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ครสัทินจัดเป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพชนิดหนึ่งท่ีมีความส าคญัต่อระบบภูมิคุม้กันของกุง้  ซึ่งมีฤทธิ์

ทางชีวภาพท่ีสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลชีพได้ ในงานวิจัยก่อนหนา้นีไ้ดมี้การศึกษาเก่ียวกับครสัทิน
ชนิดท่ี 1 และ 2 พบวา่มีฤทธิ์ในการตา้นจุลชีพหลายชนิด แต่พบว่ามีเพียงครสัทินชนิดท่ี 3 เท่านัน้ท่ีมีทัง้ฤทธิ์ใน
การยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจลุชีพและการท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส ดงันัน้งานวจิยันีจ้ึงสนใจท่ีจะศึกษายีน
ของครสัทินชนิดท่ี 1 (Lvcarcinin), 2 (CrustinP) และ 3 (PA-SWD) รวมทัง้ยีนบริเวณโดเมน WAP ของยีน 
CrustinP  (WAP-PV) และยีนบริเวณโดเมน WAP ของยีน PA-SWD (WAP-SWD) ในกุง้ขาว (Litopenaeus 
vannamei) นอกจากนีย้ังไดท้  าการเช่ือมยีนบริเวณกรดอะมิโนโพรลีนและอารจ์ินีนของ  PA-SWD เขา้กับยีน 
WAP-PV (PA-WAP-PV) อีกดว้ย เพ่ือน าไปศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ยีน Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-
SWD, WAP-SWD และ PA-WAP-PV เป็นครสัทินท่ีประกอบดว้ยนิวคลีโอไทดจ์  านวน 336, 438, 163, 210, 156 
และ 217 คู่เบส ตามล าดบั สามารถแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 111, 145, 53, 69, 51 และ 71 โมเลกุล 
ตามล าดบั หลงัจากน ายีนทัง้ 6 นีไ้ปผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ  Escherichia coli แลว้จึงน าไปทดสอบฤทธิ์ใน
การยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียดว้ยเทคนิค Agar diffusion assay พบว่า rLvcarcinin มีฤทธิ์ในการ
ยับยัง้การเจริญเติบโตของ Bacillus subtilis ส่วน rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-
WAP-PV มีฤทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus แต่อย่างไรก็
ตาม WAP-PV และ WAP-SWD มีฤทธิ์ยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลชีพไดต้  ่ากว่า CrustinP และ PA-SWD 
ตามล าดบั นอกจากนัน้เม่ือน าโปรตีนลกูผสมไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K 
พบวา่มีเพียง rPA-SWD และ rWAP-SWD ซึ่งเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 3 เท่านัน้ท่ีสามารถยับยัง้การท างานของ
เอนไซม ์proteinase K ได ้ดงันัน้แสดงใหเ้ห็นวา่ Lvcarcinin, CrustinP และ PA-SWD น่าจะมีความเก่ียวขอ้งกบั
ระบบภมูคิุม้กนัของกุง้ขาวตอ่การปอ้งกันการรุกรานของจุลชีพ นอกจากนีบ้ริเวณกรดอะมิโนไกลซีนและซิสเตอี
นของครสัทินชนิดท่ี 2 และบริเวณกรดอะมิโนโพรลีนและอารจ์ินีนของครสัทินชนิดท่ี 3 ยังมีความส าคญัต่อการ
ตา้นเชือ้จลุชีพอีกดว้ย 
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Crustins are antimicrobial peptides that are important for the shrimp immune 

system. Their biological activities exhibited the growth inhibition of microorganisms. In the previous 
research, the Type I and Type II crustins showed the antimicrobial activities against several 
microorganisms, whereas the Type III crustins had both antimicrobial and antiproteinase activities. In 
this work, a novel Type I crustin (Lvcarcinin), Type II crustin (CrustinP), Type III crustin (PA-SWD), the 
WAP domain of the CrustinP (WAP-PV) and WAP domain of PA-SWD (WAP-SWD) from the whiteleg 
shrimp (Litopenaeus vannamei) were characterized. In addition, the Pro and Arg-rich region of PA-
SWD was ligated with WAP-PV (PA-WAP-PV) in order to study the biological activities. The 
Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD, WAP-SWD and PA-WAP-PV genes consist of an open 
reading frame of 336, 438, 163, 210,156 and 217 bp, respectively and encoding a putative protein of 
111, 145, 53, 69, 51 and 71 amino acid residues, respectively. After producing these six recombinant 
proteins using  Escherichia coli expression system, the growth inhibition of microorganisms was 
determined using an agar well diffusion assay. The results showed that the rLvcarcinin could inhibit 
the growth of Bacillus subtilis. The rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD, rWAP-SWD and rPA-WAP-PV 
inhibited the growth of Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. However, rWAP-PV and rWAP-
SWD weakly inhibited the growth compared with rCrustinP and rPA-SWD, respectively. Furthermore, 
the result of proteinase inhibitory activities showed that the Type III crustin, rPA-SWD and rWAP-
SWD, exhibited the inhibition against proteinase K. As a result, the Lvcarcinin, CrustinP and PA-SWD 
were probably involved in the shrimp immune system. Moreover, the Gly and Cys-rich region of Type 
II crustin and the Pro and Arg-rich region of Type III crustin might be important for antimicrobial 
action. 
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บทที ่1  
บทน า 

ภมูิหลัง 
กุง้นบัวา่เป็นอาหารทะเลท่ีมีผูนิ้ยมบรโิภคมากเป็นอนัดบัตน้ๆ ของโลก  โดยประเทศไทย

มีอุตสาหกรรมกุง้เป็นอุตสาหกรรมสง่ออกหลกัท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศเป็นอย่าง
มาก เน่ืองจากกุ้งทะเลสามารถน ารายไดเ้ขา้ประเทศในแต่ละปีเป็นมูลค่าหลายหม่ืนลา้นบาท  
สง่ผลใหว้ิธีการเลีย้งกุง้ทะเลในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาอย่างต่อเน่ืองเพื่อเพิ่มผลผลิตใหไ้ดป้ริมาณ
มากขึน้ (มลฤดี สนธิ, 2559) จากภาพประกอบ 1  ซึ่งเป็นกราฟแสดงขอ้มูลการสง่ออกของกุง้ขาว 
ชีใ้หเ้ห็นว่าตัง้แต่ปี 2554 ถึง ปี 2563 นัน้มูลค่าการส่งออกของกุ้งขาวลดลงเป็นอย่างมาก อาจมี
สาเหตุมาจากสภาพดา้นสิ่งแวดลอ้ม  หรือโรคระบาดของคนท่ีท าใหห้ลายๆประเทศไม่สามารถ
น าเขา้หรอืสง่ออกสนิคา้ไดเ้น่ืองจากมีการปิดประเทศจึงผลกระทบดา้นเศรษฐกิจไปทั่วทัง้โลก  แต่
สาเหตหุลกัอีกประการหนึ่งก็คือ  มีโรคระบาดของกุง้แพรเ่ขา้มาในประเทศไทย สง่ผลใหกุ้ง้เกิดการ
ติดเชือ้และตายในท่ีสดุ 

 
ภาพประกอบ 1 ขอ้มลูการสง่ออกกุง้ขาว 

 
ท่ีมา:  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, ส. (2563). สถิติการสง่ออกกุง้ขาว.  สืบคน้เม่ือ 30 

กันยายน 2563 จาก http://impexp.oae.go.th/service/export.php?S_YEAR=2554&EYEAR= 
2563&PRODUCT_GROUP=5248&PRODUCT_ID=3814&wf_search=&WF_SEARCH=Y 

 

http://impexp.oae.go.th/service/export.php?S_YEAR=2554&EYEAR=%202563&PRODUCT_GROUP=5248&PRODUCT_ID=3814&wf_search=&WF_SEARCH=Y
http://impexp.oae.go.th/service/export.php?S_YEAR=2554&EYEAR=%202563&PRODUCT_GROUP=5248&PRODUCT_ID=3814&wf_search=&WF_SEARCH=Y
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โรคระบาดส่วนใหญ่ท่ีมักพบในการเพาะเลีย้งกุ้งได้แก่ โรคท่ีเกิดจากชื้อไวรัส เช่น                
โรคไวรสัตัวแดงดวงขาว (White Spot Syndrome Virus, WSSV) และโรคไวรสัหวัเหลือง           
(Yellow-head Virus Disease, YHV) เป็นตน้  นอกจากนีย้งัมีโรคท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย ซึ่งสว่น
ใหญ่เกิดจากแบคทีเรียชนิด Vibrio harveyi และ Vibrio parahaemolyticus เช่น โรคแบคทีเรีย
เรอืงแสง และอีกหนึ่งโรคท่ีสง่ผลกระทบอย่างรุนแรงต่อวงการเพาะเลีย้งกุง้คือ  โรคตายด่วนในกุง้ 
(Shrimp Early Mortality Syndrome: EMS) หรือเรียกอีกช่ือว่ากลุ่มอาการตับและตบัอ่อน
เสื่อมสภาพอย่างฉับพลนั (Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome: AHPNS) เกิดจาก
เชือ้แบคทีเรียชนิด Vibrio parahaemolyticus (AHPND) ท่ีมีพลาสมิดท่ีสามารถสรา้ง toxin ได้
สง่ผลใหส้ว่นของตบัและตบัอ่อนของกุง้ถกูท าลายอยา่งรุนแรงและสง่ผลใหกุ้ง้ตาย ซึ่งแสดงใหเ้ห็น
วา่โรคระบาดเหลา่นีส้ง่ผลกระทบตอ่อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้เป็นอย่างมาก ดงันัน้เกษตรกร
จึงหาแนวทางการป้องกันโรคระบาดดว้ยวิธีการแกไ้ขท่ีผ่านมาและยงัคงใชก้ันอยู่จนถึงปัจจุบนัก็
คือ การใชย้าปฏิชีวนะ แต่อาจมีขอ้เสียหากใชย้าท่ีไม่ถูกตอ้ง ซึ่งท าใหเ้กิดความสิน้เปลืองและยงั
ก่อใหเ้กิดปัญหาตามมาไดแ้ก่ ปัญหาดือ้ยาของจุลนิทรยีต์า่งๆ ในสิ่งแวดลอ้ม (Pham et al., 2018)  
เกิดปัญหาการตกคา้งและการสะสมของยาในสตัวน์  า้  และมนุษยท่ี์บริโภคสตัวน์  า้  จากปัญหา
ดงักลา่วนี ้จึงเริ่มมีการศกึษาถึงวิธีการต่างๆ ท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกันและควบคุมโรคในกุง้
แทนการใชย้าปฏิชีวนะเพื่อเป็นการหลกีเลี่ยงและลดปรมิาณการใชย้าปฏิชีวนะลง รวมทัง้วิธีการท่ี
เป็นมิตรกบัสิ่งแวดลอ้ม (มลฤดี สนธิ, 2559) ไดแ้ก่ การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กัน การพฒันาวิธีการ
ตรวจสอบโรคตา่งๆ เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวิเคราะห ์ และการศกึษาเก่ียวกับระบบภูมิคุม้กัน
ของกุง้ 

ในงานวิจัยนีผู้ว้ิจัยจะศึกษาเก่ียวกับระบบภูมิคุม้กันของกุง้ โดยระบบภูมิคุม้กันของกุ้ง
เป็นแบบท่ีมีมาตัง้แตก่ าเนิด (innate immunity) ซึ่งจะท าหนา้ที่ตอบสนองตอ่สิ่งแปลกปลอมท่ีเขา้สู่
รา่งกายโดยการเพิ่มจ านวนเซลลเ์ม็ดเลือด โปรตีน หรือสารเคมีต่างๆ ของรา่งกายเพื่อก าจัดสิ่ง
แปลกปลอม โดยเกิดกลไกการตอบสนองสามารถแบ่งไดเ้ป็น  2 ประเภท คือ การตอบสนองโดย
การใช้เซลล ์(cellular immune response) ไดแ้ก่ กระบวนการกินเซลลแ์บบฟาโกไซโทซิส 
(phagocytosis) การกักล้อมสิ่งแปลกปลอม(encapsulation) และการเกิดโนดูล (nodule 
formation)  และอีกรูปแบบหนึ่งคือ การตอบสนองดว้ยสารน า้ (humoral immune response)  
โดยภายในเซลลเ์ม็ดเลอืดจะผลติและปลอ่ยสารตา่ง ๆ ออกมาเพื่อใชต้อบสนองต่อการรุกรานของ
สิ่งแปลกปลอม เช่น เปปไทดต์า้นจุลชีพ (antimicrobial peptides, AMPs) ตวัยบัยัง้โปรทีเนส 
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(proteinase inhibitor) และไซโทคีนไลท์แฟกเตอร์ (cytokine-like factors) เป็นต้น 
(Tassanakajon et al., 2013; มลฤดี สนธิ, 2559)  

AMPs เป็นโปรตีนขนาดเลก็ ประกอบดว้ยกรดอะมิโนนอ้ยกว่า 150-200 โมเลกุล ซึ่งพบ
อยูใ่นระบบภมิูคุม้กนัสิ่งมีชีวิตท่ีมีมาโดยก าเนิดและหนา้ที่เป็นแนวป้องกันแรกท่ีต่อสูก้ับจุลินทรียท่ี์
บุกรุก  ดังนัน้ AMPs จึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในการต่อสูก้ับการรุกรานของเชือ้โรค  AMPs 
สามารถแบง่ออกไดห้ลายชนิด เช่น พีเนียดิน (penaeidins)  ไลโซไซม ์(lysozymes) แอนติไลโพ-           
พอลแิซ็กคาไรดแ์ฟกเตอร ์(antilipopolysaccharide factors, ALFs) และครสัทิน (crustins)  โดย
แตล่ะชนิดจะมีลกัษณะโครงสรา้ง การท างานและความจ าเพาะท่ีแตกต่างกัน (Tassanakajon et 
al., 2013) ไดมี้รายงานการคน้พบยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั AMPs หลากหลายชนิดในระบบภมิูคุม้กันของ
กุง้  ซึ่งพบวา่ AMPs แตล่ะชนิดมีอยู่หลายไอโซฟอรม์  โดยแต่ละชนิดมีฤทธ์ิในการตา้นเชือ้จุลชีพ
ไดแ้ตกต่างกันไป (Tassanakajon et al., 2015)  จากการศึกษา AMPs ในกุง้ พบว่า AMPs ท่ีใช้
ป้องกันสิ่งแปลกปลอมนีม้ักจะมีการแสดงออกท่ีเพิ่มขึน้เม่ือกุง้ได้รบัเชือ้โรคหรือสิ่งแปลกปลอม           
ซึ่ง AMPs แต่ละชนิดมีฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพท่ีแตกต่างกัน (Donpudsa et al., 2014; Liu et al., 
2016; Yu et al., 2016)  โดยในงานวิจัยนีส้นใจท่ีจะศึกษาเก่ียวกับครสัทิน  ซึ่งเป็นเปปไทด ์          
ตา้นจุลชีพท่ีพบสว่นใหญ่ในสิ่งมีชีวิตตระกลูครสัเตเชียน  ไดแ้ก่ ปู  และ กุง้  

