเอนไซมทริปซิน และไมเติมเอนไซมทริปซินดังแสดงในตารางที่ 4.4  และรูปที่ 4.3 

ตารางที่4.3 ผลของแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส เมื่อใชสารละลายตางชนิดกัน  

 
ชนิดของสารละลาย ไมเติมเอนไซมทริบซิน เติมเอนไซมทริปซิน 

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

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

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

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดส ดวยไซโมแซนเอ 

 
ชนิดของสารละลาย ไมเติมเอนไซมทริบซิน เติมเอนไซมทริปซิน 

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

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

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

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

4.1.4 เปรียบเทียบวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใชวิธี Dopachrome assay 
กับวิธี MBTH assay 

ในการเปรียบเทียบวิธีการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี Dopachrome assay 
และ MBTH assay โดยใชสับสเตรท L-DOPA เขมขน 8 มิลลิโมลาร พบวาผลผลิตที่ เกิดจาก 
ฟนอลออกซีเดสทําปฏิกิ ริยากับ  L-DOPA เพียงอยางเดียวใหสารสีสมแดงของโดพาโครม 
(dopachrome) สวนวิธี MBTH ใหสารสีชมพูเขมที่เกิดจากโดพาควินโนน (Dopaquinone) ทํา
ปฏิกิริยากับ MBTH โดย L-DOPA สามารถทําปฏิกิริยากับฟนอลออกซีเดสไดหมดพอดี ทําใหได
ผลผลิตเขมขน 8 มิลลิโมลารดวย  

นําสารละลายโดพาโครม และสารสีชมพูที่มีความเขมขน 8 มิลลิโมลาร มาเจือจาง 2 เทา
แบบเปนลําดับข้ัน ใหไดความเขมขน 8.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25  0.125 และ 0.0625 มิลลิโม
ลาร นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรไดดังตารางที่ 4.5  เมื่อพิจารณาความสัมพันธ
ระหวางคาดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับความเขมขนของสีที่เกิดขึ้น (รูปที่ 4.4 และ 4.5)  
พบวา วิธี MBTH assay ใหคาความไวของการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาวิธี DOPA 
ประมาณ 3.5 เทา โดยดูจากคาคงที่ของการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรของสีที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาเปน 2.156 x 10-4 และ 6.12 x 10-5 ตอโมลตอเซนติเมตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.3 ชนิดของสารละลาย และ ไซโมแซนเอ ตอ แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

ตารางที่ 4.5 คาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ของโดพาโครม และ สารสีชมพู ที่เกิดจากการ
ทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซิเดสกับ L-DOPA 
 
ความเขมขน (มิลลิโมลาร) OD490 ของโดพาโครม OD490 ของสารสีชมพู 

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

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานเมื่อ  n = 3 
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รูปที่4.4 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตร  กับ  ความเขมขน 

ของสารสีชมพูเขมที่เกิดจากโดพาควินโนนทําปฏิกิริยากับ MBTH 

y = 0.0612x + 0.0037

R2 = 0.9992
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รูปที่4.5 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรกับความเขมขน 

ของโดพาโครม 
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 นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อเติมกรดเปอรคลอริกลงไปในปฏิกิริยา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ที่เวลาตางๆ กัน การวัดปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี 
MBTH assay คาการดูดกลืนแสงคอนขางคงที่ ซึ่งในปฏิกิริยาที่ไมไดเติมกรดเปอรคลอริกคาการ
ดูดกลนืแสงยังคงเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามเวลาที่ผานไป สวนวิธี DOPA assay ทั้งในปฏิกิริยาที่เติม และ
ไมเติมกรดเปอรคลอริกคาการดูดกลืนแสงยังคงเพิ่มข้ึนตามเวลา แสดงใหเห็นวาการวัดแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสโดยวิธี MBTH assay สามารถหยุดปฏิกิริยาไดดวยกรดเปอรคลอริก ซึ่งวิธี 
DOPA assayไมสามารถหยุดปฏิกิริยาไดดงัแสดงในรูปที่ 4.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่4.6 ปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดส ตามวิธี MBTH assay และ วิธี DOPA assay  บริเวณลูก
ศรชี้ คือจุดที่เติมกรดเปอรคลอริก เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

4.2 การแยกฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 

 4.2.1 ผลการแยกโปรฟนอลออกซิเดสโดยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 

นําเลือดกุงกุลาดํามาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดออกมาแลวทําใหเซลลเม็ดเลือด
แตก จากนั้นนําเอาสารละลาย HLS มาแยกโปรฟนอลออกซิเดสดวยกระแสไฟฟาบนโพลีอะคริลา
ไมดเจลแบบ native ที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากนั้นนําโพลีอะคริลาไมดเจล
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DOPA ไมทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด DOPA ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
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มายอมดวยสียอมคูแมสซีบลู และยอมดูแถบโปรฟนอลออกซีเดสโดยทําปฏิกิริยากับ L-DOPA พบ
วามีแถบโปรตีนที่เกิดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส (รูปที่ 4.7) จากนั้นทําการตัดแถบโปรตีนตรง
บริเวณที่เกิดแอคติวิตีมาบดกับแอดจูแวนทแลวฉีดกระตุนกระตายเปนจํานวน 2 ครั้ง หางกันครั้ง
ละ 2 สัปดาห ทําการเก็บเลือดกระตายมาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาเซลลเม็ดเลือดแดงออกไป นํา
เฉพาะสวนใสซึ่งมีแอนติบอดีอยูมาตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี ปรากฏวา 
โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไมมีความจําเพาะกับโปรตีนจากสารละลาย HLS (รูปที่ 4.8)  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 4.7 โพลีอะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ ที่นํามาตัดตรงตําแหนง
บริเวณลูกศรชี้    สําหรับใชในการกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี โดยในแตละชองใช 
HLS ปริมาณ 50 ไมโครกรัม ยอมดวยสียอมคูแมสซีบลู (ชองที่ 1-6) และยอมดูแอคติวิตี
ดวย L-DOPA (ชองที่ 7 – 10) 

 

 

 

 

1       2        3       4       5         6        7       8        9     10 
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รูปที่ 4.8 ผลการตรวจสอบแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโปรฟนอลออกซีเดสดวยเทคนิค 
เวสเทิรนบลอท โดยในชองที่ 1 – 7 ยอมดวยแอนติบอดี และ ชองที่ 8-9 ยอมดวย  
คูแมสซีบลู  

 

 4.2.2 ผลการสกัดแยกโปรฟนอลออกซิ เดสโดยวิธี  Affinity Chromatography ดวย
คอลัมนบลูเซบฟาโรส 

นําสารละลาย HLS  ซึ่งไดจากตัวอยางเลือดกุงกุลาดําปริมาตร 25 มิลลิลิตร นํามาแยก
เซลลเม็ดเลือด แลวทําใหเซลลเม็ดเลือดแตกในสารละลาย CAC buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
มีความเขมขนโปรตีนเริ่มตนเปน 6.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นํามาแยกโปรฟนอลออกซีเดสโดย
ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส แลวลางดวยสารละลาย CAC buffer พบวาโปรตีนสวนใหญไมสามารถ
จับกับคอลัมนบลูเซบฟาโรสได และตรวจไมพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตตรวจพบแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสในสารละลายโปรตีนที่จับอยูกับคอลัมนบูลเซบฟาโรสซึ่งชะออกดวยสาร
ละลาย CAC buffer ที่มีโซเดียมคลอไรด 1.5 โมลาร แสดงดังรูปที่ 4.9  

      1          2           3          4          5         6           7          8         9 
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รูปที่ 4.9 แสดงโครมาโตแกรมของฟนอลออกซีเดสจากคอลัมนบลูเซบฟาโรส  ตรงศรชี้ คือ เร่ิมชะ
โปรตีนที่จับกับคอลัมนบลูเซบฟาโรสดวยสารละลาย CAC buffer+ โซเดียมคลอไรด  
1.5 โมลาร ดวยอัตราเร็ว 0.5 มิลลิลิตรตอนาที เก็บโปรตีนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส
หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

 
 เมื่อนําสารละลายที่แยกไดจากคอลัมนบลูเซบฟาโรสมาหาแอคติวิตีของฟนอลออก 
ซีเดสพบวามีคาแอคติวิตี 285,000 หนวย ในขณะที่ HLS กอนนํามาแยกดวยคอลัมนบลูเซบฟา
โรส มแีอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 2,413 หนวย และ โปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดมีปริมาณ 0.05 
มิลลิกรัม มีแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสคิดเปน 5.61 เปอรเซ็นตของปริมาณแอคติวิตีเร่ิมตนดัง
แสดงในตารางที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 
 

 ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

ความเขมขน
โปรตีน        

(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม) 

OD490 แอคติวิตี
ของฟนอล
ออกซีเดส  

ปริมาณแอคติวิตี 
(เปอรเซ็นต) 

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

 นําโปรตีนจากหลอดที่ 6 และ 31 ซึ่งเปนโปรตีนจากคอลัมนบลูเซบฟาโรส ในยอดแรก 
และยอดที่ 2 ของโครมาโตแกรมตามลําดับ มาเปรียบเทียบกับโปรตีนจากน้ําเลือด และสารละลาย 
HLS โดยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ พบวา
โปรตีนที่ไดจากหลอดที่ 6 สวนใหญเปนโปรตีนที่มีอยูในน้ําเลือด และโปรตีนที่ไดจากหลอดที่ 31 
โปรตีนที่ตรวจพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสมีขนาดโมเลกุลประมาณ 480 กิโลดาลตัน (kDa) 
ดังรูปที่ 4.10  
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รูปที่ 4.10 แสดงโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากผานคอลัมนบลูเซบฟาโรส บนโพลีอะคริลาไมดเจล 
7.5% แบบไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ นํามายอมดูแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวย  
L-DOPA และยอมดวยสียอมคูแมสซีบลู (ก) ยอมดวยซิลเวอร (ข) ใชปริมาณโปรตนี 2 
ไมโครกรัม ตอชอง 

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

ชองที่ 1 = น้ําเลือดกุง  
ชองที่ 2 = สารละลาย HLS  
ชองที่ 4 = โปรตีนจากสารละลาย HLS ที่ไมจับคอลัมน  
ชองที่ 6 = โปรตีนจากสารละลาย HLS ที่จับกับคอลัมน  