ครสัทินเป็น  AMPs ชนิดหนึ่งท่ีมีลกัษณะเฉพาะ ซึ่งโครงสรา้งของครสัทินประกอบดว้ย
บรเิวณท่ีเป็นเปปไทดส์ง่สญัญาณ (signal peptide) ท่ีบรเิวณปลาย N ของสายพอลิเปปไทด ์และ
บริเวณท่ีเรียกว่า โดเมน WAP (Whey acidic protein (WAP) domain) ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมี           
กรดอะมิโน Cysteine (Cys) จ านวนมาก โดยโดเมน WAP จะอยู่บริเวณปลาย C ของสาย           
พอลิเปปไทดข์องครสัทิน  ในปัจจุบนัสามารถจ าแนกครสัทินได ้5 ชนิด ดงัภาพประกอบ 2  โดย 
ครสัทินแต่ละชนิดจะมีความแตกต่างกัน ขึน้อยู่กับองค์ประกอบของกรดอะมิโนท่ีอยู่ระหว่าง
บรเิวณของเปปไทดส์ง่สญัญาณกบัโดเมน WAP ดงันี ้

 ครัสทินชนิดท่ี 1 ประกอบด้วยบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนซิสเทอีนอยู่มาก (Cys-rich)              
ครสัทินชนิดท่ี 2 ประกอบดว้ยบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนไกลซีนและกรดอะมิโนซิสเทอีนอยู่มาก            
(Gly-rich และ Cys-rich)  ในครสัทินชนิดท่ี 3 หรอือีกช่ือเรยีกหนึ่งวา่ single WAP domain (SWD) 
containing protein ประกอบดว้ยบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนโพรลีนและกรดอะมิโนอารจิ์นีนอยู่มาก 
(Pro และ Arg-rich) สว่นครสัทินชนิดท่ี 4 หรืออีกช่ือเรียกหนึ่งว่า double WAP domain (DWD) 
containing protein นัน้ประกอบดว้ยโดเมน WAP จึงท าใหค้รสัทินชนิดท่ี 4 มีบริเวณโดเมน WAP 
ถึงสองโดเมนอยู่ติดกัน  และครสัทินชนิดท่ี 5 ซึ่งมีลกัษณะคลา้ยกับครสัทินชนิดท่ี 1 แต่มีโดเมน           
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ท่ีมีกรดอะมิโนประเภทวงอะโรมาติกอยูม่าก (aromatic amino acid-rich) แทรกเขา้มาอยู่ระหว่าง 
Cys-rich และโดเมน WAP (Tassanakajon et al., 2015) นอกจากนีย้งัไดมี้การศึกษาเก่ียวกับ
ฤทธ์ิการตา้นจุลชีพต่าง ๆ ของครสัทิน โดยสว่นมากครสัทินสามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกได ้ (Smith, 2011) นอกจากนีไ้ด้มีงานวิจัยพบว่าครสัทิน
สามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของไวรสัไดอี้กดว้ย (Donpudsa et al., 2014)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2  โครงสรา้งพืน้ฐานของครสัทิน 
 

ท่ีมา :  Tassanakajon, A., Somboonwiwat, K., & Amparyup, P. (2015). Sequence 
diversity and evolution of antimicrobial peptides in invertebrates. Developmental & 
Comparative Immunology, 48(2), 324-341.   

 

จากการรายงานผลการวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดต่างๆ โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในครสัทินชนิดท่ี 1-3 พบวา่ ครสัทินชนิดท่ี 1 มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโต
ของทัง้แบคทีเรยีแกรมบวกและแกรมลบ รวมทัง้จุลนิทรยีช์นิดตา่งๆ ดงัแสดงในตาราง 1 
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ตาราง 1 ฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 1   
 

ช่ือเรยีกของ 
ครสัทินชนิดท่ี 1 

แหลง่ท่ีพบ 
ฤทธ์ิในการตา้น 
จุลชีพท่ีพบ 

เอกสารอา้งอิง 

CruHa1 
CruHa2 

Hyas araneus แบคทีเรียแกรมบวก (Sperstad et al., 2009) 

Plcrustin1 
Plcrustin2 

Pacifastacus leniusculus แบคทีเรียแกรมบวก (Donpudsa et al., 2010) 

CrusEs Eriocheir sinensis แบคทีเรียแกรมบวก (Mu et al., 2010) 

 
PtCrustin2 

 
Portunus trituberculatus 

แบคทีเรียแกรมบวก 
และแกรมลบ และยีสต ์

(Cui et al., 2012) 

PtCrustin3 Portunus trituberculatus 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Cui et al., 2012) 

MjCrus I-1 
Marsupenaeus 

japonicus 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Liu et al., 2015) 

MjCrus I-3 
Marsupenaeus 

japonicus 
แบคทีเรียแกรมลบ (Jiang et al., 2015) 

CqCrs Cherax quadricarinatus 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Yu et al., 2016) 

PcCru Procambarus clarkii 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Liu et al., 2016) 

SpCrus3 
SpCrus4 

Scylla paramamosain 
แบคทีเรียแกรมบวกและ 
V. parahemolyticus 

(Wang, Y., Zhang, X. 
W., et al., 2018) 

SpCrus6 Scylla paramamosain 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
เชือ้รา และ WSSV 

(Du, Wang, et al., 
2019) 

Pc-crustin 4 Procambarus clarkii 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Du, Li, et al., 2019) 

LvCrustin I-1 Litopenaeus vannamei Vibrio parahaemolyticus 
(Lv, Li, Yu, Xiang, et 

al., 2020) 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/signal-crayfish
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/marsupenaeus-japonicus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/marsupenaeus-japonicus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/marsupenaeus-japonicus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/marsupenaeus-japonicus
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นอกจากนีร้ายงานผลการวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 2 ซึ่งเป็น           
ครสัทินท่ีสามารถพบไดม้ากท่ีสดุในกุง้ชนิดตา่งๆ และมีหลากหลายไอโซฟอรม์ (Tassanakajon et 
al., 2015) พบว่า ครสัทินชนิดท่ี 2 มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของทัง้แบคทีเรีย
แกรมบวกและแกรมลบ รวมทัง้จุลนิทรยีช์นิดตา่งๆ ดงัแสดงในตาราง 2 

 
ตาราง 2  ฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 2 
 

ช่ือเรยีกของ 
ครสัทินชนิดท่ี 2 

แหลง่ท่ีพบ 
ฤทธ์ิในการตา้น 
จุลชีพท่ีพบ 

เอกสารอา้งอิง 

rCruFc 
Fenneropenaeus 

chinensis 
S. aureus (Zhang et al., 2007) 

CrustinPm1 Penaeus monodon 
แบคทีเรียแกรมบวก 
และ  E. coli 363 

(Supungul et al., 2008) 

LvABP1 Litopenaeus vannamei  Vibrio penaeicida (Shockey et al., 2009) 

crustinPm5 Penaeus monodon แบคทีเรียแกรมบวก 
(Vatanavicharn et al., 

2009) 

crustinPm1 Penaeus monodon แบคทีเรียแกรมบวก 
(Suthianthong et al., 

2012) 

MjCRS 
Marsupenaeus 

japonicus 
แบคทีเรียแกรมลบ 

(Vibrio penaeicida) 
(Hipolito et al., 2014) 

crustinPm4 Penaeus monodon 
B. megaterium 

E. coli 363  
V. harveyi 639 

(Donpudsa et al., 
2014) 

Fi-Crustin2 Fenneropenaeus indicus แบคทีเรียแกรมลบ (Sruthy et al., 2017) 

LvCrustinA Litopenaeus vannamei  
V. parahaemolyticus 

และ WSSV 
(Li et al., 2018) 

SpCrus5 Scylla paramamosain 
V. parahemolyticus 
และ S. aureus 

(Wang, Y., Zhang, C., 
et al., 2018) 

SpCrus2 Scylla paramamosain 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ และเชือ้รา 
(Wang, H. et al., 2018) 

 
 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/vibrio-parahaemolyticus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vibrio-parahaemolyticus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
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ตาราง 2  (ตอ่)   
 

ช่ือเรยีกของ 
ครสัทินชนิดท่ี 2 

แหลง่ท่ีพบ 
ฤทธ์ิในการตา้น 
จุลชีพท่ีพบ 

เอกสารอา้งอิง 

LvcrustinA Litopenaeus vannamei  แบคทีเรียแกรมบวก (อรวรรณ เปียพรดั, 2018) 

LvCrustinB Litopenaeus vannamei  V. parahaemolyticus (Li et al., 2019) 

crusFpau 
Farfantepenaeus 

paulensis 
แบคทีเรียแกรมบวก 

และแกรมลบ 
(Bandeira et al., 2020) 

Mn-Gly-Cru1 
Mn-Gly-Cru2 

Macrobrachium 
nipponense 

แบคทีเรียแกรมบวก 
และแกรมลบ และ WSSV 

(Dai et al., 2020) 

LvCrustin II-1 Litopenaeus vannamei  V. parahaemolyticus 
(Lv, Li, Yu, Zhang, et 

al., 2020) 

 
นอกเหนือจากนัน้ในปี 2012 ไดมี้การศึกษาบริเวณ Gly และ Cys-rich ของครสัทินชนิด  

ท่ี 2 (crustinPm1) ในกุง้กุลาด า (Penaeus monodon) (Suthianthong et al., 2012) โดยน า
บริเวณ Gly และ Cys-rich แยกออกจากโดเมน WAP ของ crustinPm1 จากนัน้จึงน าเฉพาะสว่น
ของโดเมน WAP ไปผลติโปรตีนลกูผสม และน าไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นจุลชีพ  ผลการทดลองท่ีได้
พบวา่โปรตีนท่ีมีเฉพาะสว่นของโดเมน WAP นีไ้ม่แสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโต
ของจุลชีพทัง้แบคทีเรยีแกรมบวกและลบ  แต่อย่างไรก็ตามเม่ือน าบริเวณ Gly-rich หรือ Cys-rich  
ออกจากโดเมน WAP ของ crustinPm1 เพียงบริเวณใดบริเวณหนึ่งเท่านัน้  พบว่าโปรตีนลกูผสม
ดงักลา่วยงัคงมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียอยู่ แต่ความแรงของฤทธ์ิการตา้น
จุลชีพนีล้ดลงกว่า crustinPm1 ปกติท่ีมีครบทัง้บริเวณ Gly-rich และ Cys-rich  ถัดมาในปี 2018 
ไดมี้การศึกษาครสัทินชนิดใหม่คือ SpCrus5 จากปู Scylla paramamosain  ท่ีมีโครงสรา้งท่ีต่าง
จากครสัทินชนิดท่ี 2  ทั่วไปคือ ประกอบดว้ยบริเวณ Cys-rich ท่ีปลาย N  มีโดเมน WAP อยู่ตรง
กลาง  แตบ่ริเวณ Gly-rich กลบัยา้ยไปอยู่ท่ีปลาย C  (Wang, Y., Zhang, C., et al., 2018)  โดย
น าบรเิวณ Gly-rich ออกไปจากโปรตีนนี ้จากนัน้จึงน าไปผลิตโปรตีนลกูผสมและทดสอบฤทธ์ิการ
ตา้นจุลชีพ พบว่าโปรตีน SpCrus5  ปกติมีฤทธ์ิตา้นจุลชีพและจับกับจุลินทรียแ์ละองคป์ระกอบ
ของผนงัเซลลข์องแบคทีเรียไดดี้กว่า SpCrus5 ท่ีไม่มีบริเวณ  Gly-rich ดงันัน้จากผลงานวิจัยท่ี
ผา่นมาจึงแสดงใหเ้ห็นวา่ทัง้บรเิวณ Gly-rich และ Cys-rich นา่จะมีความส าคญัต่อความสามารถ
ในการตา้นเชือ้จุลชีพ 
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  แต่อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยก่อนหนา้นีไ้ดพ้ยายามทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทิน                
ชนิดท่ี 1 และ 2 เก่ียวกับความสามารถในการยับยัง้การท างานของโปรทีเนสชนิดต่างๆ ดังนี ้                        
ในปี 2010 ได้มีการศึกษา ครัสทินชนิดท่ี 1 (Plcrustin1 และ Plcrustin2) จากเครย์ฟิช 
Pacifastacus leniusculus (Donpudsa et al., 2010) พบว่าโปรตีนทัง้ 2  มีฤทธ์ิในการยบัยัง้      
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก แต่เม่ือน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
ท างานของโปรทีเนสกลบัพบว่า  ครสัทินทัง้ 2 ชนิดนีไ้ม่พบความสามารถในการยบัยัง้การท างาน
ของโปร ทีเนส ต่อจากนั้นได้มี การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการท า งานของ                            
โปรทีเนสของครสัทินชนิดท่ี 2  นั่นคือ crustinPm1 จากกุง้กุลาด า (Suthianthong et al., 2012) 
และ SpCrus5 จากปู Scylla paramamosain (Wang, Y., Zhang, C., et al., 2018) แต่ก็ไม่พบ
ความสามารถในการยับยั้งการท างานของโปรทีเนสเช่นกัน ซึ่งแตกต่างจากครัสทินชนิดท่ี 3           
ซึ่งพบฤทธ์ิทางชีวภาพทัง้ฤทธ์ิตา้นจุลชีพและฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส 

ส  าหรบัในการศึกษาเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 3 นัน้ นอกจากจะพบ
ความสามารถในการยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่นเดียวกับครัสทินชนิด               
ท่ี 1 และ 2 แลว้ ยงัพบวา่มีความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสไดอี้กดว้ย             
ดงัแสดงในตาราง 3 

 
ตาราง  3  ฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 3 
 

ช่ือเรยีกของ 
ครสัทินชนิดท่ี 3 

แหลง่ท่ีพบ 

ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบ 

เอกสารอา้งอิง 
การตา้นจุลชีพ 

การยบัยัง้การ
ท างานของ
เอนไซม ์
โปรทีเนส 

SWDPm2 Penaeus monodon แบคทีเรียแกรมบวก Subtilisin A 
(Amparyup et al., 

2008) 

Fc-SWD 
Fenneropenaeus 

chinensis 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 
และเชือ้รา 

Subtilisin A 
ProteinaseK 
และ Trypsin 

(Jia et al., 2008) 

Pc-SWD Procambarus clarkii ไมมี่ฤทธิ ์
proteinase  

from bacteria 
(Du et al., 2010) 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/signal-crayfish
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ตาราง 3 (ตอ่)  
  