 
4.3 การโคลน และการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส 

 อารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํานํามาตรวจสอบปริมาณคุณภาพโดย
วิธีวัดคาการดูดกลืนแสง พบวามีอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร ตอ 280  
นาโนเมตร เปน 1.4 – 2.0 เมื่อนําไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดสโดยวิธี  
RT-PCR ดวยคูไพรเมอร TOPO1และ TOPO2 ตามที่ไดออกแบบไวจากจุดเริ่มตน (start codon) 
ถึงจุดสิ้นสุด (stop codon)ในการแปลรหัสของยีนโปรฟนอลออกซีเดส จากการตรวจสอบขนาด 
โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส พบวาไดผลผลิตจาก RT-PCR ขนาด 2,072 คูเบส ดังแสดง
ในรูปที่ 4.11 เมื่อชะผลผลิตจาก RT-PCR ออกจากอะกาโรสเจลแลว นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดไปเชื่อมกับ 

 

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

669 kDa 

440 kDa 

232 kDa 

669 kDa

440 kDa

232 kDa

ก ข 

480kDa
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 T- vector และชักนําเขาสู E. coli สายพันธุ JM 109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนจากโคโลนีของ  
E. coli สายพันธุ JM 109 แลวนําไปทําโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร puc1 และ puc2 ซึ่งจําเพาะ
กับ T-vector ไดผลผลิตจากโคโลนีพีซีอาร ขนาด 2,398 คูเบส ซึ่งรวมกับสวนของ T-vector 326 คู
เบส จากการทดสอบ E. coli สายพันธุ JM 109 เปนจํานวน 26 โคโลนี พบวาไดรีคอมบิแนนท
โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,072 คูเบส จํานวน 1 โคโลนี ดังรูปที่ 4.12  

 

 
 

 

รูปที่ 4.11 การตรวจสอบขนาดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต   
ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 

 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐานλHindIII 
 ชองที่ 1 – 4 = ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอจาก RT-PCR   
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รูปที่ 4.12 แสดงผลของโคโลนีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร puc1 และ puc2 บน 1% อะกาโรสเจล  
ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 

 ชองที่ M (บน และ ลาง)  =   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
 ชองที่ m (บน และ ลาง)  =   ดีเอ็นเอมาตรฐาน λHindIII  
 ชองที่ 1-10 (บน และ ลาง)  =   ผลผลิตจากการทําโคโลนีพีซีอาร 
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รูปที่ 4.13 แสดงเอ็กเพรสชั่นเวกเตอร pET17b (ชองที่1) และ รีคอมบิแนนทพลาสมิด T-vector ที่
มีชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 
EcoRI (ชองที่ 2) โดยมี λHindIII เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (ชองที่ M) บน 1 เปอรเซนต 
อะกาโรสเจล 
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รูปที่ 4.14 แสดงผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทโคลน บน 1% อะกาโรสเจล  
 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
 ชองที่ 2 – 11 = รีคอมบิแนนทโคลน 
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นํารีคอมบิแนนทโคลนที่ไดไปสกัดพลาสมิด นํารีคอมบิแนนทพลาสมิด และเอ็กเพรสชั่น 
เวคเตอร pET17b ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI แลวนําไปตรวจสอบความถูก
ตองของขนาดชิ้นดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส ซึ่งพบวามีชิ้นดีเอ็นเอยีนโปรฟนอล
ออกซิเดส (รูปที่ 4.13) นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีปลายเปน NdeI และ EcoRI มาเชื่อมตอกับ
เอ็กเพรสชั่นเวคเตอร pET17b แลวชักนําเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS 
จากนั้นทําการคัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนที่ไดโดยทําโคโลนีพีซีอารดวยไพรเมอร T7 และ ไพร
เมอร PO2 ไดผลผลิตพีซีอารขนาด 830 คูเบส (รูปที่ 4.14) ซึ่งไพรเมอร T7 จับตรงตําแหนงนิวคลี
โอไทดที่ 333 ถึง 349 ของเวคเตอร pET17b หางจากจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI อยู 82 คู
เบส และไพรเมอร PO2 เปนไพรเมอรที่จับไดกับยีนโปรฟนอลออกซิเดสที่ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 
753  ดั ง แ ส ด ง ใ น รู ป ที่  4.15 จ า ก นั้ น เ ลื อ ก รี ค อ ม บิ แ น น ท โ ค ล น ม า ส กั ด 
พลาสมิด และหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสเขากันได
พอดีกับ open reading frame ของเวคเตอร pET17b (รูปที่ 4.16)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 แผนภาพแสดงตําแหนงของไพรเมอร T7 ในเอ็กเพรสชั่นเวคเตอร pET17b และ 
ตําแหนงของไพรเมอร PO2 ในยีนโปรฟนอลออกซีเดส 
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 นํารีคอมบิแนนทโคลนมาเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB แลวเหนี่ยวนําใหสราง 
รีคอมบิแนนทโปรตีนดวยสารละลาย IPTG เขมขน 1 มิลลิโมลาร พบวามีการสรางรีคอมบิแนนท
โปรตีนขนาด 73 kDa ซึ่งเมื่อเทียบเวลาที่ใชในการเหนี่ยวนําระหวาง 1 ชั่วโมง และ 3 ชั่วโมง พบวา
ที่เวลาที่ใชในการเหนี่ยวนํา 3 ชั่วโมง ไดผลผลิตรีคอมบิแนนทสูงกวาการเหนี่ยวนําที่ 1ชั่วโมง (รูปที่
4.17)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่4.16 ลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณ cloning และ expression ของเวคเตอร pET17b (ก) 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดส (ข) 
 

ข

ก
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รูปที่ 4.17 แสดงผลของรีคอมบิแนนทโปรตีนหลังจากเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีนโปรฟ

นอลออกซีเดสในเวคเตอร pET17b บน 12 % โพลีอะคริลาไมดเจล 
 

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

ชองที่ 1 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS ที่ไมได
เหนี่ยวนําที่เวลา 1  ชั่วโมง 

ชองที่ 2 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก
เหนี่ยวนําเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

ชองที่ 3 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS ที่ไมได
เหนี่ยวนําที่เวลา 3 ชั่วโมง 

ชองที่ 4 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก
เหนี่ยวนําเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

  M         1         2           3        4

94 kDa 
67 kDa 

43 kDa 

30 kDa 

20 kDa 

14 kDa 

73 kDa



 68

4.4 ผลการแยกรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากโพลีอะคริลาไมดเจล 

 หลังจากชะรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากโพลีอะคริลาไมดเจลดวยกระแสไฟฟาดวยเครื่อง 
Electro-Eluter รุน 422 (BioRad) แลวนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส พบวารีคอมบิแนนทโปรตีนที่แยกออกมาไดมีความบริสุทธิ์พอที่
จะนําไปใชเปนแอนติเจน (รูปที่ 4.18) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 แสดงรีคอมบิแนนทโปรตีน บน 12% โพลีอะคริลาไมดเจลแบบเอสดีเอส 

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

ชองที่ 1 = โปรตีนที่ไดจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) pLysS หลังจาก 
เหนี่ยวนําเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

ชองที่ 2 = รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ชะออกจากโพลีอะคริลาไมดเจล  

 

 M       1         2

94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa
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4.5 ผลของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากรีคอมบิแนนทโปรตีน 

หลังจากฉีดกระตุนกระตายดวยรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนจํานวน 2 ครั้ง แลวเก็บเลือด
กระตายมาตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดี ตอ รีคอมบิแนนทโปรตีนที่ใชเปนแอนติเจนใน
การกระตุนกระตาย และตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรฟนอลออกซีเดสในเซลล
เม็ดเลือดกุงโดยการทําเวสเทิรนบลอท พบวา แอนติบอดีที่ไดสามารถจับไดกับแถบโปรตีนขนาด 
480 กิโลดาลตันจาก HLS ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลตรงกับตําแหนงที่ทําปฏิกิริยากับ L-DOPA บนโพลี
อะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ แสดงวามีความจําเพาะตอโปรฟนอลออกซี
เดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา ในขณะที่ไมสามารถตรวจวัดไดจากโปรตีนที่มาจากน้ําเลือด (รูปที่ 
4.19) และเมื่อตรวจสอบบนโพลีอะคริลาไมดเจลแบบเอสดีเอส พบวาแอนติบอดียังคงมีความ
จําเพาะกับโปรตีนจากสารละลาย HLS ถึงแมวาสูญเสียสภาพธรรมชาติไปแลวก็ตาม (รูปที่ 4.20)  
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รูปที่ 4.19    แสดงความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนที่ไดจากเลือดกุงกุลาดํา บนกราเดียนท

โพลีอะคริลาไมดเจลแบบ โปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (ก) ยอมดวยสีคูแมสซี 
บลู (ข) ตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีโดยการทําเวสเทอรนบลอท และ (ค) 
ยอมดูแอคติวิตีของ ฟนอลออกซิเดสดวย L-DOPA  

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

 ชองที่ 1 = สารละลาย HLS 
 ชองที่ 2 = น้ําเลือด 
 
 
 
 
 
 
 

        ก                    ข                   ค  

440 kDa 

232 kDa 

66 kDa 

140 kDa 

      M    1     2                             M   1      2                       M      1       2

480 kDa

669 kDa 
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รูปที่ 4.20 แสดงความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนในสารละลาย HLS บน 10 % โพลีอะคริ

ลาไมดเจลแบบ เอสดีเอส ยอมดูแถบโปรตีนดวยคูแมสซีบลู (ก) และแผนเมมเบรน 
ไนโตรเซลลูโลสที่ตรวจสอบความจําเพาะกับแอนติบอดี (ข) 

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

 ชองที่ 1 = โปรตีนทั้งหมดที่ไดจากรีคอมบิแนนทแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  
                           BL21(DE3) pLysS 
 ชองที่ 2 = โปรตีนขนาด 72 kDa ที่แยกไดจากรีคอมบิแนนทแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ  
                           BL21(DE3) pLysS  
 ชองที่ 3 = สารละลาย HLS  
 ชองที่ 4 = น้ําเลือด 
 
 

  ก ข

94 kDa 

67 kDa 

43 kDa 

30 kDa 

           M         1        2       3     4 M         1         2        3        4 
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4.6 ผลการทํา ELISA โดยใชโพลีโคลนอลที่ผลิตได 

  เมื่อใชรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนแอนติเจนในการเคลือบหลุมของไมโครไตเตอรเพลท พบ
วา แอนติบอดีที่ไดจากกระตายหลังฉีดกระตุนใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวา
แอนติบอดีที่ไดจากกระตายกอนฉีดกระตุนในทุกๆ คาความเจือจางของรคีอมบิแนนทโปรตีน และ
Base line ของเสนโคงของแอนติบอดีหลังฉีดกระตุนมีคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเเมตรเทากับ 
0.21 ดังนั้นคาไตเตอรของแอนติเจนเทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 200 หรือ 13.75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (รูปที่ 4.21) ซึ่งเปนคาความเจือจางสูงสุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร เทา
กับ 0.61 (ตารางที่ 4.7) เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเจือจางเทากับ 1 ตอ 1,000  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.21 แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับ คาความ
เจือจางของรีคอมบิแนนทโปรตีน  และ การอานคาไตเตอรของรีคอมบิแนนท
โปรตีน  โดยตรงศรชี้ คือ คาความเจือจางสูงสุดของของรีคอมบิแนนทโปรตีนที่
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490  นาโนเมตร สูงกวา base line 0.4 
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ตารางที่ 4.7     แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ในการทํา ELISA เมื่อใชรีคอมบิแนนทโปรตีนเปนแอนติเจน และใชแอนติบอดีเจือจาง 1 ตอ 1000 
 
 

การเจือจางของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 1:50 

(55.14)a 
1:100 

(27.57) 
1:200 

(13.79) 
1:400 
(6.89) 

1: 800 
(3.45) 

1:1,600 
(1.72) 

1:3,200 
(0.86) 

1:6,400 
(0.43) 

1:12,800 
(0.22) 

1:25,600
(0.11) 

1:51,200 
(0.05) 

แอนติบอดีจากกระตาย
กอนกระตุนดวย 

รีคอมบิแนนทโปรตีน 

0.074 
± 

0.001 

0.047 
± 

0.002 

0.043 
± 

0.001 

0.041 
± 

0.001 

0.043 
± 

0.001 

0.031 
± 

0.001 

0.025 
± 

0.003 

0.023 
± 

0.004 

0.025 
± 

0.003 

0.025  
±  

0.003 

0.027 
± 

0.003 
แอนติบอดีจากกระตาย

หลังกระตุนดวย 
รีคอมบิแนนทโปรตีน 

1.063 
± 

0.006 

0.810 
± 

0.011 

0.610 
± 

0.004 

0.451 
± 

0.045 

0.300 
± 

0.012 

0.214 
± 

0.006 

0.170 
± 

0.014 

0.188 
± 

0.009 

0.179 
± 

0.018 

0.102 
± 

0.026 

0.090 
± 

0.019 
a ความเขมขนโปรตีน หนวยเปน นาโนกรัมตอมิลลิลิตร    คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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 เมื่อใชสารละลาย HLS ที่มีความเขมขน 0.915 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเปนแอนติเจนในการ
เคลือบหลุมของไมโครไตเตอรเพลท พบวา แอนติบอดีที่ไดจากกระตายหลังฉีดกระตุนใหคาการดูด
กลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวาแอนติบอดีที่ไดจากกระตายกอนฉีดกระตุนในทุกๆ คาความเจือ
จางของสารละลาย HLS และBase line ของเสนโคงของแอนติบอดีหลังฉีดกระตุนมีคาการดูดกลืน
แสงที่ 490 นาโนเเมตรเทากับ 0.10 ดังนั้นคาไตเตอรของสารละลาย HLS เทากับคาการเจือจางที่ 1 
ตอ 50 หรือ 18.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.21 และตารางที่ 4.8) ซึ่งเปนคาความเขมขนของ
สารละลาย  HLS ที่นอยที่สุดที่ ใหคาการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตร เทากับ  0.50 เมื่อใช
แอนติบอดีที่ความเจือจางเทากับ 1 ตอ 1,000  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.22 แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับ คาความ
เจือจางของสารละลาย HLS  และ การอานคาไตเตอรของ HLS โดยตรงศรชี้ 
คือ คาความเจือจางสูงสุดของสารละลาย HLS ที่นํามาตรวจวัดปริมาณ 
โปรฟนอลออกซีเดสที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร สูงกวา base line 
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ตารางที่ 4.8     แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ในการทํา ELISA เมื่อใชสารละลาย HLS เปนแอนติเจน และใชแอนติบอดีเจือจาง 1 ตอ 1000 
 
 

การเจือจางของสายละลาย HLS 
 1 : 2 

(457.50)a 
1 : 4 

(228.75) 
1 : 8 

(114.38) 
1 : 16 

(57.19)
1 : 32 

(28.59) 
1 : 64 

(14.30) 
1 : 128 
(7.15) 

1 : 256 
(3.57) 

1 : 512 
(1.79) 

1 : 
1024(0.8

9) 
แอนติบอดีจากกระตาย

กอนกระตุนดวย 
รีคอมบิแนนทโปรตีน 

0.482 
± 

0.037 

0.403 
± 

0.022 

0.367 
± 

0.042 

0.332 
± 

0.037 

0.222 
± 

0.034 

0.108 
± 

0.003 

0.061 
± 

0.049 

0.026 
± 

0.006 

0.019 
± 

0.006 

0.016  
±  

0.001 

แอนติบอดีจากกระตาย
หลังกระตุนดวย 

รีคอมบิแนนทโปรตีน 

1.261 
± 

0.093 

1.180 
± 

0.047 

1.049 
± 

0.016 

0.945 
± 

0.002 

0.703 
± 

0.002 

0.445 
± 

0.010 

0.141 
± 

0.003 

0.076 
± 

0.021 

0.033 
± 

0.011 

0.032 
± 

0.002 
a ความเขมขนโปรตีน หนวยเปน ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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4.7 การหาปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative 
RT-PCR 
  

ทํา RT-PCR โดยใชไพรเมอร PO1 และ PO2 ไดผลผลิตจาก RT-PCR ขนาด 417 คูเบส 
(รูปที่ 4.25) จากนั้นชะออกจากอะกาโรสเจลแลวนําไปเชื่อมตอกับ T-vector แลวชักนําเขาสูเซลล
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนจากโคโลนีของ E. coli สายพันธุ 
JM 109 ไปทําโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร M13F และ M13R ซึ่งจําเพาะกับT-vector ไดผลผลิต
จากโคโลนีพีซีอารขนาด 673 คูเบส ซึ่งรวมกับสวนของ T-vector 256 คูเบส นํามาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI ไดเปน 2 รูปแบบ คือ ชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด 277 คูเบส และ 396 คูเบส กับ ชิ้น 
ดีเอ็นเอขนาด 317 คูเบส และ 356 คูเบส (รูปที่ 4.23 และรูปที่ 4.24)  

 
 
รูปที่ 4.23 แสดงแบบจําลองการตัดผลผลิตจากโคโลนีพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
 
 จากนั้นนําโคโลนีของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 ที่ตรวจสอบจนแนใจแลววามี
ชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส มาสกัดพลาสมิด และหาลําดับนิวคลีโอไทด นําไปเปรียบ
เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสที่รายงานไวใน GenBank พบวามีความ
คลายกันมาก แสดงวาไพรเมอร PO1 และ PO2 ที่ออกแบบมาใชได 
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รูปที่  4.24 แสดงผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 

ชองที่ M     =    ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ชองที่ 1 – 4  = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  

                    ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 317 และ 356 คูเบส 
ชองที่ 5 และ 7-9     = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ไมไดตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ  

    BamHI  
ชองที่ 6  = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ตัดดวย เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  

                    ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 277 และ 396 คูเบส 
ชองที่ 10   = ผลผลิตโคโลนีพีซีอารที่ไมมีชิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไป 
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เมื่อทําการทดสอบคาความเขมขนที่เหมาะสมของไพรเมอรที่ใชในการทํา semiquantitative 
RT-PCR โดยใชคูไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2 ซึ่งใหผลผลิตพีซีอารขนาด 
417 คูเบส และ 327 คูเบส ตามลําดับ โดยใชความเขมขนของไพรเมอรทั้ง 2 คูเปน 0.2 0.4 0.6 
0.8 และ 1.0 ไมโครโมลาร พบวาแถบดีเอ็นเอของแอคตินมีความเขมมากกวาแถบดีเอ็นเอของโปร
ฟนอลออกซีเดสที่ความเขมขนของไพรเมอรเทากนั แสดงใหเห็นวายีนแอคตินมี copy number สูง
กวายีนโปรฟนอลออกซีเดส (รูปที่ 4.25) จากนั้นจึงปรับความเขมขนของไพรเมอรทั้งคูใหมโดยใชคู
ไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2 ในหลอดเดียวกันโดยใชความเขมขนของคู
ไพรเมอร PO1, PO2 เทากับ 1.0 ไมโครโมลาร แตใชความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 
เทากบั 0.04 0.08 0.12 และ 0.16 ไมโครโมลาร พบวา ความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 
เทากับ 0.12 ไมโครโมลาร ใหความเขมของแถบดีเอ็นเอของแอคตินและแถบดีเอ็นเอของโปรฟนอล
ออกซีเดสใกลเคียงกันมากที่สุด (รูปที่ 4.26) ดังนั้น จึงเลือกใชความเขมขนของคูไพรเมอร PO1, 
PO2 เปน 1.0 ไมโครโมลาร และความเขมขนของคูไพรเมอร actin1, actin2 เปน 0.12 ไมโครโม
ลาร ในการทํา RT-PCR 

 ในการทดสอบคาความเขมขนของแมกนีเซียมที่เหมาะสมสําหรับทํา RT-PCR โดยเปรียบ
เทียบความเขมขนของแมกนีเซียมเทากับ 1.0 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร พบวาที่ความเขมขนของ
แมกนีเซียม 1.5 มิลลิโมลาร แถบดีเอ็นเอของแอคตินและโปรฟนอลออกซีเดสที่ทําปฏิกิริยาใน
หลอดเดียวกันมีความเขมใกลเคียงกันกับแถบดีเอ็นเอของแอคตินและโปรฟนอลออกซีเดสที่ทํา
ปฏิกิริยาแบบแยกหลอดกัน (รูปที่ 4.27) ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขนของแมกนีเซียมเทากับ 1.5 
มิลลิโมลาร 