ช่ือเรยีกของ 
ครสัทินชนิดท่ี 3 

แหลง่ท่ีพบ 

ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบ 

เอกสารอา้งอิง 
การตา้นจุลชีพ 

การยบัยัง้การ
ท างานของ
เอนไซม ์
โปรทีเนส 

CrusEs2 Eriocheir sinensis แบคทีเรียแกรมบวก NA (Mu et al., 2011) 

MrCrs 
Macrobrachium 

rosenbergii 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 

IHHVV และ WSSV 
NA 

(Arockiaraj et al., 
2013) 

MjSWD 
Marsupenaeus 

japonicus 

สามารถจบักับ          
ผนงัเซลลแ์บคทีเรีย               
แกรมบวกและ             
แกรมลบ 

Subtilisin A  
Proteinase K 

และ  proteinase 
from bacteria 

(Jiang et al., 2013) 

Lv-SWDi 
Litopenaeus 
vannamei 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 

proteinase from 
bacteria 

(Du et al., 2015) 

LvSWD 
Litopenaeus 
vannamei 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 

(Vibrio 
parahaemolyticus 

(VPAHPND) ) 

subtilisin A (Visetnan et al., 2017) 

LvSWD3 
Litopenaeus 
vannamei 

WSSV 
ไมมี่ฤทธิย์บัยัง้
การท างานของ
เอนไซมโ์ปรทีเนส 

(Yang et al., 2018) 

LvSWD4 
Litopenaeus 
vannamei 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 
และ WSSV 

NA (Yang et al., 2019) 

LvSWD5 
Litopenaeus 
vannamei 

แบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ 
และ WSSV 

NA (Yang et al., 2020) 

หมายเหต ุNA หมายถึง ไม่ไดท้  าการทดลอง 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vibrio-parahaemolyticus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vibrio-parahaemolyticus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/subtilisin
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งานวิจัยก่อนหนา้นี ้(Amparyup et al., 2008)  ไดศ้ึกษาครสัทินชนิดท่ี 3  ในกุง้กุลาด า 
(rSWDPm2) ซึ่งพบฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกและฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้โปรทีเนสต่อ subtilisin A  สว่นในกุง้ F. chinensis (rSWDFc) (Jia et al., 2008) พบว่ามี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ  และเชือ้รา  รวมทัง้
ยงัมีฤทธ์ิในการยับยัง้โปรทีเนสต่อ subtilisin A proteinase K และ trypsin ซึ่งทัง้ SWDPm2          
และ SWDFc มีลกัษณะโครงสรา้งเช่นเดียวกับครัสทินชนิดท่ี 3 นั่นคือประกอบด้วยบริเวณ             
ท่ีเป็นเปปไทดส์่งสญัญาณ บริเวณ Pro และ Arg-rich และโดเมน WAP แต่ครสัทินจากกุ้ง 
Masupenaeus japonicas และ crayfish Procambarus clarkia ซึ่งมีโครงสรา้งคลา้ยกับ               
ครสัทินชนิดท่ี 3 แต่ขาดบริเวณ Pro และ Arg-rich ซึ่งผลการทดลองพบว่าครสัทินดงักลา่วไม่มี
ฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพแต่พบเพียงฤทธ์ิในการยับยั้งโปรทีเนสเท่านั้น               
แสดงใหเ้ห็นวา่บรเิวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 อาจมีความส าคญัต่อฤทธ์ิการตา้น
จุลชีพ (Du et al., 2010; Jiang et al., 2013; Tassanakajon et al., 2015)  ตอ่มาในปี 2017 ไดมี้
การศึกษาเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของ LvSWD ในกุง้ขาว(Litopenaeus vannamei) (Visetnan 
et al., 2017) พบว่ามีความสามารถในการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียได ้โดยเฉพาะ
แบคทีเรียชนิดก่อโรค Vibrio parahaemolyticus (VPAHPND)  ท่ีเป็นสาเหตุท่ีท  าใหเ้กิดโรคตายด่วน
ในกุง้ รวมทัง้ยงัพบวา่ความสามารถในยบัยัง้โปรทีเนสตอ่ sutilisin A อีกดว้ย แตอ่ย่างไรก็ตามเม่ือ
ท าการผลิตโปรตีนลูกผสมของ LvSWD โดยผลิตเฉพาะส่วนท่ีเป็นโดเมน WAP เท่านั้น            
(rLvSWD-WAP) พบว่า  rLvSWD-WAP มี เพียงความสามารถในยับยั้ง โปรที เนสเท่านั้น                    
ไม่พบฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และในปี 2018 ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับ
บทบาทของยีน  LvSWD3 จากกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) เช่นเดียวกัน (Yang et al., 
2018) ซึ่ง LvSWD3 จัดเป็นครสัทินชนิดท่ี 3 แต่ไม่มีองคป์ระกอบของบริเวณ  Pro และ Arg-rich 
พบวา่โปรตีนลกูผสม LvSWD3 ไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย นอกจากนัน้
ยงัศกึษาเก่ียวกับการตอบสนองต่อไวรสั แต่พบว่าท าไดเ้พียงยืดระยะเวลาในการตายของกุง้เม่ือ
ติดเชือ้ WSSV เทา่นัน้  ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีกลา่วไปขา้งตน้วา่บรเิวณ Pro และ Arg-rich นัน้
อาจเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพ (Tassanakajon et al., 2015)  แตไ่ม่นา่จะสง่ผลต่อฤทธ์ิใน
การยบัยัง้การท างานของโปรทีเนส  

จากผลของงานวิจัยท่ีกล่าวมานัน้แสดงใหเ้ห็นว่าในงานวิจัยสว่นใหญ่ของครสัทินชนิด         
ท่ี 1 และ 2  มีฤทธ์ิในการยับยั้งจุลชีพไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ เชือ้รา                
และเชือ้ไวรสั แต่ไม่มีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์โปรทีเนส ในทางตรงขา้มพบว่า          
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ครสัทินชนิดท่ี 3 มีฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพเช่นเดียวกันกับครสัทินชนิดท่ี 1 และ 2 แต่มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส ซึ่งแตกต่างจากครสัทินชนิดท่ี 1 และ 2 (Du et al., 2010)  
ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจท่ีจะศึกษาหนา้ท่ีทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 1 บริเวณ Gly และ 
Cys-rich ของครสัทินชนิดท่ี 2 และบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 จากกุง้ขาว                                     
(Litopenaeus vannamei) ต่อฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นจุลชีพและการยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมโ์ปรทีเนส  ซึ่งผลการทดลองท่ีไดส้ามารถใช้เป็นแนวทางในการศึกษาครสัทินและระบบ
ภูมิคุม้กันของกุง้ รวมถึงยงัสามารถใชเ้ป็นแนวทางส  าหรบัการพฒันาครสัทินต่อการควบคุมโรค
ของกุง้ไดต้อ่ไปในอนาคตอีกดว้ย 

 
ความมุ่งหมายของการวิจัย   

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัสนใจศกึษาหนา้ที่ทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 1, 2 และ 3 ท่ีพบ
ในกุ้งขาว รวมถึงหนา้ท่ีทางชีวภาพของบริเวณ Gly และ Cys-rich และ Pro และ Arg-rich 
ของครสัทินชนิดท่ี 2 และ 3 ตามล าดบั จากกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ต่อฤทธ์ิทางชีวภาพ
ในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของจุลชีพและยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส 
 
ความส าคัญของการวิจัย 

การศกึษาเก่ียวกบัครสัทินชนิดท่ี 1 ครสัทินชนิดท่ี 2 และครสัทินชนิดท่ี 3  รวมทัง้บริเวณ 
Gly และ Cys-rich และ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 2 และ 3 ตามล าดบั จะท าใหท้ราบ
ถึงหนา้ท่ีและฤทธ์ิทางชีวภาพของครัสทินทัง้ 3 ชนิด รวมทั้งความส าคัญของโครงสรา้งและ
องคป์ระกอบโดเมนของครสัทินต่อหนา้ท่ีทางชีวภาพ ซึ่งขอ้มูลท่ีไดน้ัน้สามารถใชเ้ป็นพืน้ฐานใน
การศกึษาเก่ียวกบัระบบภมิูคุม้กนัของกุง้และพฒันาวิธีควบคมุโรคของกุง้ตอ่ไป 

 
ขอบเขตการวิจัย 

ในงานวิจัยนีผู้ว้ิจัยมีความตอ้งการท่ีจะศึกษาหนา้ท่ีทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 1, 2 
และ 3 รวมทัง้ Gly และ Cys-rich และ Pro และ Arg-rich ในครสัทินชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3               
ในกุง้ขาว ตามล าดบั โดยเริ่มจากการโคลนยีนทัง้ 6 ชนิดเขา้สูพ่ลาสมิด ไดแ้ก่ ยีน Lvcarcinin ของ          
ครัสทินชนิดท่ี 1 ยีน CrustinP  ของครัสทินชนิดท่ี 2 และโดเมน WAP ของยีน CrustinP                     
(WAP-PV)  ยีน PA-SWD  รวมถึงยีนบรเิวณ Pro และ Arg-rich (Pro-Arg-SWD) และโดเมน WAP 
(WAP-SWD) ของครสัทินชนิดท่ี 3 นอกจากนีก็้จะท าการโคลนยีนอีก 1 ชนิดเขา้สูพ่ลาสมิดคือ ยีน
ท่ีท าการเช่ือมตอ่กนัระหวา่งบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 (Pro-Arg-SWD) และ
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ยีนบริเวณโดเมน WAP ของครสัทินชนิดท่ี 2 (WAP-PV) เพื่อใหไ้ดย้ีนท่ีสนใจคือยีน  PA-WAP-PV 
จากนัน้น าพลาสมิดลกูผสมของยีนทัง้ 6 ชนิดนีเ้ขา้สูแ่บคทีเรยี E. coli  เพื่อผลติโปรตีนลกูผสมและ
ท าโปรตีนใหบ้ริสทุธ์ิ จากนัน้จึงน าโปรตีนท่ีไดไ้ปศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพไดแ้ก่ ฤทธ์ิการยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของแบคทีเรยี และฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K   

 
 



 
 

 

บทที ่2  
ทบทวนวรรณกรรม 

 
ในการวิจยัในครัง้นี ้ ผูว้ิจยัไดศ้กึษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้ง และไดน้  าเสนอตาม

หวัขอ้ตอ่ไปนี ้
1. ลกัษณะทั่วไปของกุง้ 
2. โรคของกุง้ 
3. ภมิูคุม้กนัของกุง้ 
4. เปปไทดต์า้นจุลชีพ 
5. ครสัทิน 
6. เทคนิคท่ีใชใ้นงานวิจยั 
 

1. ลักษณะทั่วไปของกุ้ง 
1.1. ลกัษณะทั่วไปของกุง้ขาว 

1.1.1 อนกุรมวิธานของกุง้ขาว 
กุง้ขาว (Pacific white shrimp) ช่ือวิทยาศาสตรว์่า Litopenaeus vannamei  

การจดัจ าแนกทางอนกุรมวิธานเป็นดงันี ้
  Phylum     Arthropoda 
       Class       Crustacea 
           Subclass      Malacostraca 
               Superorder      Eucarid Ecarida 
                    Order               Decapoda 
                         Suborder            Natantia 
                              Section               Penaeidea 
                                   Family                  Penaeidae 
                                       Genus                    Litopenaeus 
                                            Species                  Litopenaeus vannamei 
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1.1.2 ลกัษณะทั่วไปของกุง้ขาว 
ลกัษณะทั่วไปของกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ดงัแสดงในภาพ ประกอบท่ี 

3 บนล าตวัมี 8 ปลอ้ง มีสขีาว หนา้อกใหญ่ และมีการเคลื่อนไหวเรว็ ในสว่นหวั มี 1 ปลอ้ง มีกรยีาว
ประมาณ 0.8 เท่าของความยาว  มีเปลือกหวัสนักรีสงูแต่ปลายกรีแคบ ในสว่นของกรีมีลกัษณะ
เป็นสามเหลี่ยมมีสแีดงอมน า้ตาล กรดีา้นบนมี 8 ฟัน กรีดา้นลา่งมี 2 ฟัน รอ่งบนกรีมองเห็นไดช้ัด 
เปลอืกหวัสขีาวอมชมพถูึงแดง ขาเดินมีสขีาวเป็นลกัษณะท่ีโดดเด่น หนวดแดง 2 เสน้ยาว ตาแดง
เขม้ สว่นตวัมี 6 ปลอ้ง เปลอืกตวัสขีาวอมชมพูถึงแดง เปลือกบาง ขาว่ายน า้ 5 คู่ มีสีขาวขา้งในท่ี
ปลายมีสแีดง สว่นหางมี 1 ปลอ้ง ปลายหางมีสแีดงเขม้ แพนหางมี 4 ใบและ 1 กรีหาง ขนาดตวัท่ี
โตสมบูรณเ์ต็มท่ีของกุง้สายพนัธุ์นีจ้ะมีขนาดท่ีเล็กกว่ากุง้กุลาด า หากินทุกระดบัความลกึของน า้ 
ชอบวา่ยลอ่งน า้แก่ง ลอกคราบเรว็ทกุๆสปัดาห ์ไม่หมกตวั (กมลศิร ิพนัธนิยะ, 2012)      

 
 
 
 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 3  กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
 

ท่ีมา :  OCENA. (2020). Instant Expert: White Shrimp Retrieved October 2, 2020, 
from https://oceana.org/marine-life/cephalopods-crustaceans-other-shellfish/white-
shrimp 

กุง้ขาว เป็นกุง้ทะเลท่ีมีการเพาะเลีย้งกันอย่างแพร่หลายในหลายประเทศ เช่น 
สหรฐัอเมรกิา เม็กซิโก กัวเตมาลา นิคารากัว คอสตาริกา ปานามา โคลมัเบีย อิควาดอร ์และเปรู 
เป็นต้น กุ้งสายพันธุ์นีเ้ป็นสัตว์ท่ีมีความแข็งแรงและทนทาน ส่งผลใหเ้กิดการขยายพันธุ์ตาม
ธรรมชาติไดก้วา้ง สว่นใหญ่ตามแนวชายฝ่ังตะวนัออกของมหาสมุทรแปซิฟิก ตัง้แต่เม็กซิโกไป
จนถึงเปรู ท่ีช่วงระดบัความลกึจากเสน้แนวชายฝ่ังลงไปประมาณ 72 เมตร หรอื 235 ฟุต เน่ืองจาก
ลักษณะภูมิภาคในแถบนีมี้พื ้นท่ีใต้ท้องทะเลท่ีมีลักษณะเหมือนโคลนจึงเหมาะสมแก่การ

https://oceana.org/marine-life/cephalopods-crustaceans-other-shellfish/
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เจรญิเติบโตและสามารถเป็นแหลง่อาหารท่ีอุดมสมบูรณ์ได ้ซึ่งประเทศอิควาดอรจ์ัดเป็นประเทศ
ผูผ้ลิตรายใหญ่ท่ีมีฟารม์เพาะเลีย้งกุง้ลกูกุง้ รวมถึงพ่อพนัธุ์และแม่พนัธุ์ดว้ย (กมลศิริ พนัธนิยะ, 
2012) 