 เมื่อเปรียบเทียบการใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาที่ใชในการทํา RT-PCR ที่ 20 25 30 และ 
35 รอบ พบวาจํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับใชในการหาปริมาณของยีนโปรฟนอลออกซีเดส
เปรียบเทียบกับยีนแอคตินดวยเทคนิค semiquantitative RT-PCR คือ 25 รอบ เนื่องจากวา
ปริมาณของดีเอ็นเออยูในชวง log phase ของปฏิกิริยา ดูไดจากความเขมของแถบดเีอ็นเอของโปร
ฟนอลออกซีเดส และแอคติน ที่ 30 รอบ มีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวา ที่ 25 รอบ แตที่ 30 
และ 35 รอบ มีความเขมของแถบดีเอ็นเอเทากัน ดังแสดงในรูปที่ 4.28 
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เมื่อทดลองใชปริมาณอารเอ็นเอแมพิมพ 10, 100 และ 300 นาโนกรัม ในการทํา RT-PCR 
พบวาที่ปริมาณอารเอ็นเอ 10 นาโนกรัมก็สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซี 
เดสซึ่งเปนดีเอ็นเอเปาหมาย แตจางมาก แตที่ปริมาณอารเอ็นเอ 100 นาโนกรัม และ 300 นาโน
กรัม สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดสชัดเจนมาก (รูปที่ 4.29) 

 

 
   

  

รูปที่4.25   แสดงผลผลิต RT-PCR ของคูไพรเมอร PO1, PO2 (ชองที่ 2 – 6) และ คูไพรเมอร 
actin1, actin2 (ชองที่ 8 – 11) ที่ความเขมขนตางๆ กัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

 ชองที่ M   = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
 ชองที่ 1 และ 7  = ความเขมขนของไพรเมอร 1.0 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 2 และ 8  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.8 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 3 และ 9  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.6 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 4 และ 10  = ความเขมขนของไพรเมอร 0.4 ไมโครโมลาร 
 ชองที่ 5 และ 11 = ความเขมขนของไพรเมอร 0.2 ไมโครโมลาร 
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รูปที่ 4.26 แสดงผลผลิต RT-PCR ของคูไพรเมอร PO1, PO2 และคูไพรเมอร actin1, actin2     
                ซึ่งทําปฏิกิริยาในหลอดเดียวกัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

ชองที่ M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ชองที่ 1 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  
ชองที่ 2 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2 

เขมขน 0.16 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 3 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร + ไพรเมอร actin1, actin2

เขมขน 0.12 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 4 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2  

เขมขน 0.08 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 5 = ไพรเมอร PO1, PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร  + ไพรเมอร actin1, actin2 

 เขมขน 0.04 ไมโครโมลาร 
ชองที่ 6 = ไพรเมอร actin1, actin2 เขมขน 0.16 ไมโครโมลาร 
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รูปที่ 4.27 แสดงผลผลิต RT-PCR เมื่อใชความเขมขนของแมกนีเซียมตางกัน บน 2 % อะกาโรส

เจล โดยที่ ชองที่ 1, 5 และ 9 ใชคูไพรเมอร PO1, PO2  ชองที่ 2, 6 และ 10 ใชคูไพร
เมอร PO1, PO2  + คูไพรเมอร actin1, actin2  ชองที่ 3,7 และ 11 ใชคูไพรเมอร 
actin1,actin2  

 ชองที่ M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
 ชองที่ 1 – 3  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 1.0 มิลลิโมลาร 
 ชองที่ 5 – 7  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 1.5 มิลลิโมลาร 
 ชองที่ 9 – 11  =  ความเขมขนแมกนีเซียม 2.0 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.28 แสดงผลผลิต RT-PCR ที่ใชจํานวนรอบตางๆ กัน บน 2 % อะกาโรสเจล 

 ชองที่ 1 = 20 รอบ 
 ชองที่ 2 = 25 รอบ 

ชองที่ 3 = 30 รอบ 
ชองที่ 4 = 35 รอบ 
ชอง   M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
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รูปที่ 4.29 แสดงผลผลิต RT-PCR บน 2 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจล เมื่อใชปริมาณอารเอ็นเอแม
แบบเปน 10, 100 และ 300 นาโนกรัม 

  ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
  ชองที่ 1 = คูไพรเมอร actin อยางเดียว, อารเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 
  ชองที่ 2 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ  10 นาโนกรัม 
  ชองที่ 3 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ 100 นาโนกรัม 
  ชองที่ 4 = คูไพรเมอร actin และคูไพรเมอรPO, อารเอ็นเอ 300 นาโนกรัม 
  ชองที่ 5 = คูไพรเมอร PO อยางเดียว, อารเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 
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4.8 ผลของการเปรียบเทียบโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่เติม และไม
เชื้อ Vibrio harveyi ในการทดลองแบบ in vitro 

 จากการทดลองนําเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําจํานวน  5.12x106 เซลล มาเติมเชื้อ V. 
harveyi ปริมาณ 5.0x105, 5.0x106 และ 5.0x107 เซลล คิดเปนอัตราสวนของเซลลเม็ดเลือดตอ
จํานวน V. harveyi 10 ตอ 1, 1 ตอ1 และ 1 ตอ 10 ตามลําดับ แลวทําการเก็บตัวอยางในชั่วโมงที่ 
0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi มาหาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และ
ปริมาณของฟนอลออกซีเดส เทียบกบัเซลลเม็ดเลือดกุงที่ไมไดเติมเชื้อ V. harveyi พบวาเซลลเม็ด
เลือดกุงกุลาดําที่เติม และไมเติมเชื้อ V. harveyi มีแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณโปร
ฟนอลออกซีเดสในชั่วโมงที่ 0, 1, 2, 3 และ 4 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แต
ในชั่วโมงที่ 5 การทดลองที่เติมเชื้อ V. harveyi จํานวน 5.0x107 เซลล มีแอคติวิตีของฟนอลออกซี
เดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําต่ํากวาเซลลเม็ดเลือดกุงที่ไมได
เติมเชื้อ V. harveyi อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.9, 4.10และรูปที่ 4.30, 4.31) 

ตารางที่ 4.9  แสดงคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (0.001/นาที/ 
มิลลิกรัมของโปรตีน)  หลงัจากเติมเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง
 เวลาหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 1 2 3 4 5 

ไมเติมเชื้อ V. harveyi 
2332.96 
± 

741.30 

3134.00
± 

391.53 

2952.28 
± 

697.58 

2394.11 
± 

617.53 

2334.82 
± 

855.20 

2222.01 
± 

208.35 

V. harveyi  
5.0x105 เซลล/มิลลิลิตร 

2578.42 
± 

150.63 

1881.54
± 

146.74 

2075.00 
± 

106.07 

3553.19 
± 

873.89 

1943.09 
± 

33.80 

2330.58 
± 

491.08 

V. harveyi  
5.0x106 เซลล/มิลลิลิตร 

1600.51 
± 

136.98 

2459.22
± 

1172.56

2333.67 
± 

142.99 

2399.77 
± 

822.50 

1879.07 
± 

126.13 

1365.59 
± 

540.21 

V.harveyi  
5.0x107 เซลล/มิลลิลิตร 

1913.04 
± 

553.39 

3069.02
± 

921.94 

1608.17 
± 

780.41 

2088.56 
± 

596.65 

1901.06 
± 

281.34 

694.21 
± 

92.32 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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ตารางที่ 4.10  แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (ไมโครกรัมกรัม/
มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากเติมเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง 
 เวลาหลังจากเติมเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 1 2 3 4 5 

ไมเติมเชื้อ V. harveyi 
7.722 
± 

4.383 

10.123 
± 

1.113 

12.349 
± 

9.159 

18.371 
± 

3.283 

7.103 
± 

4.474 

9.479 
± 

1.002 

V. harveyi  
5.0x105 เซลล/มิลลิลิตร 

14.366 
± 

6.165 

11.603 
± 

0.061 

7.829 
± 

1.296 

15.455 
± 

8.658 

7.650 
± 

5.721 

9.349 
± 

2.131 

V. harveyi  
5.0x106 เซลล/มิลลิลิตร 

7.630 
± 

0.198 

15.391 
± 

8.135 

9.444 
± 

0.356 

16.285 
± 

0.848 

9.701 
± 

0.217 

8.159 
± 

1.169 

V. harveyi  
5.0x107 เซลล/มิลลิลิตร 

9.148 
± 

1.230 

19.720 
± 

2.862 

5.016 
± 

1.887 

7.514 
± 

1.977 

9.171 
± 

0.338 

4.178 
± 

0.295 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 2 
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รูปที่ 4.30 แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําหลังจากเติมเชื้อ Vibrio 

                harveyi เมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนทั้งหมด
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รูปที่ 4.31 แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําหลังจากเติมเชื้อ 

Vibrio harveyi 

Vibrio harveyi  5.0 x 107 เซลล 

Vibrio harveyi  5.0 x 106 เซลล

Vibrio harveyi  5.0 x 105 เซลล

ไมมีเชื้อ Vibrio harveyi

Vibrio harveyi  5.0 x 107 เซลล 

Vibrio harveyi  5.0 x 106 เซลล

Vibrio harveyi  5.0 x 105 เซลล

ไมมีเชื้อ Vibrio harveyi
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4.9 ผลของการเปรียบเทียบโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ Vibrio harveyi 
กับกุงกุลาดําปกติ ในการทดลองแบบ in vivo 

4.9.1 เปรียบเทียบจํานวนเซลลเม็ดเลือด 

จากการทดลองฉีดเชื้อ V. harveyi เขาไปในตัวกุงกุลาดําเปนปริมาณ 3.8x105 
เซลลตอตัว พบวาในชั่วโมงที่ 3 และ 6 จํานวนเซลลเม็ดเลือดลดลงจากชั่วโมงที่ 0 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกุงปกติ ดังแสดงในตารางที่ 4.11 และรูปที่ 
4.32 

ตารางที่ 4.11  แสดงปริมาณเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา (x104 เซลล/มิลลิลิตร) หลัง จากไดรับเชื้อ 
                   Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
916.67
± 

529.37

611.67
± 

183.00

581.67
± 

75.01 

685.00
± 

126.17

726.67 
± 

157.76 

532.50 
± 

133.39 

686.67 
± 

141.34 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
871.67
± 

168.94

227.50
± 

19.53 

251.67
± 

49.33 

504.17
± 

295.93

339.17 
± 

251.21 

405.00 
± 

170.61 

482.50 
± 

357.73 
คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

 