2. โรคของกุ้ง 
2.1. โรคท่ีเกิดจากเชือ้ไวรสั 

2.1.1. โรคไวรสัตวัแดงดวงขาว (WSSV)  
White Spot Syndrome Virus (WSSV) หรือโรคดวงขาว(จุดขาว) ดงัแสดงใน

ภาพประกอบ 4  เป็นโรคท่ีพบกบักุง้ทะเลทกุชนิดรวมทัง้กุง้ขาวดว้ย  โดยมีสาเหตุจากเกิดจากเชือ้
ไวรสัดวงขาว ท่ีเรียกว่า White Spot Syndrome Virus หรือ WSSV (Tang and Lightner, 2000) 
ซึ่งมีขนาด 130 x 350 นาโนเมตร (ขนาดใหญ่ท่ีสดุในบรรดาไวรสักุง้) มี envelope รูปไข่ มีหางตรง
ปลายยอด nucleocapsid เป็นรูปแท่ง เป็นไวรสัท่ีมีดีเอ็นเอนสายคู่ สายดีเอ็นเอเป็นวง ขดเป็น
เกลยีว ขนาดประมาณ 305 Kb ไวรสันีเ้พิ่มจ านวนภายในนิวเคลียส ถูกท าลายไดด้ว้ยความรอ้นท่ี
อุณหภมิู 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 120 นาทีหรือ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที เชือ้มีชีวิต
อยูไ่ดใ้นน า้ทะเลเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 30 วนัและอยูใ่นบ่อเลีย้งกุง้ได ้3 ถึง 4 วนั เชือ้ไวรสัท่ีสามารถ
ท าลายเนือ้เยื่อผิวใตเ้ปลอืก เหงือก อวยัวะสรา้งเม็ดเลือด ต่อมน า้เหลืองและเม็ดเลือด  โดยท าให้
นิวเคลยีสของเซลลบ์วมโต (ทินรตัน ์ศรสีวุรรณ,์ 2008) 
 

 

 

 
 
 

 
ภาพประกอบ 4  กุง้ขาวท่ีเป็นโรคตวัแดงดวงขาว 

 
ท่ีมา :  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, ส. (2563). โรคจุดขาวในกุ้ง (White spot 

disease). สบืคน้เม่ือ 30 กนัยายน 2563 จาก http://niah.dld.go.th/th/AnimalDisease/ aquatic 
WhiteSpot.htm 

http://niah.dld.go.th/th/AnimalDisease/%20aquatic%20WhiteSpot.htm
http://niah.dld.go.th/th/AnimalDisease/%20aquatic%20WhiteSpot.htm
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อาการของกุ้งท่ีเป็นโรคดวงขาวจะมีลักษณะจุดขาวหรือดวงขาวมีขนาด
เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 0.1 ถึง 2 มิลลิเมตร  ซึ่งดวงสีขาวบริเวณเปลือกลกัษณะดวงท่ีเกิดขึน้นีเ้กิดจาก
ความผิดปกติของการสะสมแคลเซียมและฟอสฟอรสัท่ีผิดปกติ  ซึ่งลกัษณะของกุง้ท่ีเป็นโรคดวง
ขาวนีจ้ะไม่มีแรงดีดตวัท าใหกุ้ง้สว่นใหญ่นัน้จะวา่ยอยูบ่รเิวณผิวน า้หรอืเกยขอบบ่อ บางครัง้พบว่า
กุง้อาจจะมีอาการลอกคราบไม่ออกหรอืลอกคราบแลว้ไม่แข็งตวั ตวันิ่ม กินอาหารลดลง  โดยสว่น
ใหญ่การตายของกุง้หลงัจากติดโรคจะขึน้อยูก่บัฤดกูาลและแหลง่เพาะเลีย้ง  โดยเฉพาะช่วงฤดูท่ีมี
อากาศหนาวหรือฝนตกหนักติดต่อกันนานๆ  อัตราการตายของกุ้งสูง 80 ถึง 100 เปอรเ์ซ็นต์
ภายในระยะเวลา 4 ถึง 5 วนั และไม่สามารถใชย้าปฏิชีวนะรกัษาโรคระบาดชนิดนีไ้ด ้ แต่สามารถ
ปอ้งกนัเพื่อลดความรุนแรงของโรคดวงขาวได ้ โดยหลีกเลี่ยงการปลอ่ยลกูกุง้เลีย้งในบ่อในช่วงท่ี
อากาศหนาวเย็นหรอืถา้จะเลีย้งในบรเิวณท่ีมีโอกาสระบาดของโรค  ควรจะฆา่พาหะในน า้ก่อนการ
ปล่อยลูกกุ้งดว้ยคลอรีนผง  และซือ้ลกูกุ้งจากโรงเพาะฟักท่ีมีการน าเขา้พ่อแม่พันธุ์ท่ีปลอดเชือ้  
(specific pathogen free, SPF) เทา่นัน้  นอกจากนัน้ควรมีบ่อพกัน า้และเติมน า้จากบ่อพกัน า้ท่ีมี
การฆ่าเชือ้และพกัน า้เป็นเวลานานแลว้เท่านัน้  (กรมประมง; ชลอ ลิม้สวุรรณ, 2546; ส  านกังาน
พฒันาการวิจยัการเกษตร (องคก์ารมหาชน), 2563) 

2.1.2 โรคทอรา่ซินโดรม (Taura Syndrome)    
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 5  กุง้ขาวท่ีเป็นโรคทอรา่ ซินโดรม 

 
ท่ีมา :  Kathy F.J., T., Joel O., W., Solangel A., N., & Donald V., L. (2009). Evolu- 

tionary history of Taura Syndrome Virus. Retrieved September 30, 2020, from 
https://www.aquaculturealliance.org/advocate/evolutionary-history-taura-syndrome-virus/ 

 

https://www.aquaculturealliance.org/advocate/evolutionary-history-taura-syndrome-virus/
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ไวรสัทอรา่ ซินโดรม (Taura Syndrome Virus) สามารถก่อใหเ้กิดโรคในกุง้ขาว          
ลิโทพีเนียสแวนนาไม โดยมีอัตราการตายสงู 75 ถึง 80 เปอรเ์ซ็นต ์  ซึ่งโรคนีไ้ดก้่อใหเ้กิดความ
เสียหายทางเศรษฐกิจอย่างมากเน่ืองจากผลผลิตกุง้ชนิดนี ้ โดยสาเหตุของโรคทอรา่ซินโดรมนัน้
เกิดจากเชือ้ไวรสัช่ือ ไวรสัทอรา่ (Taura Virus)  ไวรสัทอรา่ ซินโดรม (Taura Syndrome Virus)  
โรคหางแดง (Little Red Tail) หรือ โรค La Colita Roja ซึ่งลกัษณะของไวรสัทอรา่นัน้ มีขนาด 31
ถึง 34 นาโนเมตร เป็น RNA virus ท่ีมีสาย RNA สายเด่ียว จัดเป็นพวกพิโคนาไวรสั (picorna- 
virus)  ซึ่งจะเขา้ไปอาศยัอยู่ในไซโตพลาสซึมของเซลลบ์ุผนงัของกุง้ท่ีติดเชือ้  โดยลกัษณะอาการ
ของโรคทอรา่ซินโดรม มี 2 ระยะ คือ ระยะเฉียบพลนั (peracute) และระยะเรือ้รงั (chronic or 
recovery) โดยโรคนีจ้ะเขา้ท าลายเนือ้เยื่อบรเิวณใตเ้ปลอืก ท าใหเ้ปลอืกอ่อนน่ิม กุง้มักจะตายช่วง
ลอกคราบ ลกัษณะอีกอยา่งที่แสดงวา่กุง้ติดเชือ้คือป้ืนสแีดงซีดท่ีเกิดจากการอักเสบของเซลสีแดง
ในชัน้ผิวหนงัและท่ีแพนหาง กุง้ท่ีรอดตายและสามารถลอกคราบไดจ้ะมีอาการดีขึน้หรืออาจเขา้สู่
การติดเชื ้อแบบเรื ้อรัง  ซึ่งมักแสดงรอยโรคหลายแห่ง ท่ีเปลือก ดังแสดงในภาพประกอบ                 
5  ในการปอ้งกนัและควบคุมโรคนีคื้อ เลีย้งกุง้ปลอดเชือ้ (Specific Pathogen-Free) โดยเริ่มจาก
แม่พนัธุท่ี์ปลอดเชือ้ผลติออกมาเป็นกุง้พี และลงเลีย้งบ่อดินก็จะปลอดเชือ้เช่นกัน นอกจากนัน้ยงั
สามารถเลอืกใชกุ้ง้ชนิดตา้นโรคทอรา่ซินโดรมแทนไดอี้กดว้ย (กมลศิร ิพนัธนิยะ, 2012) 

2.1.3 โรคไวรสัหวัเหลอืง (Yellow-head Virus Disease, YHV) 
ไวรสัหัวเหลืองมีรายงานการระบาดครัง้แรกในฟารม์เลีย้งกุง้กุลาด าในประเทศ

ไทยและตอ่มาไดมี้การแพรก่ระจายในแหลง่เลีย้งกุง้ท่ีเพาะเลีย้งในทวีปเอเชีย  อาการของกุง้ท่ีเป็น
โรคนีคื้อล  าตวัจะซีด  และบรเิวณสว่นหวัจะมีสเีหลอืงดงัแสดงในภาพประกอบ 6  เน่ืองจากตบัของ
กุ้งมีสีเขม้ขึน้เพราะถูกท าลายดว้ยไวรัส YHV ซึ่งจัดเป็นไวรัส RNA สายเด่ียว(ssDNA) ท่ีมี          
ผนงัหุม้ (Enveloped Virus)  รูปรา่งเป็นท่อน (Bacilliform) มีความยาว 150 ถึง 200 นาโนเมตร  
และมีเสน้ผ่าศูนยก์ลางของอนุภาค 40 ถึง 50 นาโนเมตร  พบอยู่ในไซโตพลาสซึมของเซลลท่ี์ติด
เชือ้และช่องวา่งระหวา่งเซลล ์ ซึ่งในการปอ้งกนัโรคหวัเหลือง  สิ่งส  าคญัคือจะตอ้งมีการเตรียมน า้
และมีบอ่พกัน า้ที่เพียงพอ  ซึ่งจะช่วยปอ้งกนัปัญหาไดดี้และมีน า้เพียงพอในการเลีย้ง มีระบบการ
ใหอ้ากาศท่ีดีเพื่อปอ้งกนัการเนา่เสยีท่ีพืน้บอ่ และปรบัเปลี่ยนการใหอ้าหารที่เหมาะสม (ส  านกังาน
พฒันาการวิจยัการเกษตร (องคก์ารมหาชน), 2563)  
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ภาพประกอบ 6  กุง้ขาวท่ีเป็นโรคไวรสัหวัเหลอืง 
 

ท่ีมา :  ขวญัเรอืน สวุรรณรตัน.์ (15 พฤศจิกายน 2561). โรคกับการเลีย้งกุง้. สืบคน้เม่ือ 
30 กั น ย า ย น  2563 จ า ก  http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-
31/2016-08-30-14-11-14/ 591-2018-11-19-04-43-15 

 
2.1.4 โรคแคระแกรน็ (RDS - Runt Defomity Syndrom )   

 
 
 
 
  
 
 
 

  
 ภาพประกอบ 7  กุง้ขาวท่ีเป็นโรคโรคแคระแกร็น 

 
ท่ีมา : ขวญัเรอืน สวุรรณรตัน.์ (15 พฤศจิกายน 2561). โรคกบัการเลีย้งกุง้. 

สบืคน้เม่ือ 30 กนัยายน 2563 จาก  http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-
02-19-31/2016-08-30-14-11-1459 1-2018-11-19-04-43-15 

http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-14/%20591-2018-11-19-04-43-15
http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-14/%20591-2018-11-19-04-43-15
http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-1459%201-2018-11-19-04-43-15
http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-1459%201-2018-11-19-04-43-15
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โรคแคระแกรน็ Runt Deformity Syndrome (RDS) เป็นโรคท่ีส  าคญัอีกชนิดหนึ่ง
ในกุง้ขาว  ซึ่งมีสาเหตุเกิดจากเชือ้ไวรสั Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis 
Virus (IHHNV)  ไวรสั IHHNV มีขนาด 22 นาโนเมตร เป็น DNA virus ท่ีมีสาย DNA สายเด่ียว 
จดัเป็นพวกพาโวไวรสั (parvovirus)  สาเหตกุารระบาดนัน้นอกจากการกระจายตามปกติในบ่อกุง้
ทัง้การกินกนัเองและการติดเชือ้ในน า้แลว้ อีกทางหนึ่งก็คือผ่านทางมูลนก  โดยมีอาการส  าคญัคือ 
การกินอาหารลดลง  ความอยากอาหารลดลง  กุง้กินกนัเอง และมีขนาดตวัที่เลก็ลงอยา่งเห็นไดช้ัด  
สง่ผลใหมี้อตัราการตายเพิ่มขึน้สงู 80 ถึง 90 เปอรเ์ซ็นต ์ ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 7  ในกุง้ท่ีติด
โรคจะพบจุดขาวหรอืเหลอืงหม่นท่ีเปลอืกโดยเฉพาะบริเวณรอยต่อของแผ่นปิดช่องทอ้ง ซึ่งในการ
ปอ้งกนัและรกัษาในงานวิจยัใหม่ๆ ท่ีใหผ้ลดีกว่าการการเพิ่ม pH โดยใชปู้นขาวคือ การแนะน าให้
ตากบ่อเพื่อใหค้วามรอ้นจากแสงแดดเป็นตวัช่วยในการฆ่าเชือ้  เน่ืองจากการป้องกันโรคระบาด
ชนิดนีย้งัไม่มีวิธีท่ีเฉพาะเจาะจง  แต่อีกทางเลือกหนึ่งก็คือท าการเพาะกุง้จากแม่กุง้ท่ีปลอดเชือ้ 
(Specific Pathogen-Free) โดยเริ่มจากแม่พันธุ์ท่ีปลอดเชื ้อผลิตออกมาเป็นกุ้งพีหรือกุ้ง              
ระยะโพสลารว์าแลว้จึงน าลงเลีย้งบอ่ดินก็จะปลอดเชือ้เช่นกนั (กมลศิร ิพนัธนิยะ, 2012)  