  4.9.2 เปรียบเทียบคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

  คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi กับกุงกุลาดํา
ปกติ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคาแอคติวิตีของฟนอลออกซี
เดสในกุงกุลาดําทั้งสองกลุม มีแนวโนมไปในทางเดียวกัน กลาวคือ คาแอคติวิตีของฟนอล
ออกซีเดสจากชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 12 มีคาลดลงเรื่อยๆ จากนั้นคาแอคติวิตีของฟนอล
ออกซีเดสคอยๆ เพิ่มข้ึน ดังแสดงในตารางที่ 4.12 และรูปที่ 4.33 
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รูปที่ 4.32  แสดงปริมาณเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เวลา  
0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.12    แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส (0.001/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากไดรับเชื้อ   
                    Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
220.35
± 

69.01 

147.22 
± 

42.02 

149.28 
± 

89.33 

89.51 
± 

28.01 

120.52 
± 

24.21 

218.24 
± 

174.65 

244.10 
± 

64.94 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
199.20
± 

107.76

212.68 
± 

86.07 

129.06 
± 

61.68 

77.41 
± 

49.65 

194.46 
± 

142.44 

160.58 
± 

77.75 

272.01 
± 

85.41 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

 

กุงกุลาดําปกติ กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ  Vibrio harveyi
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รูปที่ 4.33  แสดงแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เปนเวลา  

 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

  4.9.3 เปรียบเทียบปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสโดยวิธี ELISA 

  ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงปกติกับกุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi ในทุก
ชวงเวลาตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 72 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
แตปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มีแนวโนมสูงกวา
ในกุงปกติดังแสดงในตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.34 

 

 

 

 

 

 

กุงกุลาดําปกติ กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ  Vibrio harveyi
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ตารางที่ 4.13    แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดส (นาโนกรัม/มิลลิกรัมโปรตีน) หลังจากไดรับเชื้อ 
Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
2.071 
± 

0.846 

1.617 
± 

1.016 

1.713 
± 

0.679 

1.418 
± 

0.860 

1.501 
± 

0.500 

3.787 
± 

2.327 

2.802 
± 

0.284 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
1.767 
± 

0.705 

3.459 
± 

2.847 

3.127 
± 

2.167 

1.150 
± 

0.528 

1.905 
± 

0.053 

3.143 
± 

1.077 

4.389 
± 

1.265 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 

 

0

2

4

6

8

0 3 6 12 24 48 72

เวลา (ช่ัวโมง)

โปร
ฟน

อล
ออ
กซี
เดส

 
(นา

โนก
รัม
ตอ
มิล

ลิก
รัม
โปร

ตีน
)

 
 

รูปที่ 4.34  แสดงปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เปนเวลา  
0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

กุงกุลาดําปกติ กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ  Vibrio harveyi
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  4.9.4 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสโดยใชวิธี RT-PCR 

  จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําปกติ 
กับกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi เปนเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ72 ชั่วโมง พบวา
ปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําปกติ กับกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi ไม
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มี
ปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสต่ํากวากุงปกติดังแสดงในตารางที่ 4.14 และ รูปที่ 4.35 
โดยคาที่แสดงเปนคาของความสวางของแถบดีเอ็นเอของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ตอ 
ความสวางของแถบดีเอ็นเอของยีนแอคตนิบนอะกาโรสเจล (รูปที่ 4.36, 4.37, 4.38)  

ตารางที่ 4.14    แสดงอัตราสวนของยีนโปรฟนอลออกซีเดสตอยีนแอคติน (ความสวางแถบดีเอ็นเอ) 
                         หลังจากไดรับเชื้อ Vibrio harveyi เวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 เวลาหลังจากไดรับเชื้อ V. harveyi (ชั่วโมง) 
 0 3 6 12 24 48 72 

กุงปกติ 
0.774 
± 

0.267 

0.380 
± 

0.387 

0.338 
± 

0.316 

0.478 
± 

0.452 

0.263 
± 

0.230 

0.373 
± 

0.217 

0.410 
± 

0.420 

กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi 
0.642 
± 

0.274 

0.265 
± 

0.249 

0.039 
± 

0.068 

0.434 
± 

0.376 

0.262 
± 

0.453 

0.715 
± 

0.195 

0.189 
± 

0.327 

คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อ n = 3 
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รูปที่ 4.35  แสดงปริมาณการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสหลังจากไดรับเชื้อ Vibrio 
harveyi เปนเวลา 0, 3, 6, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
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   ก              ข 

รูปที่ 4.36 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 1  

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

รูปที่ 4.37 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 2  

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

รูปที่ 4.38 semi-quantitative RT-PCR ของกุงปกติ (ก) และ กุงที่ไดรับเชื้อ V. harveyi (ข) ในการ
ทดลองซ้ําที่ 3  

 ชอง M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder)  
     ชองที่ 1 = เวลา 0  ชั่วโมง 
     ชองที่ 2 = เวลา 3  ชั่วโมง 
     ชองที่ 3  = เวลา 6  ชั่วโมง 
     ชองที่ 4  = เวลา 12 ชั่วโมง 
     ชองที่ 5  = เวลา 24 ชั่วโมง 
     ชองที่ 6  = เวลา 48 ชั่วโมง 
     ชองที่ 7 = เวลา 72 ชั่วโมง 



บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

5.1 การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมี 

 การตรวจวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีทําไดโดยวัดปริมาณของโดพาโครมซึ่ง
เปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการทําปฎิกิริยาระหวางฟนอลออกซีเดสกับสับสเตรท L-DOPA ที่เพิ่มขึ้น 
ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ดังรูปที่ 5.1 

รูปที่ 5.1 ปฏิกิริยาการเกดิโดพาโครมจากการทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซิเดสกับ L-DOPA  (ดัด
แปลงจาก Walivittan, 1999)  

การทดสอบภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสจากตัวแปร 3 
ประเภท ไดแก คา pH ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร และปริมาณเอนไซมทริปซิน ซึ่งเปนปจจัยที่มี
ความสําคัญตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 

จากผลการทดสอบการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีที่ pH ตั้งแต 3-11 พบวา 
ชวงที่ฟนอลออกซีเดสมีคาแอคติวิตีสูงสุดคือใน pH 7.0 และ 8.0 ซึ่งเปนชวง pH ของน้ําเลือดปกติ
ในกุงกุลาดําซึ่งมีคา pH 7.43 (กิจการ และคณะ, 2543a) และคา pH ของเลือดกุง P. stylirostris 
เปน 7.25 ในกุงตัวผู และ 7.33 ในกุงตัวเมีย (Vargas-Albores และ Ochoa, 1992) โดยคา pH ที่
เหมาะสมกับการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ไดนี้สอดคลองกับผลการทดลองในกุง P. 
setiferus คือคา pH 6.5-8.0 (Simpson และคณะ, 1987) และกุง P. californiensis คือคา pH 
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7.0-8.0 (Gollas-Galvan และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังพบอีกวาเมื่อคา pH สูงกวา 8 จะทําให 
L-DOPA ซึ่ งเปนสับสเตรตในการตรวจสอบแอคติวิตีของฟนอลออกซี เดสสามารถเกิด
autoxidation ได คือสามารถใหสีที่วัดไดในชวงความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรไดเชนเดียวกับการ
ทําปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสโดยที่ไมมีฟนอลออกซีเดสอยูเลย ดังนั้นคา pH ของการตรวจวัด
คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ดีจึงไมควรเกิน 8.0 เพราะจะทําใหคาแอคติวิตีของ
ฟนอลออกซีเดสที่วัดไดสูงกวาความเปนจริง 
 

ในการศึกษาผลของเอนไซมทริปซินตอแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส พบวาการเติม
เอนไซมทริปซินจะทําใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซิเดสสูงกวาการที่ไมเติมเอนไซมทริปซินอยาง
มาก โดยมีคา แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาถึงประมาณ 6 เทาของปฏิกิริยาที่ไมมีเอนไซม 
ทริปซินและการใชเอนไซมทริปซินนี้จะใชในปริมาณที่คอนขางนอย (< 1%) ก็สามารถทําใหเกิด 
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่สมบูรณได ที่เปนเชนนี้เนื่องจากวาเอนไซมทริปซินจะทําหนาที่เชน
เดียวกับเอนไซม serine protease คือ เปลี่ยน โปรฟนอลออกซีเดสซึ่งอยูในรูป inactive form ให
เปนฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป active form โดยการตัดโปรฟนอลออกซีเดสที่ตําแหนง Arg44 และ 
Val45 (Sritunyalucksana และคณะ, 1999) ดังนั้นการตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
โดยที่มีหรือไมมีเอนไซมทริปซิน จึงเปนการตรวจวัดไดคาของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ 
อยูในรูป active และ inactive form หรือตรวจวัดเฉพาะฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป active form 
ตามลําดับ จากการที่คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงขึ้นอยางมากเมื่อเติมเอนไซมทริปซินแสดง
ใหเห็นวาฟนอลออกซีเดสที่อยูในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําสวนใหญอยูในรูปของโปรฟนอลออกซี
เดส ซึ่งสอดคลองกับการทดลองในกุง P. californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993b) 
และกุง P. paulensis (Perazzolo และ Barracco, 1997) 

ในการทดลองวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส โดยใชสารละลายที่แตกตางกัน คือ สาร
ละลายแฮงคที่ไมมีแมกนีเซียม แคลเซียม (H0) สารละลายแฮงคที่มีแมกนีเซียม แคลเซียม (H1) 
สารละลายโซเดียมซิเตรต สารละลาย PBS สารละลาย Tris-HCl และสารละลาย CAC buffer ซึ่ง
สารละลายทั้ง 6 ชนิดมีคา pH เทากันคือ 7.5 พบวา ในสภาวะที่มีเอนไซมทริปซินสารละลาย CAC 
buffer ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสสูงกวาสารละลายชนิดอ่ืนๆ รองลงมาไดแกสารละลาย 
Tris-HCl สารละลายโซเดียมซิเตรต 10 เปอรเซนต สารละลาย H1 และ สารละลาย PBS ตาม
ลําดับ สวน H0ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส ต่ํากวาสารละลายชนิดอื่นๆ แตเมื่อทดลองวัด
โดยไมมีเอนไซมทริปซิน พบวาสารละลาย Tris-HCl สารละลาย H0  PBS และสารละลายโซเดียมซิ
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เตรท ใหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่คอนขางต่ํามาก ทั้งนี้นาจะมาจากปริมาณสารประกอบ
แคลเซียมในสารละลายบัฟเฟอรแตละชนิด โดยในสารละลายทั้ง 4 ชนิดนี้ไมมี Ca2+ เปนสวน
ประกอบ ขณะที่สารละลาย H1 และ CAC buffer มี  Ca2+ เปนสวนประกอบ ถึงแมอยูในสภาวะที่
ไมมีเอนไซมทริปซินชวยเปลี่ยนโปรฟนอลออกซีเดส เปนฟนอลออกซีเดสแตในสารละลาย HLS ที่
สกัดมาจากเม็ดเลือดกุงก็ยังมีเอนไซม serine protease ซึ่งสามารถทําหนาที่ไดในสภาพที่มี Ca2+

อยูในสารละลายจึงทําใหโปรฟนอลออกซีเดสบางสวนยังคงเปลี่ยนไปเปนฟนอลออกซีเดสได ทาํให
คาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่ตรวจวัดในสารละลายที่มี Ca2+เปนองคประกอบใหคาที่สูงกวา 
ดังนั้นในการหาคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยรวมจึงควรใชสารละลายที่มี Ca2+เปนองค
ประกอบ  แตหากตองการหาค าของโปรฟ นอลออกซี เดสเพื่ อ เป รียบ เที ยบกับค าของ 
ฟนอลออกซีเดส การใชสารละลายที่มีและไมมี Ca2+เปนองคประกอบทั้ง 2 แบบนาจะใหคาที่ถูก
ตองมากที่สุด นอกจากนี้การใช Ca2+ เปนตัวแปรยังทําใหสามารถประเมินแอคติวิตี ของ serine 
protease ที่มีอยูในเลือดของกุงกุลาดําไดอีกทางหนึ่งดวย 

ในการทดสอบการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยไซโมแซนเอซึ่งเปน 1-3,เบตาก
ลูแคนชนิดหนึ่ง ในหลอดทดลองพบวาไซโมแซนเอไมสามารถกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
ของกุงกุลาดําในระดับที่สามารถตรวจสอบไดในสารละลายทุกชนิดที่ใชในการทดลองครั้งนี้ทั้งใน
แบบท่ีมีและไมมีเอนไซมทริปซิน ในขณะที่มีรายงานบางฉบับรายงานถึงวา เบตา, 1-3, กลูแคน
สามารถกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดในกุงบางชนิด (Vargas-Albores, 1995; Vargas-
Albores และคณะ, 1996 และ 1997) แตอยางไรก็ตามการกระตุนแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส
นั้นเปนการกระตุนการเกิดกระบวนการ degranulation ไมไดเปนการกระตุนการทํางานของ 
ฟนอลออกซีเดสโดยตรง (Gollas-Galvan และคณะ, 1997)  

การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสโดยใช  MBTH เปนสารในการทําปฏิกิริยากับโดพา 
ควินโนน (Dopaquinone) ใหสารสีชมพูเขมซ่ึงมีความเสถียรและตรวจวัดไดงาย มีรายงานการวัด
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสใน Botryllus schlosseri (Frizzo และคณะ, 1999) ดวยการใช 
MBTH ซึ่งในป 1991 Winder และ Harris รายงายวาวิธีการวัดแอคติวิตีของโดพาออกซีเดสโดยวิธี 
MBTH มีความไวมากกวาการวัดดวยวิธี DOPA ถึง 7 เทา สมการการเกิดปฏิกิริยาของ MBTH กับ 
โดพาควินโนนที่ไดจากปฏิกิริยาของฟนอลออกซีเดสกับ L-DOPA แสดงดังรูปที่ 5.2   
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 จากผลการทดลองที่ไดพบวา การใชวิธี MBTH ทําใหคาความไวของการวัดแอคติวิตีของ 
ฟนอลออกซิเดสสูงกวาวิธีเดิมที่ใชแตเพียง DOPA ประมาณ 3.5 เทา ขอดีของการใช MBTH คือ 
ทําใหสามารถตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสจากตัวอยางที่มีปริมาณนอยๆ ไดโดยใชน้ํา
เลือดประมาณ 6 ถึง 10 ไมโครลิตร ในขณะที่วิธีที่ใช L-DOPA เพียงอยางเดียวตองใชปริมาณน้ํา
เลือดประมาณ 20 ถึง 40 ไมโครลิตร นอกจากนี้ผลิตภัณฑที่ไดจาก MBTH ทําปฏิกิริยากับโดพา 
ควินโนน คือ สารสีชมพูเขมยังมีความเสถียรมากกวาโดพาโครมที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของ L-
DOPA กับฟนอลออกซีเดส โดยเมื่อทําการหยุดปฏิกิริยาดวยกรดเปอรคลอริกแลวโดพาโครมไม
สามารถหยุดปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณ ซึ่งทําใหตองรีบวัดคาการดูดกลืนแสงอยางรวดเร็วและ
พรอมกันทําใหไมสะดวกในการตรวจวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสในกรณีที่มีตัวอยางมากๆ 
ได ในขณะที่สารสีชมพูเขมสามารถหยุดปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณโดยการเติมกรดเปอรคลอริกและ
สีที่ไดจะคงที่ไดนาน ซึ่งมีขอดีคือสามารถวัดคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสไดถูกตองแมนยํากวา
โดยไมตองรีบรอนในการวัดตัวอยางที่มากๆ ในเวลาเดียวกันทั้งหมด  

 
รูปที่ 5.2 ปฏิกิริยาของโดพาควินโนนกับ MBTH (Winder และ Harris, 1991) 

5.2 การแยกโปรฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 

ในการแยกสกัดโปรฟนอลออกซีเดสจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําในครั้งนี้เพื่อศึกษาคุณ
ลักษณะบางประการของโปรฟนอลออกซีเดส และทําบริสุทธโปรฟนอลออกซีเดส เพื่อใชในการทํา
โพลีโคลนอลแอนติบอดีจึงไดใชการแยกสกัด 2 วิธี คือการแยกสกัดดวยการชะโปรฟนอลออกซีเด
สออกจากโพลีอะคริลาไมดเจลหลังจากการทําอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพ 
ธรรมชาติ และการทําลิควิดโครมาโตรกราฟฟ ทั้งสองวิธีใชตัวอยางในการแยกสกัดโปรฟนอลออก

MBTH Dopaquinone

Dark pink pigment 
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ซีเดสจากสารละลาย HLS จากเม็ดเลือดกุงกุลาดํา ในวิธีแรกทําโดยการนําสารละลาย HLS มา
แยกโปรฟนอลออกซีเดสโดยการทําอิเลคโตรโฟเรซิสแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติแลว
ยอมดวย L-DOPA และ สียอมคูแมสซีบลู พบวาแถบของโปรฟนอลออกซีเดสที่ยอมดวย L-DOPA 
เห็นคอนขางชัดเจน มีขนาด 480 kDa แตที่ยอมดวยสียอมคูแมสซีบลูเห็นแถบของโปรฟนอลออกซี
เดสคอนขางยากเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนของโปรฟนอลออกซีเดสในแตละชองมีนอยมาก อยาง
ไรก็ตามไดทําการตัดเอาเนื้อโพลีอะคริลาไมดเจลในบริเวณที่คาดวาจะมีโปรฟนอลออกซี 
เดสอยูมาทําการบดแลวทําการฉีดเขาสูกระตายเพื่อสรางแอนติบอดี ผลที่ไดพบวา แอนติบอดีที่
ผลิตไดสามารถจับกับแถบของโปรฟนอลออกซีเดสไดแตมีความไวต่ํา (low sensitivity) และความ
จําเพาะต่ํา (low specificity) ซึ่งสาเหตุนาจะมาจากการที่โปรฟนอลออกซีเดสที่แยกดวยวิธีโพลี
อะคริลาไมดเจลอิเลคโตรโฟเรซิสมีปริมาณที่คอนขางนอยไมสามารถแยกออกจากแถบโปรตีนอื่นที่
อยูบริเวณใกลเคียงซึ่งมีปริมาณมากกวาไดอยางสมบูรณทําใหเปนสาเหตุของการมีความจําเพาะ
ต่ํา ประกอบกับไมสามารถชะโปรฟนอลออกซีเดสออกจาก โพลีอะคริลาไมดเจลกอนการนําไป
กระตุนกระตายไดเนื่องจากปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่นอย จึงอาจทําใหการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันของกระตายไมไดสัมผัสกับโปรฟนอลออกซีเดสในปริมาณที่มากพอทําใหความไว
ของแอนติบอดีที่ไดต่ําดวย 

สวนการแยกสกัดโปรฟนอลออกซิเดสโดยวิธีลิควิดโครมาโตรกราฟฟทําโดยการใชเทคนิค
แบบ affinity chromatography ดวยคอลัมนบลูเซบฟาโรส พบวาโปรตีนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟา
โรสไดเปนโปรตีนสวนใหญในสารละลาย HLS ซึ่งตรวจไมพบแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตเมื่อ
ชะโปรตีนที่จับอยูกับคอลัมนบูลเซบฟาโรสดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด กลับตรวจพบแอคติวิตี
ของฟนอลออกซีเดสในสารละลายโปรตีนที่ชะออกมาและมีขนาดโมเลกุลประมาณ 480 kDa ซึ่ง
ผลที่ไดนี้ตางจากที่มีรายงานในการแยกสกัดโปรฟนอลออกซีเดสจาก Pacifastacus leniusculus 
(Aspán และ Söderhäll, 1991) และ Penaeus californiensis (Gollas-Galván และคณะ, 1999) 
ดวยวิธีเดียวกันนี้โดยโปรฟนอลออกซีเดสของ Pacifastacus leniusculus และ P. californiensis 
เปนสวนที่ผานคอลัมนบลูเซบฟาโรสออกมา ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้โปรฟนอลออกซีเดสที่สกัดไดมี
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส 5.61 เปอรเซ็นตของปริมาณแอคติวิตีเร่ิมตน และไดปริมาณโปรตีน 
1.5 เปอรเซนตของปริมาณโปรตีนตั้งตน ซึ่งปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสที่แยกไดนี้มีนอยมาก และ
ไมสามารถคงสภาพใหมีแอคติวิตีไดนานพอจึงไมเพียงพอที่จะนําไปสรางแอนติบอดีตอไปได 
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5.3 การโคลน และการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส 