 
2.2 โรคท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรยี 

2.2.1 โรคแบคทีเรยีเรอืงแสง 
โรคแบคทีเรียเรืองแสงในกุง้เกิดจากเชือ้  Vibrio harveyi  ซึ่งเป็นแบคทีเรีย           

แกรมลบ  มีลกัษณะรูปรา่งเป็นทอ่นสัน้ ๆ เติบโตไดท้ัง้ในสภาวะมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน เชือ้
นีส้ามารถให้แสงสีเขียวแกมเหลืองออกมาซึ่งเกิดปฏิกิริยาทางเคมีของเอ็นไซม์ลูซิเฟอเรส 
(Luciferase) ซึ่งท าใหเ้กิดการเรอืงแสงไดใ้นท่ีมืด ดงัแสดงในภาพประกอบ 8  โดยลกัษณะอาการ
ของโรคนีคื้อ  กุง้ท่ีป่วยจะว่ายขึน้มาเกยอยู่ตามบริเวณผิวน า้หรือขอบบ่อ  ซึ่งกุ้งป่วยเหล่านีจ้ะ
สามารถสงัเกตไดจ้ากการเรืองแสงในเวลากลางคืนท่ีสว่นหวัอย่างชัดเจน เม่ือน าสว่นของตบัและ
ตบัอ่อนของกุง้ท่ีป่วย หรอืน าเลอืดกุง้มาตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศนส์อ่งจะพบแบคทีเรียท่อน
สัน้ท่ีสามารถเคลื่อนท่ีไดเ้ป็นจ านวนมาก ถา้หากน าเชือ้ไปเพาะในอาหารเลีย้งเชือ้ทีซีบีเอส (TCBS 
agar) จะพบวา่โคโลนีท่ีเกิดขึน้เป็นชนิดสเีขียว และเม่ือตรวจสอบทางเนือ้เยื่อในกุง้ป่วยพบว่าสว่น
ตบัและตบัอ่อนนัน้ถกูท าลายอยา่งรุนแรงท าใหก้ารยอ่ยอาหารไม่เป็นปกติและอาหารท่ีสะสมไวใ้น
ตบัก็จะนอ้ยลง  กุ้งเริ่มอ่อนแอและตายในท่ีสุด  นอกจากนัน้ยงัพบว่าล  าไสเ้กิดเซลลต์ายและ  มี
อาการอกัเสบอยา่งชดัเจนเช่นกนั ซึ่งในการป้องกันควรหาน า้ท่ีมีความเค็มต ่าหรือน า้จืดมาเติมใน
บอ่ใหป้รบัความเค็มน า้ในบอ่เหลอืประมาณ  5 ถึง 7 พีพีที ปัญหาของโรคเรืองแสงจะนอ้ยลงมาก  
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นอกจากการลดความเค็มแลว้วิธีท่ีง่ายและไดผ้ลท่ีสดุคือการลดปริมาณคารบ์อนและไนโตรเจนท่ี
ละลายอยู่ในน า้ลงหรือควบคุมปริมาณอาหารใหอ้ยู่ในระดบัท่ีกุง้กินไดห้มดพอดีนั่นเอง (พรเลิศ 
จนัทรร์ชัชกลู, 2546; ส  านกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร (องคก์ารมหาชน), 2563) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 8  กุง้ขาวท่ีเป็นโรคเรอืงแสง 

 
ท่ีมา :  ขวญัเรอืน สวุรรณรตัน.์ (15 พฤศจิกายน 2561). โรคกับการเลีย้งกุง้. สืบคน้เม่ือ 

30 กั น ย า ย น  2563 จ า ก  http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-
31/2016-08-30-14-11-14/ 591-2018-11-19-04-43-15 

 
2.2.2 โรคขีข้าว (White feces syndrome) 

 อาการของโรคขีข้าวคือ เม่ือกุง้ไดร้บัเชือ้กรีการีนจาการกินพาหะของเชือ้เช่น 
หอย เพรยีง ลกูกุง้ เคย และหนอนชนิดต่าง ๆ เขา้ไปในทางเดินอาหารแลว้ เชือ้ท่ีเขา้ไปก็จะมีการ
พฒันาและเจริญเติบโตมากขึน้เรื่อย ๆ จนเต็มล  าไสกุ้ง้ก็จะท าใหล้  าไสเ้กิดการอุดตนั กุง้ก็จะกิน
อาหารไดน้อ้ยลง สง่ผลใหมี้ตน้ทนุอาหารสงูขึน้  ซึ่งอาการของกุง้ท่ีเป็นโรคนีคื้อมีขีข้าวลอยอยู่บน
ผิวน า้ แต่บางครัง้อาการขีข้าวของกุ้งก็อาจเกิดจากการท่ีกุ้งกินอาหารท่ีมีไขมันมากเกินไป เม่ือ
ขับถ่ายออกมาก็จะมีขีข้าวลอยอยู่อันเน่ืองมาจากมีก้อนไขมันปะปนอยู่มาก   ดังแสดงใน
ภาพประกอบท่ี  9  ทัง้นีจ้ะตอ้งสงัเกตอาการอ่ืน ๆ ประกอบควบคู่ไปดว้ย เม่ือเปรียบเทียบสีของ
เปลอืกกุง้ท่ีเป็นโรคขีข้าวกับปกติก็จะพบว่ากุง้ท่ีเป็นโรคขีข้าวจะมีเปลือกบางกว่าปกติและมีสีซีด 
เน่ืองจากเนือ้เยื่อใตเ้ปลอืกไดเ้กิดการอกัเสบและตาย สว่นผลท่ีตามมาอีกประการคือ  เปลอืกกุง้จะ
หลวม  อาการของโรคนีน้อกจากจะสง่ผลกระทบต่อระบบทางเดินอาหารกุง้โดยตรงแลว้ยงัท าให้

http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-14/%20591-2018-11-19-04-43-15
http://www.nicaonline.com/web/index.php/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-11-14/%20591-2018-11-19-04-43-15
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ระบบกลา้มเนือ้มีการอักเสบ มีสีขาวขุ่นและเห่ียว ท าใหกุ้้งเคลื่อนไหวได้ช้าลง และไม่ดีดตัว              
เม่ือยกยอแลว้ก็จะทยอยตายในท่ีสดุ สว่นในการการป้องกันโรคขีข้าวควรใชลู้กกุ้งท่ีปลอดเชือ้             
กรีการีนและจะตอ้งตรวจสขุภาพและทางเดินอาหารของกุ้งใหบ้่อยขึน้เพื่อไม่ใหพ้ยาธิกรีการีน         
เขา้ไปเติบโต  นอกจากนัน้อุปกรณท่ี์ใชใ้นฟารม์ควรแยกใชเ้ฉพาะบ่อและใชอ้วนท่ีผ่านการฆ่าเชือ้
แลว้  ในการรกัษาโรคขีข้าวในกุ้งยงัไม่มีวิธีการท่ีสามารถท าไดส้  าเร็จ ท าใหผู้เ้ลีย้งกุง้ส่วนใหญ่
จะตอ้งจับกุง้ขายก่อนก าหนด ดังนัน้เรื่องของการรกัษาโรคขีข้าวในกุ้งขาวแวนนาไมยังคงเป็น
ประเด็นท่ีจะตอ้งท าการศึกษาเพื่อหาแนวทางในการรกัษาต่อไปเพิ่ม (อนุสรา  แก่นทอง, 2562; 
เอกอนนัต ์ยวุเบญจพล, 2553) 

 
 
 
 
 
 
 
  

 
ภาพประกอบ 9  กุง้ท่ีเป็นโรคขีข้าว 

 
ท่ีมา :  อนสุรา  แก่นทอง. (2562). เม่ือกุง้เป็นโรคขีข้าว. สบืคน้เม่ือ 2 ตุลาคม 2563 จาก   

http://www.nicaonline.com/ web/index.php /2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-14-
19/843-2019-06-21-04-24-01 

 
2.2.3 โรคตายดว่นในกุง้ (Shrimp Early Mortality Syndrome: EMS) 

 โรคตายด่วนในกุง้ (Shrimp Early Mortality Syndrome: EMS) หรือเรียกอีกช่ือ
ว่ากลุ่มอาการตับและตบัอ่อนเสื่อมสภาพอย่างฉับพลนั (Acute Hepatopancreatic Necrosis 
Syndrome: AHPNS) ดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 10 เป็นสาเหตุของการตายเป็น จ านวนมากของ
กุง้ซึ่งไดส้รา้งความเสยีหายเป็นวงกวา้งตอ่การเพาะเลีย้งกุง้ในหลายประเทศในแถบเอเชีย บ่อเลีย้ง
กุง้ท่ีมีการติดโรคไดป้ระสบกับปัญหาการตายของกุง้เป็นปริมาณสงูมากในช่วงระยะแรกของการ

http://www.nicaonline.com/%20web/index.php%20/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-14-19/843-2019-06-21-04-24-01
http://www.nicaonline.com/%20web/index.php%20/2016-08-30-02-19-31/2016-08-30-14-14-19/843-2019-06-21-04-24-01
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เจรญิเติบโตของกุง้ซึ่งอตัราการตายของกุง้ในบางฟารม์อาจสงูถึง 100 เปอรเ์ซ็นต ์โดยสาเหตุของ
การเกิดโรคนี ้พ้บวา่เกิดจากเชื ้อ้แบคทีเรยีสายพนัธุห์นึ่งท่ีพบไดท้ั่วไปในน า้กรอ่ยบรเิวณชายฝ่ังทะเล
ทั่วโลก ซึ่งก็คือ Vibrio parahaemolyticus ท่ีมีพลาสมิดท่ีสามารถสรา้ง toxin ได ้ส่วนวิธีการ
ป้องกันปัญหาท่ีมีความเก่ียวขอ้งกับโรค EMS ไดคื้อ ซือ้ลูกกุง้ระยะตวัอ่อนเขา้สูต่วัเต็มวยัจาก
แหลง่ท่ีเช่ือถือไดแ้ละควรไดร้บัใบรบัรองการตรวจสขุภาพก่อนท่ีจะน าลกูกุง้เขา้สูฟ่ารม์ และตอ้งมี
การกกักนัลกูกุง้ใหม่ไวช้ั่วคราวก่อนท่ีจะท าการปลอ่ยลงในบ่อเลีย้ง นอกจากนัน้ควรใหอ้าหารท่ีมี
คุณภาพดีหลีกเลี่ยงความเครียดต่างๆ ท่ีเกิดจากสิ่งแวดลอ้ม และเลีย้งกุ้งใหมี้สุขภาพแข็งแรง 
(องคก์ารอาหารและเกษตรแหง่สหประชาชาติ(FAO), 2556) 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 10  กุง้ท่ีเป็นโรคตายดว่น 
 

ท่ีมา :  shrimp news international. (December 11, 2013). Instant Expert: Early 
Mortality Syndrome. Retrieved September 30, 2020, from http://www.shrimpnews.com/ 
FreeReportsFolder/NewsReportsFolder/VietnamGAAwebinarEMS.html 

 
3 ภมูิคุ้มกันของกุ้ง 

กุง้ขาวเป็นสตัวท่ี์มีเฉพาะระบบภูมิคุม้กันแบบท่ีมีมาแต่ก าเนิด (innate immunity) ซึ่ง
เป็นภมิูคุม้กนัท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อสิ่งแปลกปลอมต่าง ๆ เม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขา้มาภายในตวั
กุง้ขาวจะเกิดการตอบสนองโดยใชเ้ม็ดเลือด (hemocyte) เป็นสว่นใหญ่  ซึ่งเม็ดเลือดนัน้สามารถ
แบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือ เซลลไ์ฮยาลิน (Hyaline cell)  ซึ่งเป็นเซลลท่ี์ไม่มีแกรนูลาร ์ มีขนาดเล็ก 
ใชใ้นกระบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis)  เซลลเ์ซมิแกรนูลาร ์(semi-granular cell) และ

http://www.shrimpnews.com/%20FreeReportsFolder/NewsReportsFolder/VietnamGAAwebinarEMS.html
http://www.shrimpnews.com/%20FreeReportsFolder/NewsReportsFolder/VietnamGAAwebinarEMS.html
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เซลลแ์กรนูลาร ์(granular cell) เป็นเซลลท่ี์มีแกรนูลจ านวนมากและเป็นต าแหน่งของระบบ             
โปรฟีนอลออกซิเดส (ProPO system) โดยสารภูมิคุ ้มกันหลายชนิดถูกผลิตและเก็บไวใ้น                  
แกรนลูของเม็ดเลอืดก่อนท่ีจะปลอ่ยออกสูเ่ม็ดเลอืดแดงเม่ือกระตุน้โดยแบคทีเรยีหรอืสว่นประกอบ
ของผนงัเซลลข์องเชือ้รา (Tassanakajon et al., 2013) 

เม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขา้สู่ร่างกาย  กุ้งจะมีการตอบสนองทางภูมิคุม้กันโดยการเพิ่ม
จ านวนเซลลเ์ม็ดเลอืด  โปรตีน  หรอืเอนไซม ์ตา่งๆ ในขณะนัน้ๆ เพื่อก าจัดสิ่งแปลกปลอม  โดยจะ
เกิดกลไกการตอบสนองทางภูมิคุม้กันในกุง้โดยเริ่มจากปฏิกิริยาการจับกันระหว่าง Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs) ไดแ้ก่ peptidoglycan(PG) lipopolysaccharides 
(LPS) และ b-glucans (BGs) เป็นตน้  ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเยื่อหุม้เซลลข์องจุลชีพผ่านตวัรบั 
Pattern Recognition Proteins (PRPs) หรือ Pattern Recognition Receptors (PRRs) เช่น             
เลคติน (lectin) เป็นตน้  ท่ีอยูบ่นผนงัเซลลเ์ม็ดเลอืดกุง้ ท าใหร้ะบบภูมิคุม้กันสามารถจ าแนกไดว้่า
สิ่งนี ้เป็นแปลกปลอมท่ีเข้ามาในร่างกาย จากนั้นโมเลกุลหรือโปรตีนต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องกับ                
การสง่สญัญาณ (signal molecules) จะถูกกระตุน้ใหท้  างานโดยจะมีกลไกการตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอม  2 รูปแบบ คือ  

การตอบสนองโดยการใชเ้ซลล ์(cellular immune response)  โดยเซลลเ์ม็ดเลอืดท่ีอยู่ใน
ระบบเลอืดจะเคลื่อนท่ีเขา้มาในบรเิวณท่ีมีการรุกรานของสิ่งแปลกปลอม ต่อมาจะเกิดการท างาน
ร่วมกันของระบบภูมิคุ ้มกันโดยเซลลเ์ม็ดเลือดซึ่งประกอบด้วย กระบวนการกินเซลลแ์บบ                       
ฟาโกไซโทซิส การเกิดโนดลู และการกกัลอ้มสิ่งแปลกปลอม  