ยีนของโปรฟนอลออกซีเดสมีขนาด 2,072 คูเบส สรางขึ้นโดยการออกแบบไพรเมอรใน
ตําแหนงเริ่มตน (start codon) และ ตําแหนงสิ้นสุด (stop codon) ของยีนโปรฟนอลออกซีเดสที่มี
รายงานในฐานขอมูลของ GenBank (AF099741) (Sritunyalucksana และคณะ, 1999) โดยที่
ดานปลาย 5’ ของตําแหนงเริ่มตนของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ไพรเมอรถูกออกแบบใหเขากันไดพอ
ดีกบับริเวณ ที่เปนจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI บน T-easy vector เมื่อทําการตัดตอยีนโปร
ฟนอลออกซีเดสเขาสู T-easy vector แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI ทําใหได
ชิ้น insert ที่มีสวนของยีนโปรฟนอลออกซีเดสอยูสามารถตอเขากันไดพอดีกับ insertion site ของ
เวคเตอร pET17b  ซึ่งเปน expression vector ที่สามารถสรางโปรตีนไดดีใน  E. coli สายพันธุ 
BL21(DE3) plysS จากการทํา protein expression พบวามีการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนใน
ปริมาณที่คอนขางมากที่ขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 kDa ซึ่งใกลเคียงกับโปรฟนอลออกซี
เดสของกุงกุลาดําที่ไดจากการคํานวณจากลําดับกรดอะมิโนซึ่งมีขนาดประมาณ  78.7 kDa 
(Sritunyalucksana และคณะ, 1999) โดยรีคอมบ ิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่ไดนี้ไดนําไปใชเปน
แอนติเจนเพื่อสรางแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสของกุงกุลาดํา 

5.4 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากรีคอมบิแนนทโปรตีน 

เมื่อนําแอนติบอดีที่ผลิตโดยใชรีคอมบิแนนทโปรตีนที่สรางจากยีนโปรฟนอลออกซีเดสของ
กุงกุลาดํา มาตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุง
พบวา แอนติบอดีที่ไดสามารถจับไดกับแถบโปรตีนขนาด 480 kDa จากสารละลาย HLS ของกุง
กุลาดําซึ่งสามารถพิสูจนไดวาเปนโปรฟนอลออกซีเดสโดยดูจากการทําปฏิกิริยากับ L-DOPA บน
โพลีอะคริลาไมดเจลแบบโปรตีนไมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (native-PAGE) และแอนติบอดีที่ไดนี้
ยังมีความจําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูปที่สูญเสียสภาพธรรมชาติบนโพลีอะคริลาไมด
เจลแบบเอสดีเอส (SDS-PAGE) ดวย แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ไดมีความจําเพาะตอโปรฟนอล
ออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา สวนการตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสในน้ําเลือดนั้น
แอนติบอดีไมสามารถตรวจวัดโปรฟนอลออกซีเดสไดจากโปรตีนที่มาจากน้ําเลือด เนื่องจาก
ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในน้ําเลือดจะนอยกวาในเซลลเม็ดเลือด เปนที่นาสังเกตวาน้าํ
หนักโมเลกุลของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุงกุลาดํามีขนาด 70 kDa ซึ่งมีขนาด
เล็กกวาขนาดของรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่มีขนาด 73 kDa เห็นไดจากการตรวจสอบ
ดวยแอนติบอดี ซึ่งความแตกตางนี้นาจะเกิดจากโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS อาจจะ
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อยูในรูป active form คือ ฟนอลออกซีเดสซึ่งถูกเอนไซม serine protease ตัดที่ตําแหนง Arg44 
และ Val45 ทําใหมีขนาดเล็กกวารีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่อยูในรูป inactive form  

ในการทดสอบแอนติบอดีกับโปรฟนอลออกซีเดสบน native-PAGE พบวาโปรฟนนอลออก 
ซีเดสมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 480 kDa เมื่อเปรียบเทียบกับหนวยยอย (subunit) ของโปร
ฟนอลออกซีเดส ที่ตรวจสอบไดใน SDS-PAGE ซึ่งมีขนาดโมเลกุลประมาณ 70 kDa ทําใหพอจะ
คํานวณไดวาโปรฟนอลออกซีเดสในรูป native form นาจะประกอบดวยหนวยยอยที่มีขนาดเทากนั
ประมาณ 7 หนวยยอย จากการศึกษาโปรฟนอลออกซีเดสในรูป native form ใน Pacifastacus 
leniusculus โปรฟนอลออกซีเดสมีขนาด 300 kDa ประกอบไปดวย 4 หนวยยอยที่มีขนาดเทากัน
คือ 76 kDa (Aspán และ Söderhäll, 1991) และ โปรฟนอลออกซีเดสในกุง P. californiensis มี
ขนาด 272 kDa ประกอบไปดวย 2 หนวยยอยท่ีมีขนาดเทากันคือ 114 kDa (Gollas-Galván และ
คณะ, 1999)  

หลังจากตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีกับโปรฟนอลออกซีเดสแลว ไดทดลองทํา 
ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดกับตัวอยางรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสพบวา
คาไตเตอรของแอนติเจนเทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 200 หรือ 13.75 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แต
เมื่อใชสารละลาย HLS จากกุงกุลาดําเปนแอนติเจนในการทํา ELISA พบวาไตเตอรของแอนติเจน
เทากับคาการเจือจางที่ 1 ตอ 50 หรือ 18.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเจือ
จางเทากับ 1 ตอ 1,000 แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ผลิตไดมีความเหมาะสมในการใชตรวจวัด
ปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุงกุลาดํา ซึ่งความเขมขนของโปรฟนอล
ออกซีเดสที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดดวยวิธี ELISA อยูที่ประมาณ 14 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
เมื่อใชแอนติบอดีที่ผลิตไดจากการศึกษาครั้งนี้  และตัวอยางสารละลาย HLS ที่จะนํามาตรวจวดั
ปริมาณฟนอลออกซีเดสควรมีความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดประมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เปนอยางนอยจึงจะสามารถตรวจวัดปริมาณของฟนอลออกซีเดสไดอยางถูกตอง  

5.5 การตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative 
RT-PCR 

ในการทํา semi-quantitative RT-PCR ไดใชไพรเมอร PO1 และ PO2 ที่ออกแบบจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรฟนอลออกซีเดสซึ่งทําใหมีขนาดของผลผลิตของ RT-PCR เทากับ 
417 คูเบส โดยมีไพรเมอร actin 1 และ actin 2 ที่ออกแบบจากยีนแอคตินของกุงกุลาดําซึ่งใหผล
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ผลิตขนาด 327 คูเบส เปนตัวเปรียบเทียบเนื่องจากวายีนแอคตินเปนยีนมีการแสดงออกเทากัน
ตลอดเวลา และมีขนาดของผลผลิต RT-PCR ไมแตกตางจากขนาดของผลผลิต RT-PCR ของยีน
โปรฟนอลออกซีเดสมาก และคา Tmของคูไพรเมอร ทั้ง 2 คูมีคาใกลเคียงกัน คือ PO1 และ PO2 มี
คา Tm เปน 55.1 และ 55.7 องศาเซลเซียสตามลําดับ สวนไพรเมอร actin1 และ actin2 มีคา Tm 
เปน 51.3 และ 52.0 องศาเซลเซียสตามลําดับ ทําใหการปรับอุณหภูมิในชวง annealing ในการทํา 
RT-PCR แบบใชไพรเมอร 2 คูในหลอดเดียวกัน (multiplex RT-PCR) ซึ่งมีอัตราสวนที่เหมาะสมใน
การทํา RT-PCR ดังนี้ คือ ใช PO1 และ PO2 เขมขน 1.0 ไมโครโมลาร และใช actin1 และ actin2 
เขมขน 0.12 ไมโครโมลาร ซึ่งคิดเปนอัตราสวนประมาณ 8:1 ซึ่งแสดงถึงวาสําเนาของยีนแอคติน
กับยีนโปรฟนอลออกซีเดสของกุงกุลาดําแตกตางกันมาก และเมื่อทดสอบการใชปริมาณของอาร
เอ็นเอแมพิมพ พบวาที่ปริมาณของอารเอ็นเอแมพิมพ 10 นาโนกรัม ยังสามารถตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสไดแตไมชัดเจนมากนัก ดังนั้นปริมาณอารเอ็นเอแมพิมพที่
เหมาะสม  คือ 100 นาโนกรัม และเมื่อพิจารณาถึงจํานวนรอบที่ เหมาะสมในการทํา semi-
quantitative คือ 25 รอบ เนื่องจากวาเปนชวง log phase ของปฏิกิริยา โดยสังเกตไดจากการ
เปรียบเทียบปริมาณผลผลิต RT-PCR ที่ไดจากการทํา RT-PCR 25 รอบ กับ 30 รอบ พบวาที่ 30 
รอบมีความสวางของแถบดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน 

5.6 การตรวจวัดระดับของโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harvayi ดวยวิธี
ทางเคมี วิธีทางอิมมูนโนวิทยา (ELISA) และวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอล
ออกซีเดสดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR 

 ทําการศึกษาการติดเชื้อ V. harvayi ในกุงกุลาดํา 2 แบบ คือ  in vitro ทําโดยใชเซลลเม็ด
เลือดกุงปริมาณเทากัน มาเติมเชื้อ V. harvayi ที่ปริมาณตางๆ กัน แลวทําการวัดแอคติวิตีของฟ
นอลออกซีเดสดวยวิธีทางเคมีแบบใช MBTH และวัดปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี ELISA 
เปรียบเทียบกับเซลลเม็ดเลือดที่ไมไดเติมเชื้อ พบวาโดยรวมแลวในเวลา 4 ชั่วโมงแรกหลังจากเติม
เชื้อยังไมพบความแตกตางกันของแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส แตเร่ิมเห็นความแตกตางในการ
ทดลองที่เติมเชื้อ V. harvayi ปริมาณที่สูง โดยแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสลดต่ําลงในชั่วโมงที่ 5 
ซึ่งเปนชั่วโมงสุดทายของการทดลอง อาจเปนไปไดวาเซลลเม็ดเลือดไมอยูในสภาพที่จะตอบสนอง
ตอเชื้อ V. harvayi ที่เติมลงไป  สวนในการศึกษาแบบ in vivo เปนการศึกษาการตอบสนองตอเชื้อ 
V. harvayi ในตัวกุงกุลาดํา โดยการฉีดเชื้อ V. harveyi เขาที่กลามเนื้อของกุงกุลาดําแลวทําการ
เก็บเลือดมาวิเคราะหคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสดวยวิธีทางเคมีแบบใช MBTH วัดปริมาณ
โปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี ELISA และวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี 
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semi-quantitative RT-PCR เปรียบเทียบกับกุงกุลาดําที่ไมไดรับเชื้อ V. harveyi  พบวาไมมีความ
แตกตางกันเนื่องจากวาคาฟนอลออกซีเดสของกุงแตละตัวนั้นมีความแปรปรวนสูง   