สว่นการตอบสนองอีกรูปแบบหนึ่งคือ การตอบสนองดว้ยสารน า้ (humoral immune 
response) โดยภายในเซลลเ์ม็ดเลือดจะผลิตและปล่อยสารต่าง ๆ ออกมาเพื่อใชต้อบสนองต่อ 
การรุกรานของสิ่งแปลกปลอม เช่น  AMPs  ตวัยบัยัง้โปรทีเนส และไซโทคีนไลทแ์ฟกเตอร ์เป็นตน้ 
(Tassanakajon et al., 2013; มลฤดี สนธิ, 2559)   

4 เปปไทดต์้านจลุชีพ  Antimicrobial peptides (AMPs) 

4.1 ลกัษณะทั่วไปของเปปไทดต์า้นจุลชีพ 
เปปไทดต์า้นจุลชีพ (AMPs) เป็นโปรตีนขนาดเล็ก ประกอบดว้ยกรดอะมิโนนอ้ยกว่า 

150-200 โมเลกลุ ซึ่งพบอยูใ่นระบบภมิูคุม้กนัสิ่งมีชีวิตท่ีมีมาโดยก าเนิดและหนา้ที่เป็นแนวป้องกัน
แรกท่ีตอ่สูก้บัจุลนิทรยีท่ี์บุกรุก  ดงันัน้  AMPs จึงมีความส าคญัอย่างยิ่งในการต่อสูก้ับการรุกราน
ของเชื ้อโรค AMPs สามารถแบ่งออกได้หลายชนิด เช่น พีเนียดิน (penaeidins)  ไลโซไซม ์
(lysozymes) แอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรดแ์ฟกเตอร ์(antilipopolysaccharide factors, ALFs) 
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และครสัทิน (crustins) โดยแต่ละชนิดจะมีลกัษณะโครงสรา้งการท างานและความจ าเพาะท่ี
แตกต่างกัน (Tassanakajon et al., 2013) ไดมี้รายงานการคน้พบยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับ AMPs 
หลากหลายชนิดในระบบภูมิคุม้กันของกุ้ง  ซึ่งพบว่า AMPs แต่ละชนิดมีอยู่หลายไอโซฟอรม์               
โดยแต่ละชนิดมีฤทธ์ิในการตา้นเชื ้อจุลชีพไดแ้ตกต่างกันไป (Tassanakajon et al., 2015)          
จากการศึกษา AMPs ในกุง้พบว่า  AMPs ท่ีใชป้้องกันสิ่งแปลกปลอมนีม้ักจะมีการแสดงออกท่ี
เพิ่มขึน้เม่ือกุ้งไดร้บัเชือ้โรคหรือสิ่งแปลกปลอมซึ่ง  AMPs แต่ละชนิดมีฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพท่ี
แตกตา่งกนั  (Donpudsa et al., 2014; Liu et al., 2016; Yu et al., 2016)  โดยในงานวิจยันีส้นใจ
ท่ีจะศึกษาเก่ียวกับครสัทิน  ซึ่งเป็น AMPs ท่ีพบสว่นใหญ่ในสิ่งมีชีวิตตระกูลครสัเตเชียน ไดแ้ก่             
ป ูและกุง้  

4.2  กลไกการท างานของ AMPs 
AMPs สว่นใหญ่มีน า้หนกัโมเลกุลประมาณ 1-5  กิโลดาลตนั ประกอบดว้ยหมู่ของ

กรดอะมิโนท่ีมีประจุบวก (cation antimicrobial peptides) เม่ืออยู่ในสารละลายท่ีเป็นกลาง 
(non-polar solvents) ประกอบด้วยส่วนท่ีชอบน า้  (hydrophilic) และส่วนท่ีไม่ชอบน ้า 
(hydrophobic) โดยกลไกในการท างานของ AMPs เริ่มตน้จากการดึงดูดกันระหว่างขัว้ลบท่ีอยู่
บริเวณพืน้ผิวของเชือ้จุลินทรียก์ับขัว้บวกของโปรตีน เช่น กลุม่ฟอสเฟตของไลโปโพลีแซคคาไรด ์
(lipopolysaccharide)ในแบคทีเรียแกรมลบ และกรดเทโคอิก (techoic acid) ในแบคทีเรียแกรม
บวก ดงันัน้เม่ือ AMPs ถกูดงึดดูเขา้มาบรเิวณใกลเ้ชือ้จุลนิทรยี ์และเคลื่อนตวัผา่นสว่นเปลือกนอก
ของแบคทีเรียเขา้มาใกลก้ับเยื่อหุม้เซลลแ์ลว้นัน้  AMPs จะสามารถเกิดปฏิกิริยากับเยื่อหุม้เซลล์
ของแบคทีเรียได ้ เน่ืองจากโครงสรา้งมีลกัษณะแบบแอมฟิพาติก (amphipathic) คือ มีทัง้ดา้นท่ี
ชอบน า้ (hydrophilic) และดา้นท่ีไม่ชอบน า้ (hydrophobic) อยู่ในโมเลกุลเดียวกัน  โดยดา้นท่ีไม่
ชอบน า้จะจบักบัไขมนัของเยื่อหุม้เซลลท์  าให ้ AMPs สามารถยึดติดกับเยื่อหุม้เซลลข์องจุลินทรีย์
ได ้  กลไกลการท างานของ AMPs ในการแทรกตวัเขา้ไปในเยื่อหุม้เซลลมี์ผูเ้สนอ (อภิชาติ กาญ
จนทตั & ณฐัชยั เท่ียงบูรฌธรรม, 2553) ไวห้ลายรูปแบบ  ดงัตอ่ไปนี ้

4.2.1 รูปแบบบารเ์รล-สเตฟว ์(Barrel-stave model) 
AMPs จะท าใหช้ัน้ในของเยื่อหุม้เซลลเ์กิดช่องวา่งโดยการแทรกตวัเขา้ไปจากนัน้

จะจดัเรยีงตวัโดยน าดา้นท่ีไม่ชอบน า้เรยีงตวัชิดกบัสว่นท่ีไม่ชอบน า้ของฟอสโฟลปิิดสองชัน้ของเยื่อ
หุม้เซลล ์และน าดา้นท่ีชอบน า้เรียงตวัชิดกับช่องท่ีอยู่ตรงกลางซึ่งประกอบดว้ยโมเลกุลของน า้อยู ่
โดยท าการจัดเรียงตัวแบบขนานกับทั้งชั้นของเยื่ อหุ้มเซลล์และชั้นฟอสโฟลิปิดสองชั้น 
(phospholipids bilayer) ดังนัน้สารโมเลกุลเล็กต่างๆ และไอออน  จึงสามารถเคลื่อนออกสู่
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ภายนอกเซลลไ์ด้ ดังนั้นเม่ือส่วนประกอบของเซลลไ์ม่สามารถท าหน้าท่ีได้ตามปกติท าให้
เชือ้จุลนิทรยีจ์ะตายในท่ีสดุ ดงัแสดงในภาพประกอบ 11 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 11 การท างานของเปปไทดต์า้นจุลชีพรูปแบบบารเ์รล-สเตฟว ์

  
ท่ีมา: Brogden K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic 

inhibitors in bacteria? Nat Rev Microbiol, 3(3), 238-250. 
  

4.2.2 รูปแบบคารเ์ปท (Carpet model) 
AMPs จะปกคลุมเยื่อหุ้มเซลลใ์นลักษณะขนานกับเยื่อหุ้มเซลลค์ลา้ยกับ             

การปพูรมโดยเรยีงตวัดา้นท่ีชอบน า้ของเปปไทดอ์อกสูข่องเหลวท่ีอยู่ภายนอกเซลล ์ และตวัดา้นท่ี
ไม่ชอบน า้ของเปปไทดอ์ยู่ติดกบัเยื่อหุม้เซลล ์เม่ือมีความเขม้ขน้ของเปปไทดส์งูพอแลว้เยื่อหุม้เซลล์
ของเชือ้จุลนิทรยีจ์ะเกิดเป็นช่องทางติดต่อขึน้ชั่วคราว  ดงันัน้ AMPs จึงสามารถแทรกตวัผ่านเขา้
มาจบักบัสว่นท่ีไม่ชอบน า้ของชัน้ฟอสโฟลปิิดสองชัน้ได ้จากนัน้เม่ือเยื่อหุม้เซลลเ์กิดเป็นช่องอย่าง
ตอ่เน่ืองขนาดใหญ่จะสง่ผลใหส้ว่นประกอบตา่งๆ ภายในเซลลท่ี์ส  าคญัจะหลดุออกมานอกเซลลไ์ด ้
(อภิชาติ กาญจนทตั & ณฐัชยั เท่ียงบูรฌธรรม, 2553) ดงัแสดงในภาพประกอบ 12 

4.2.3 รูปแบบโทรอยดลั (Toroidal model) 
AMPs จะปกคลมุเยื่อหุม้เซลลจ์ะเกิดการรวมตวักัน  และเหน่ียวน าใหก้ลุม่ของ

ปลายท่ีเป็นไขมนั (lipid head group) ของฟอสโฟลิปิดสองชัน้ของเยื่อหุม้เซลลมี์การงอตวัเขา้หา
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กันเกิดเป็นช่องว่างจากภายนอกเขา้สูภ่ายในเซลล์ ช่องว่างนีจ้ะมี ผนงับุดว้ยส่วนของ AMPs               
ท่ีแทรกตวัเขา้มาและสว่นของฟอสโฟลปิิดสองชัน้ของเยื่อหุม้เซลล ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 13 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 12 การท างานของเปปไทดต์า้นจุลชีพรูปแบบคารเ์ปท 

 
ท่ีมา : (Brogden K. A., 2005)Brogden K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore 

formers or metabolic inhibitors in bacteria? Nat Rev Microbiol, 3(3), 238-250. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 13 การท างานของเปปไทดต์า้นจุลชีพรูปแบบโทรอยดลั 
ท่ีมา: Brogden K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic 

inhibitors in bacteria? Nat Rev Microbiol, 3(3), 238-250. 
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5 ครัสทิน 
5.1 ขอ้มลูพืน้ฐานของครสัทิน 

ครัสทินเป็น  AMPs ชนิดหนึ่ง ท่ีมีลักษณะเฉพาะ ซึ่งโครงสร้างของครัสทิน
ประกอบดว้ยบริเวณท่ีเป็นเปปไทดส์ง่สญัญาณ (signal peptide) ท่ีบริเวณปลาย N ของสาย            
พอลิเปปไทด ์และบริเวณท่ีเรียกว่า โดเมน WAP ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน Cysteine (Cys) 
จ านวนมาก โดยโดเมน  WAP จะอยูบ่รเิวณปลาย C ของสายพอลเิปปไทดข์องครสัทิน ในปัจจุบนั
สามารถจ าแนกครสัทินได ้5 ชนิด ดงัภาพประกอบท่ี 2  โดยครสัทินแต่ละชนิดจะมีความแตกต่าง
กันขึน้อยู่กับองค์ประกอบของกรดอะมิโนท่ีอยู่ระหว่างเปปไทดส์่งสัญญาณกับโดเมน  WAP  
ซึ่งครสัทินทุกประเภทนัน้ประกอบดว้ยเปปไทดส์ง่สญัญาณ(signal peptide) ท่ีบริเวณปลาย N  
ซึ่งเปปไทด์ส่งสัญญาณนั้นท าหน้าท่ีในการส่งสารน า้ออกไปนอกเซลลเ์พื่อตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอม และโดเมน WAP ท่ีปลาย C ซึ่งครสัทินแต่ละชนิดมีองคป์ระกอบของโดเมนและ 
ความยาวแตกตา่งกนั ขึน้อยูก่บักรดอะมิโนท่ีอยูร่ะหวา่งเปปไทดส์ง่สญัญาณกบัโดเมน WAP   

โดยครัสทินชนิดท่ี 1 ประกอบด้วยบริ เวณ ท่ีมี Cys-rich ครัสทินชนิดท่ี 2 
ประกอบดว้ยบริเวณท่ีมี Gly-rich และ Cys-rich  ในครสัทินชนิดท่ี 3  หรืออีกช่ือเรียกหนึ่งว่า 
single WAP domain (SWD) containing protein  ประกอบดว้ยบริเวณท่ีมี Pro และ Arg-rich 
สว่นครสัทินชนิดท่ี 4 หรืออีกช่ือเรียกหนึ่งว่า double WAP domain (DWD) containing protein 
นัน้ประกอบดว้ยโดเมน WAP ท าใหค้รสัทินชนิดท่ี 4 มีโดเมน WAP ถึง 2 โดเมน  และครสัทินชนิด
ท่ี 5 ซึ่งมีลกัษณะคลา้ยกับครสัทินชนิดท่ี 1 แต่มี aromatic amino acid-rich แทรกเขา้มาซึ่งอยู่
ระหวา่ง Cys-rich และโดเมน WAP (Tassanakajon et al., 2015)  

จากการวิเคราะหล์  าดบักรดอะมิโนของโดเมน WAP โดยใช ้NJ phylogenetic พบว่า
โดเมน  WAP สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุม่หลกัไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 ประกอบดว้ยครสัทินชนิดท่ี 1              
ชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 5  สว่นในกลุม่ท่ี 2 ประกอบดว้ยครสัทินชนิดท่ี 3 และชนิดท่ี 4 ซึ่งโดยทั่วไป
โดเมน WAP ท่ีอยู่ในสตัวจ์ะแสดงรูปแบบการท างานทางชีวภาพท่ีหลากหลายในระบบภูมิคุม้กัน  
รวมถึงฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพและยับยั้งการท างานของโปรตีนบางชนิด งานวิจัยหลายชิน้ได้
รายงานวา่ครสัทินมีรูปแบบการแสดงออกท่ีแตกต่างกันและยงัแตกต่างกันไปตามการตอบสนอง
ตอ่สิ่งเรา้ในสิ่งแวดลอ้มท่ีแตกตา่งกนัดว้ย เช่น  ชนิดของจุลนิทรยี ์ สว่นประกอบของผนงัเซลลข์อง
จุลินทรีย ์และอุณหภูมิหรือสภาวะแวดลอ้มต่างๆ  นอกจากนีก้ารศึกษาเก่ียวกับการท างาน
ของครสัทินยงัแสดงใหเ้ห็นว่า ครสัทินมีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
แกรมบวก (ครสัทินชนิดท่ี 1, 2 และ 3) และแบคทีเรียแกรมลบ (ครสัทินชนิดท่ี 2 และครสัทินชนิด 
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ท่ี 3 บางประเภท)  และเป็นสารท่ีสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส (ครสัทินชนิดท่ี 3 
และ 5) ในระบบภมิูคุม้กนัของสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงั (Tassanakajon et al., 2015)  

ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับฤทธ์ิการตา้นจุลชีพต่าง ๆ ของครสัทิน โดยส่วนมากครสัทิน
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกได้  (Smith, 2011) 
นอกจากนี ้ได้มีงานวิจัยพบว่าครัสทินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของไวรัสได้อีกด้วย 
(Donpudsa et al., 2014)  จากการรายงานผลการวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทิน           
ชนิดท่ี 1 พบว่า ครสัทินชนิดท่ี 1 มีความสามารถในการยับยัง้การเจริญเติบโตของทัง้แบคทีเรีย            
แกรมบวกและแกรมลบ  รวมทัง้จุลินทรียช์นิดต่างๆ ดงันี ้ โปรตีน CruHa1 และ CruHa2 จากป ู 
Hyas araneus(Sperstad et al., 2009) และโปรตีน CrusEs จากปูขน (Eriocheir sinensis) (Mu 
et al., 2010) มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก ต่อมาในปี 2012 ไดมี้
การศึกษาเก่ียวกับโปรตีน PtCrustin2 และ PtCrustin3 จากปูม้า (Portunus trituberculatus)  
(Cui et al., 2012) พบวา่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรมลบ 
และยีสต ์ถัดมา (Wang, Y., Zhang, X. W., et al., 2018) ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับโปรตีน 
SpCrus3 และ SpCrus4  ในปขูาว (Scylla paramamosain) พบวา่นอกจากจะมีฤทธ์ิในการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบแล้ว ยังสามารถจับกับ
องค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียได้ด้วย  จึงอาจเป็นเหตุผลท่ีท าให้สามารถยับยั้งการ
เจรญิเติบโตของแบคทีเรียได ้และถัดมาในปี 2019 ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับโปรตีน SpCrus6 ในปู
ขาว (S. paramamosain) (Du, Wang, et al., 2019) พบว่ามีลกัษณะโครงสรา้งแตกต่างจาก       
ครสัทินชนิด ท่ี  1 ทั่วไปคือ ประกอบดว้ยเปปไทดส์ง่สญัญาณท่ีบริเวณปลาย N  ถัดมาเป็นกรด       
อะมิโนโพรลนี กรดอะมิโนไกลซีน กรดอะมิโนซิเตอีน และตามดว้ยโดเมน WAP ท่ีบริเวณปลาย C 
ของสายพอลิเปปไทด ์ แต่ SpCrus6 ถือเป็นครสัทินชนิดใหม่ท่ียงัจัดอยู่ในครสัทินชนิดท่ี 1 ซึ่งมี
ฤทธ์ิยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ เชือ้รา และยงัรวมถึง white spot syndrome virus 
(WSSV) อีกดว้ย  ซึ่งในดา้นลกัษณะโครงสรา้งภายในครสัทินท่ีสง่ผลต่อฤทธ์ิการยบัยัง้จุลชีพชนิด
ตา่งๆ นัน้เป็นเรื่องท่ียงัคงตอ้งท าการศกึษาตอ่ไป 

และจากรายงานผลการวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 2 ซึ่งเป็น      
ครสัทินท่ีมีอยู่ในกุง้ และแสดงไอโซฟอรม์ท่ีหลากหลายมาก (Smith et al., 2008; Tassanakajon 
et al., 2015)  พบว่ายีน crustinPm1 ในกุง้ Penaeus monodon  มีฤทธ์ิในการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก (Supungul et al., 2008)  สว่นโปรตีน           
Crus-likePm ใน P. monodon แสดงฤทธ์ิตา้นจุลชีพท่ีรุนแรงตอ่แบคทีเรยีแกรมบวกและแบคทีเรีย
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แกรมลบ (Amparyup et al., 2008) นอกจากนีย้ังพบว่าโปรตีนลูกผสมจากยีนของกุง้กุลาด า      
P. monodon (CrusPm5) และกุง้ Fenneropenaeus  chinensis (Crus-likeFc1) สามารถยบัยัง้
การเจรญิเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกแต่ไม่สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรม
ลบ (Vatanavicharn et al., 2009; Zhang et al., 2007)  แต่ในทางตรงกันขา้ม เม่ือยบัยัง้การ
แสดงออกของยีนครสัทิน LvABP1 ในกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) สง่ผลใหก้ารติดเชือ้
แบคทีเรียแกรมลบ (Vibrio penaeicida) เพิ่มขึน้ แต่ไม่ส่งผลเม่ือท าการทดสอบกับเชือ้รา 
Fusarium oxysporum  (Shockey et al., 2009)  แสดงใหเ้ห็นว่าครสัทินชนิดท่ี 2 มีบทบาทใน
ระบบภมิูคุม้กนัท่ีสามารถตา้นการติดเชือ้แบคทีเรยีแกรมลบได ้ นอกเหนือจากนัน้ ในปี 2012 ไดมี้
การศึกษาบริเวณ Gly-rich และ Cys-rich ของครสัทินชนิดท่ี 2 (crustinPm1) ในกุ้งกุลาด า               
(P. monodon) (Suthianthong et al., 2012)  โดยศึกษาบริเวณ Gly-rich, Cys-rich และโดเมน 
WAP ของ crustinPm1 โดยแยกผลิตโปรตีนลกูผสมของทัง้ 3 บริเวณ และทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของจุลชีพ  ผลการทดลองท่ีไดพ้บว่าโปรตีนท่ีมีเฉพาะส่วนของโดเมน WAP ไม่
สามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของจุลชีพทัง้แบคทีเรยีแกรมบวกและแกรมลบ แตอ่ยา่งไรก็ตามเม่ือ
น าโปรตีนลูกผสมของบริเวณ Gly-rich หรือ Cys-rich เพียงบริเวณใดบริเวณหนึ่งเท่านัน้มา
ทดสอบ พบว่าโปรตีนลกูผสมดงักลา่วยงัคงมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียอยู ่ 
แตค่วามแรงของฤทธ์ิการตา้นจุลชีพนีล้ดลงกว่า crustinPm1 ปกติท่ีมีองคป์ระกอบครบทัง้บริเวณ 
Gly-rich และ Cys-rich  ถดัมาในปี 2018 ไดมี้การศึกษายีน SpCrus5 จากปู S. paramamosain 
ท่ีมีโครงสรา้งท่ีต่างจากครสัทินชนิดท่ี 2 ทั่วไปคือ ประกอบดว้ยบริเวณ Cys-rich ท่ีปลาย N          
มีโดเมน WAP อยูต่รงกลาง สว่นบรเิวณ  Gly-rich ยา้ยไปอยูท่ี่ปลาย C (Wang, Y., Zhang, C., et 
al., 2018)  โดยน าบรเิวณ Gly-rich ออกไปจากโปรตีนนี ้ จากนัน้จึงน าไปผลิตโปรตีนลกูผสมและ
ทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของจุลชีพ พบวา่โปรตีน SpCrus5 ตวัปกติมีฤทธ์ิยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของจุลชีพ และสามารถจับกับจุลินทรียแ์ละองคป์ระกอบของผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย
ไดดี้กว่า SpCrus5 ท่ีไม่มีบริเวณ Gly-rich  ดงันัน้จากผลงานวิจัยท่ีผ่านมาจึงแสดงใหเ้ห็นว่าทัง้
บรเิวณ Gly-rich และ Cys-rich นา่จะมีความส าคญัตอ่ความสามารถในการตา้นเชือ้จุลชีพ 

แต่อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยก่อนหน้านีไ้ด้พยายามทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของ              
ครสัทินชนิดท่ี 1 และ 2 เก่ียวกับความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสชนิด
ต่างๆ ดงันี ้ ในปี 2010 พบว่ายีน Plcrustin1 และ Plcrustin2 ของครสัทินชนิดท่ี 1 จากเครยฟิ์ช 
Pacifastacus  leniusculus (Donpudsa et al., 2010) มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรยีแกรมบวก แตเ่ม่ือน าไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของโปรทีเนสกลบั
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พบว่ายีนทัง้ 2 ชนิดนีไ้ม่มีความสามารถในการยับยัง้การท างานของโปรทีเนส ต่อจากนัน้ได้มี
การศกึษาความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสของครสัทินชนิดท่ี 2 นั่นคือ
crustinPm1 จากกุ้งกุลาด า  (Suthianthong et al., 2012) และ SpCrus5 จากป ู                          
S. paramamosain (Wang, Y., Zhang, C., et al., 2018) แต่ไม่พบความสามารถในการยบัยัง้
การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสเช่นกัน ซึ่งแตกต่างจากครสัทินชนิดท่ี 3 ท่ีพบฤทธ์ิทางชีวภาพทัง้
ฤทธ์ิตา้นจุลชีพ และฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส 

ส  าหรบัในการศกึษาเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของครสัทินชนิดท่ี 3 นัน้ นอกจากจะพบ
ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรียช์นิดต่างๆ เช่นเดียวกับครสัทินชนิดท่ี 1 
และ 2 แลว้ ยงัพบวา่มีความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสไดอี้กดว้ยดงันี ้  
(Amparyup et al., 2008)  ไดศ้ึกษาครสัทินชนิดท่ี 3 ในกุง้ P. monodon (rSWDPm2) พบว่ามี
ฤทธ์ิตา้นจุลชีพตอ่แบคทีเรยีแกรมบวกและมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส subtilisin 
A นอกจากนีก้ารศึกษาครสัทินชนิดท่ี 3 ในกุ้ง F. chinensis (rSWDFc) ก็มีฤทธ์ิในการตา้น
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ เชื ้อรา และยังมีฤทธ์ิในการยับยั้งการท างานของ  
subtilisin A proteinase K และ trypsin อีกดว้ย (Jia et al., 2008)  ซึ่งทัง้ SWDPm2 และ 
SWDFc  ถูกจัดอยู่ในครสัทินชนิดท่ี 3 ซึ่งมีลกัษณะทั่วไปคือท่ีปลาย N ประกอบดว้ย Pro และ 
Arg-rich สว่นปลายดา้น C ประกอบดว้ยโดเมน WAP  แต่อย่างไรก็ตามมีครสัทินท่ีผิดปกติ
จากครสัทินชนิดท่ี 3 ทั่วไป คือจากกุง้ Marsupenaeus japonicas (MjSWD) และ crayfish 
Procambarus clarkiic (Pc-SWD) มีเฉพาะสว่นของโดเมน WAP เท่านัน้ ซึ่งครสัทิน 2 ชนิดนี ้
สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส ไดแ้ก่  subtilisin A  proteinase K และ โปรทีเนส
ท่ีหลั่งจากแบคทีเรยีเทา่นัน้ แตไ่ม่มีฤทธ์ิตา้นจุลชีพแมว้่าจะสามารถจับกับแบคทีเรียแกรมลบและ
แกรมบวกไดห้ลายชนิด ดงันัน้ตามท่ีไดก้ลา่วมาแลว้จะเห็นไดว้่าบริเวณท่ีประกอบดว้ย Pro และ 
Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 อาจมีบทบาทส าคญัในการตา้นจุลชีพ (Du et al., 2010; Jiang et 
al., 2013)  ต่อมาใน ปี 2017 ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของ LvSWD ในกุ้งขาว             
(L. vannamei) (Visetnan et al., 2017) พบว่ามีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรยีได ้โดยเฉพาะแบคทีเรยีชนิดก่อโรค Vibrio parahaemolyticus (VPAHPND) ท่ีเป็นสาเหตุท่ี
ท  าใหเ้กิดโรคตายด่วนในกุง้ รวมทัง้ยังพบว่าความสามารถในยบัยัง้การท างานของโปรทีเนสต่อ 
sutilisin A อีกดว้ย แต่อย่างไรก็ตามเม่ือท าการผลิตโปรตีนลกูผสมของ LvSWD  โดยผลิตเฉพาะ
สว่นท่ีเป็นโดเมน WAP เท่านัน้ (rLvSWD-WAP) พบว่า rLvSWD-WAP  มีเพียงความสามารถใน
ยบัยัง้การท างานของโปรทีเนสเท่านัน้ ไม่พบฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และ
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ในปี 2018 ไดมี้การศึกษาเก่ียวกับบทบาทของยีน  LvSWD3 จากกุ้งขาว (L. vannamei) 
เช่นเดียวกนั (Yang et al., 2018)  ซึ่ง LvSWD3 จัดเป็นครสัทินชนิดท่ี 3 แต่ไม่มีองคป์ระกอบของ
บรเิวณ Pro และ Arg-rich พบว่าโปรตีนลกูผสม LvSWD3 ไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโต
ของแบคทีเรีย นอกจากนั้นยังศึกษาเก่ียวกับการตอบสนองต่อไวรสั  แต่พบว่าท าไดเ้พียงยืด
ระยะเวลาในการตายของกุง้เม่ือติดเชือ้ WSSV เทา่นัน้  ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยท่ีกลา่วไปขา้งตน้
ว่าบริเวณ Pro และ Arg-rich นัน้อาจเก่ียวขอ้งกับฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพ (Tassanakajon et al., 
2015) แตไ่ม่นา่จะสง่ผลตอ่ฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส  

6 เทคนิคที่ใช้ในงานวิจัย 
6.1 เจลอิเลก็โตรโฟรซีิส (Gel electrophorisis) 

อิเล็กโทรโฟรีซิสเป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกันโดยใช้
กระแสไฟฟ้า โดยใหส้ารท่ีมีประจุนัน้เคลื่อนท่ีผ่านตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารท่ีประจุ
ตา่งกนัจะเคลื่อนท่ีไปในทิศทางตรงกันขา้ม  นอกจากประจุแลว้นัน้ รูปรา่งโมเลกุล ขนาดของสาร 
แรงเคลื่อนไฟฟา้  และตวักลางท่ีใชก็้สง่ผลต่ออัตราการเคลื่อนท่ีของสารเช่นกัน  ปกติแลว้ภายใน
โมเลกลุของดีเอ็นเอจะประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมากจึงสง่ผลใหส้ารละลายของดีเอ็นเอหรือ
อารเ์อ็นเอมีประจุเป็นลบท่ี pH มีคา่เป็นกลาง  ดงันัน้เม่ือโมเลกุลของดีเอ็นเออยู่ในสนามไฟฟ้าจึง
เกิดการเคลื่อนท่ีจากขั้วลบไปยังขัว้บวก เน่ืองจากมีองคป์ระกอบเป็นหมู่ฟอสเฟตอยู่ภายใน
โมเลกุล โดยขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะมีประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตอยู่นอ้ยกว่า
โมเลกุลขนาดใหญ่ จึงแสดงใหเ้ห็นว่าดีเอ็นเอทุกขนาดมีค่าประจุต่อมวลโมเลกุลเท่ากัน ดังนัน้
ความเร็วในการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงขึน้อยู่กับขนาดเป็นสว่นใหญ่  (อนุชิดา วงศช่ื์น, 
2563) 