 จากการศึกษาการติดเชื้อ V. harveyi ในกุงกุลาดําแบบ in vitro พบวาเซลลเม็ดเลือดกุง
กุลาดําที่เติมเชื้อ V. harvayi ในปริมาณ 5.0x107 เซลลซึ่งมากกวาเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา 10 
เทานั้นมีคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสต่ํากวาในชุดการ
ทดลอง เซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ไมไดเติมเชื้อ V. harvayi อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
จะเห็นไดวาอัตราสวนระหวางจํานวนเซลลเม็ดเลือดกับจํานวนแบคทีเรียมีผลตอแอคติวิตีของฟ
นอลออกซีเดส อยางไรก็ตามผลที่ไดสามารถเห็นไดชัดเจนเมื่อจํานวนแบคทีเรียมีปริมาณสูงกวา
เซลลเม็ดเลือดมากๆ เมื่อเวลาผานไปประมาณ 5 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาสุดทายที่มีการจดบันทึกขอ
มูลในการทดลองครั้งนี้ ดังนั้นจึงเห็นวาถามีการทําการทดลองที่ระยะเวลานานขึ้น และทําการ
บันทึกจํานวนแบคทีเรียที่มีอยูเมื่อเวลาผานไปก็นาจะใหผลที่ชัดเจนยิ่งขึ้นในกรณีที่ตองการทราบ
วาเซลลเม็ดเลือดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. harveyi ไดหรือไม โดยจากการศึกษาของ 
Lee และคณะ (1995) พบวาV. harvayi สามารถผลิตสารยอยสลายเซลลเม็ดเลือด (haemolysin) 
ได  ดังนั้นจึงทําใหเซลลเม็ดเลือดลดลง สงผลใหปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสลดลงดวยเพราะวา
โปรฟนอลออกซีเดสพบอยูในเซลลเม็ดเลือด นอกจากนี้สารดังกลาวอาจจะไปมีผลยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมฟนอลออกซีเดสจึงทําใหแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสที่วัดไดลดนอยลงไปดวย  

 สวนในการศึกษาการติดเชื้อ V. harvayi ในกุงกุลาดําแบบ in vivo โดยการฉีดเชื้อ V. 
harvayi เขาไปในกลามเนื้อของกุงกุลาดํา พบวาในชั่วโมงที่ 3 และ 6 หลังจากฉีดเชื้อ กุงกุลาดําที่
ไดรับเชื้อ V. harvayi มีปริมาณของเซลลเม็ดเลือดรวมตํ่ากวากุงปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยตั้งแตชั่วโมงที่ 12 เปนตนไป พบวาจํานวนเซลลเม็ดเลือดมีแนวโนมเพิ่มข้ึนและมี
จํานวนไมแตกตางจากกุงปกติ อาจเปนไปไดวากุงกุลาดําไดรับส่ิงแปลกปลอมเขาไปในรางกายทํา
ใหเซลลเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนของรางกายลดลงเนื่องจาก เซลลเม็ดเลือดจะเขามาลอมจับส่ิง
แปลกปลอมซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Martin และคณะ (1993) ที่พบวาปริมาณเซลลเม็ด
เลือดรวมของกุงทะเล Sicyonia ingentis ลดลง 20 เปอรเซ็นตหลังจากฉีดเชื้อแบคทีเรียเขาไป 24 
ชั่วโมง โดยเมื่อพิจารณาถึงคาแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสของ
เลือดกุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harvayi พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมี
แนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกุงปกติ สวนในการวัดระดับการแสดงออกของยีนโปรฟนอลออกซี
เดสนั้นมีขอสังเกตวาคาที่ไดมีความแปรปรวนสูงมาก นอกจากนี้ในบางตัวอยางไมสามารถตรวจ
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พบปริมาณยีนโปรฟนอลออกซีเดสเลยอาจเปนเพราะวามีปริมาณอยูนอยกวายีนแอคตินที่เปนยีน
เปรียบเทียบ จนไมอาจตรวจพบยีนโปรฟนอลออกซีเดสดวยวิธี semiquantitative RT-PCR ได  

 การวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสเปนการวัดการทํางานของฟนอลออกซีเดสซึ่ง
เปนการบงบอกถึงประสิทธิภาพของฟนอลออกซีเดสที่ยังคงสภาพธรรมชาติอยูไมรวมถึงโปรฟนอล
ออกซีเดสที่สลายไปแลว สวนการวัดโปรฟนอลออกซีเดสทางอิมมูนวิทยาโดยวิธี ELISA เปนการ
หาปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสทั้งในสวนที่สูญเสียสภาพธรรมชาติไปแลว แลวที่ยังคงสภาพธรรม
ชาติอยู และวิธี semi-quantitative RT-PCR เปนการวัดโปรฟนอลออกซีเดสในระดับการแสดง
ออกของยีนโปรฟนอลออกซีเดส ซึ่งมีอีกหลายขั้นตอนกวาจะสรางเปนโปรตีนและมีแอคติวิตีเกิด
ข้ึน ในระหวางนี้จึงอาจถูกยับยั้งไดทําใหคาของโปรฟนอลออกซีเดสที่ไดจากวิธีวัดทั้ง 3 แบบไมเทา
กัน จากการวัดปริมาณของโปรฟนอลออกซีเดสทั้ง 3 วิธีนี้พบวาปริมาณของฟนอลออกซีเดส และ
แอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสแปรผันตามจํานวนของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา แสดงใหเห็นวาโปร
ฟนอลออกซี เดสมีอยู ในเซลล เม็ดเลือดกุงกุลาดํา  ซึ่งสอดคลองกับกับการทดลองในกุ ง  
P. californiensis (Vargas-Albores และคณะ, 1993b) และกุง P. paulensis (Perazzolo และ 
Barracco, 1997) โดยพบโปรฟนอลออกซีเดสอยูในเซลลเม็ดเลือดเชนเดียวกัน และผลของการ 
แอคติวิตี และปริมาณของฟนอลออกซีเดสทั้ง 3 วิธีดังกลาวนี้ใหผลสอดคลองกันทั้งหมด มีความ
เปนไปไดวาวิธีวัดโปรฟนอลออกซีเดสที่พัฒนาขึ้นมาสามารถนําไปใชไดจริง แตอยางไรก็ดีผลที่ได
ยังเปนเพียงการทดสอบเบื้องตน ตองมีการทดสอบในตัวอยางกุงกุลาดําในจํานวนที่เพิ่มมากขึ้น 
รวมถึงทดสอบกับกุงที่มีการติดเชื้อจริงๆ ในบอเลี้ยงเปรียบเทียบผลกับกุงปกติ 

 



บททื่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 
1. ภาวะที่เหมาะสมตอการวัดแอคติวิตีของฟนอลออกซีเดสทางเคมีในกุงกุลาดํา โดยใชสารละลาย 

CAC buffer ที่คา pH 7 – 8  
2. การใชสาร MBTH เปนตัวทําปฏิกิริยากับโดพาควินโนนสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการวัดแอคติวิ

ตีของฟนอลออกซีเดสไดมากกวา 3.5 เทาของวิธีที่ใช L-DOPA เปนสับสเตรตเพียงอยางเดียว 
3. ไมสามารถตรวจพบกระตุนการเกิดแอคติวิตีของโปรฟนอลออกซีเดสในสารละลาย HLS ของกุง

กุลาดําไดดวยไซโมแซนเอ 
4. สามารถชักนําใหเกิดการสังเคราะหรีคอมมิแนนทโปรฟนอลออกซีเดสที่มีขนาด 73 กโิลดาลตัน

ดวยเวคเตอร pET17b ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) plysS 
5. สามารถผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะกับโปรฟนอลออกซีเดสในเซลลเม็ดเลือดกุง

กุลาดําดวยรีคอมบิแนนทโปรฟนอลออกซีเดส 
6. โปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดํามีขนาดประมาณ 480 kDa ประกอบดวย 7 หนวยยอยที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากัน คือประมาณ 70 kDa 
7. กุงกุลาดําที่ไดรับเชื้อ V. harveyi มีปริมาณเซลลเม็ดเลือดนอยกวากุงที่ไมไดรับเชื้อ  
8. แอคติวิตีของฟนอลออกซเีดส และปริมาณโปรฟนอลออกซีเดสแปรผันตามจํานวนเซลลเม็ดเลือด 
9. ตรวจไมพบความแตกตางของการสังเคราะหอารเอ็นเอสําหรับโปรฟนอลออกซีเดสในกุงกุลาดําที่

ไดรับเชื้อ และไมไดรับเชื้อ V. harveyi  
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นายชัยชาญ  ไตรศรีศิลป เกิดวันพฤหัสที่ 11 ธันวาคม พ.ศ. 2518 ที่กรุงเทพมหานคร เขา
รับการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตน และตอนปลายที่โรงเรียนทวีธาภิเศก เขตบางกอกใหญ
กรุงเทพมหานคร  และสอบเขาศึกษาตอระดับปริญญาตรีในสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชา
ชีววิทยาประยุกต คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลา เจาคุณทหารลาดกระบัง  
สําเร็จการศึกษาและเขารับพระราชทานปริญญาบัตรในปการศึกษา 2539 หลังจากนั้นสอบเขา
ศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2542 และไดรับทุนสนับสนุนจากโครงการทุนสถาบันบัณฑิต
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไทย (TGIST) ของสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ชาติ (สวทช.) ป พ.ศ.2543 
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