6.1.1 อิเลก็โทรโฟรซีิสแบบอะกาโรสเจล (Agarose gel electrophoresis) 
อะกาโรสเจลเป็นพอลิเมอรข์อง D-galactose สลบักับ 3,6-anhydro-galactose 

ซึ่งแยกไดจ้ากวุน้ (agar) เน่ืองจากอะกาโรสจบัตวักบัสารตา่งๆ ไดน้อ้ยมาก จึงนิยมใชเ้ป็นตวักลาง
ในการท าอิเลก็โทรโฟรซีิส  การแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยทั่วไปจะใชอ้ะกาโรสเจลเป็นสว่นใหญ่
เพราะมีช่วงท่ีใชไ้ดม้ากกว่าและการเตรียมท าไดง้่ายและไม่มีอันตรายเม่ือเทียบกับ  โพลีอะครีลา
ไมด ์ คือสามารถเตรียมใหเ้สน้ผ่านศูนยก์ลางของรูพรุนไดม้ากกว่า 10 นาโนเมตร โดยขนาดของ           
รูพรุนขึน้อยู่กับความเขม้ขน้ของอะกาโรสคือ ถา้ความเขม้ขน้ของอะกาโรสนอ้ยเจลจะมีเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางรูพรุนใหญ่ จึงเหมาะส าหรบัการแยกสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น  กรดนิวคลีอิก  
(ขนาดประมาณ 50-30,000 คูเ่บส) หรอืโปรตีนขนาดใหญ่ (อนชิุดา วงศช่ื์น, 2563) 
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6.1.2 Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  
เป็นเทคนิคท่ีใช้วิเคราะห์หาน า้หนักโมเลกุลของพอลิเปปไทดส์ายเด่ียวและ               

ดูความบริสทุธ์ิของโปรตีน โดยอาศยัการเช่ือมต่อของ acrylamide monomer จนเป็นสายโซ่ยาว
ประกอบกนัเป็นแผน่เจลโดยมี TEMED เป็น catalyst และมี ammonium persulfate เป็น initiator  
โดยโปรตีนจะอยู่ในบฟัเฟอรท่ี์เป็นด่างและประกอบดว้ย sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึ่งเป็น  
anionic detergent  โดย SDS จะจับพอลิเปปไทด ์โดยมี -mercaptoethanol หรือ dithiotreithol 
เป็น reducing agent เพื่อใชท้  าลายพนัธะ disulfide โปรตีนท่ีจับกับ SDS จะมีประจุลบเม่ือให้
กระแสไฟฟ้า  โมเลกุลท่ีมีประจุลบจะเคลื่อนท่ีเขา้หาขัว้บวก  ซึ่งอัตราการเคลื่อนท่ีของโปรตีน             
จะเร็วหรือช้าขึน้กับขนาดน า้หนักโมเลกุล และขนาดของรูพรุนของเจล (โมเลกุลขนาดใหญ่
เคลื่อนท่ีช้ากว่าโมเลกุลขนาดเล็ก)  โดยขนาดของรูพรุนสามารถปรบัไดต้ามความเขน้ขน้ของ 
acrylamide  ความเขม้ขน้ของอะครลิาไมดเ์พิ่มขึน้ขนาดของรูพรุนจะเลก็ลง  เม่ือสิน้สดุการทดลอง
จึงน าผลท่ีไดไ้ปวิเคราะหข์อ้มลู (BIOTECH, 2563) 

6.2 Agar well diffusion method   
Agar well diffusion method เป็นวิธีการทดสอบฤทธ์ิการตา้นเชือ้แบคทีเรียโดยการ

น าสารที่ตอ้งการทดสอบท่ีอยู่ในรูปสารละลายหรือของเหลวหยอดลงในหลมุ (Well) โดยใหส้ารท่ี
ตอ้งการทดสอบแพรผ่่านเขา้ไปในรูพรุนของอาหารเลีย้งเชื ้อชนิดแข็งท่ีมีเชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการ
ทดสอบกระจายตวัอยูบ่นผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง หากสารท่ีตอ้งการทดสอบมีฤทธ์ิฆ่าหรือ
ยบัยัง้กระบวนการเติบโตของเชือ้แบคทีเรียจะปรากฏบริเวณใส (Clear zone) ขึน้ เน่ืองจากไม่มี
เชือ้แบคทีเรยีทดสอบเจรญิเติบโต (ณฐัพนธ ์ทรงนาคา, 2561)  

กระบวนการเริ่มจากเตรียมเชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ การควบคุมปริมาณเชือ้
ตอ้งการ โดยการเทียบความขุ่นของสารละลายมาตรฐาน 0.5 McFarland หรือมีปริมาณเชือ้อยู่
ในช่วง 1-2×108 CFU/mL จากวิธีการนบัจานวนเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง จากนัน้กระจาย
เชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบบนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็งและเจาะรูใหไ้ดห้ลุมขนาด            
6-8 mm บนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็งดว้ย Pipette tip ท่ีผ่านการทาใหป้ราศจากเชือ้ แต่ละ
หลมุมีปริมาตร 20-100 µL เตรียมสารละลายท่ีตอ้งการทดสอบในความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการและ
หยอดลงไปในแตล่ะหลมุ ขัน้ตอนสดุทา้ยน าอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีไดร้บัการหยอดสารละลายลงใน
หลมุ บม่ในสภาวะและอุณหภมิูท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิเติบโตของเชือ้แบคทีเรยีท่ีตอ้งการทดสอบ 
และทาการวดัขนาดของบรเิวณใสท่ีปรากฏ  
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การทดสอบโดยวิธีการ Agar well diffusion เป็นวิธีการทดสอบท่ีสามารถประยกุตใ์ช้
สารท่ีไดจ้ากแหลง่ก าเนิดท่ีหลากหลาย สามารถก าหนดปริมาณความเขม้ขน้ของสารท่ีใชใ้นการ
ทดสอบ และสามารถใชย้าปฏิชีวนะมาตรฐานท่ีทราบความเขม้ขน้เป็น Positive control และตวั
ท าละลายท่ีใช้สาหรับเตรียมสารละลายท่ีต้องการทดสอบเป็น Negative control เพื่อใช้
เปรยีบเทียบประสทิธิภาพการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรยีระหวา่งสารท่ีสนใจกบัยาปฏิชีวนะมาตรฐานท่ีใช้
ในปัจจุบนั(ณฐัพนธ ์ทรงนาคา, 2561) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

บทที ่3  
วิธีการด าเนินการวจัิย 

ในงานวิจัยนีไ้ดศ้ึกษาหนา้ท่ีทางชีวภาพของยีนของครสัทินชนิดท่ี 1, 2 และ 3 รวมทัง้ 
บริเวณ Gly และ Cys-rich ของครสัทินชนิดท่ี 2 และบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิด   
ท่ี 3 ท่ีพบในกุ้งขาวต่อฤทธ์ิการตา้นจุลชีพ และฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์โปรทีเนส           
โดยผูว้ิจยัไดด้  าเนินการตามขัน้ตอนท่ีแสดงไดด้งัภาพประกอบ 14 ดงันี ้

1. การสรา้งพลาสมิดลกูผสมของยีนทัง้ 5 ชนิด ประกอบดว้ยยีน Lvcarcinin ของครสั
ทินชนิดท่ี 1 ยีน CrustinP  และโดเมน WAP (WAP-PV) ของครสัทินชนิดท่ี 2 รวมทัง้ยีน PA-SWD 
และโดเมน WAP (WAP-SWD) ของครสัทินชนิดท่ี 3 เพื่อน าไปผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli    

2. การสรา้งพลาสมิดลกูผสมท่ีมียีน PA-SWD ต่อกับ WAP-PV (PA-WAP-PV) จากนัน้
โคลนยีนเขา้สูพ่ลาสมิดเพื่อน าไปผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli 

3. การผลติโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิดในระบบ E. coli และการท าโปรตีนใหบ้รสิทุธ์ิ 
4. การทดสอบฤทธ์ิการตา้นจุลชีพของโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิด 
5. การทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอนไซม์โปรทีเนสของโปรตีนลูกผสม                    

ทัง้ 6 ชนิด 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ  14 ขัน้ตอนสรุปโดยยอ่ของการท าการทดลอง 
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หมายเหต ุความหมายช่ือยีน PA-WAP-PV คือ PA ย่อมาจากบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสั
ทินชนิดท่ี 3  สว่น WAP-PV นัน้คือบริเวณโดเมน WAP ของครสัทินชนิดท่ี 2 และ PV ย่อมาจาก 
penaeus vannamei 

อุปกรณแ์ละสารเคม ี

1. สารเคมี 
1.1 ชุดเพิ่มปริมาณ DNA (BioLab tag DNA Polymerase) บริษัท BioLabs                        

ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.2 ชุดเช่ือมต่อชิ ้นยีนท่ีสนใจกับเวคเตอร ์ (T4 DNA ligase) บริษัท BioLabs                     

ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.3 ชุดท าผลิตภณัฑ ์PCR ใหบ้ริสุทธ์ิ (FavorPrepTM GEL/PCR Purification Mini   

Kit) บรษิัท Favorgen, Biotech Corp ประเทศไตห้วนั 
1.4 ชุดสกัดพลาสมิด (FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini Kit)  บริษัท   

Favorgen,   Biotech Corp ประเทศไตห้วนั 
1.5 Nickel-nitrilotriacetatic acid (Ni-NTA) agarose column บริษัท GE    

Healthcare  ประเทศสวีเดน 
1.6 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI บรษิัท BioLabs ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.7 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRV  บรษิัท BioLabs ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.8     เอนไซมต์ดัจ าเพาะ NcoI  บรษิัท BioLabs ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.9 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ XhoI  บรษิัท BioLabs ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.10 RedSafe Nucleic Acid Staining Solution บริษัท Boca Scientific ประเทศ

สหรฐัอเมรกิา 
1.11 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) บริษัท Gold Biotechno-  

logy  ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.12 ยาปฏิชีวนะ Amplicillin  บรษิัท Gold Biotechnology ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.13 ยาปฏิชีวนะ Kanamycin บรษิัท Gold Biotechnology ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.14 Yeast Extract Poder  บรษิัท HIMEDIA ประเทศอินเดีย 
1.15 Peptone บรษิัท BD Biosciemces ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
1.16 Tris บรษิัท Vivantis ประเทศมาเลเซีย 
1.17 เอนไซมโ์ปรทีเนสเค (proteinase K) 
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1.18 นมผงคารเ์นชั่นสตูร 3+ บรษิัท Nestle ประเทศไทย 

2. เครื่องมือ 
2.1 ตูป้ลอดเชือ้ รุน่ V-3T-0811 ยี่หอ้ Microtech ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
2.2 เครื่องป่ันเหวี่ยง แบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น UNIVERSAL320R ยี่หอ้ Hettish    

ประเทศเยอรมนั 
2.3 เครื่องวดัคา่การดดูกลนืแสง รุน่ UV-1200 ยี่หอ้ MAPADA ประเทศจีน 
2.4 เครื่อง thermal cycler ยี่หอ้ BIO-RAD รุน่ T100TM ประเทศสงิคโปร ์
2.5 หมอ้นึ่งฆา่เชือ้โรคอตัโนมติั รุน่ GI54TW บรษิัท upmarketing 
2.6 เครื่องเขยา่ควบคมุอุณหภมิู รุน่ ZHWY-100H ยี่หอ้ ZHICHEN ประเทศจีน 
2.7 ไมโครปิเปต รุน่ NPX2-2 Nichipet EX II Series Nichipet EX ยี่หอ้ NICHIRYO 

ประเทศญ่ีปุ่ น 

3. จุลชีพ 
3.1 Bacillus megaterium 
3.2 Bacillus subtillis 
3.3 Escherichia coli 363 
3.4 Escherichia coli BL21(DE3) 
3.5 Micrococcus luteus 
3.6 Staphylococcus aureus   
3.7 Vibrio harveyi 639 
3.8 Vibrio parahaemolyticus  
3.9 Vibrio parahaemolyticus (APHAND) 

4. โปรแกรม 
4.1 โปรแกรม signalP 
4.2 โปรแกรม Clustal Omega 
4.3 โปรแกรม ExPASy  
4.4 โปรแกรม Blast 
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วิธีการทดลอง 

1. การสรา้งพลาสมิดลกูผสมของยีนทัง้ 5 ชนิด ประกอบดว้ยยีน Lvcarcinin, CrustinP,   
WAP-PV, PA-SWD และ WAP-SWD เพื่อน าไปผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli    

1.1 การออกแบบไพรเมอร ์(primer) 
โดยทั่วไปในการผลิตโปรตีนลูกผสมในระบบ E. coli โปรตีนท่ีไดจ้ะตอ้งไม่มี

ส่วนประกอบของเปปไทดส์่งสญัญาณอยู่ในสายพอลิเปปไทด ์ ดังนัน้ล  าดับนิวคลีโอไทดข์อง             
ยีน Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD และ WAP-SWD จ าเป็นท่ีจะตอ้งน าไปวิเคราะห์
หาบรเิวณท่ีเป็นเปปไทดส์ง่สญัญาณดว้ยโปรแกรม SignalP จากนัน้จึงออกแบบไพรเ์มอรเ์พื่อใชใ้น
การเพิ่มปริมาณยีนทัง้ 5 นี ้ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
โดยปราศจากบรเิวณเปปไทดส์ง่สญัญาณ  ในสว่นไพรเมอร ์Forward ของยีน จะท าการเพิ่มล  าดบั
นิวคลีโอไทดข์องท่ีสามารถแปลรหัสไดเ้ป็นกรดอะมิโนฮิสทีดีน 6 โมเลกุล  (6×His-tag) เพื่อใช้
ส  าหรบัขัน้ตอนการท าโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ และล  าดับนิวคลีโอไทดข์องเอนไซมต์ัดจ าเพาะเพื่อใช้
ส  าหรบัในการโคลนยีนเขา้สูเ่วคเตอรห์รือพลาสมิด  และไพรเมอร ์Reverse จะเพิ่มล  าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะเพื่อใชส้  าหรบัในการโคลนยีนเขา้สูเ่วคเตอรห์รือพลาสมิด และล าดับ        
นิวคลโีอไทดท่ี์เป็นรหสัหยดุเขา้ไปดว้ย ดงัแสดงในตาราง 4 

1.2  ปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลเิมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR)   
การเพิ่มปรมิาณของยีนบรเิวณท่ีตอ้งการโดยใชชุ้ดเพิ่มปรมิาณ DNA ซึ่งปริมาตร

รวมในปฏิกิริยา PCR เท่ากับ 50 µl ประกอบดว้ยสารผสมดงันี ้สารลายบฟัเฟอร ์0.2 mM dNTP 
0.2 µM forward primer 0.2 µM reverse primer และ 1.25 units ของ taq DNA polymerase 
น า้ปราศจากไอออน (Deionized water หรือ DI water) และ cDNA ของกุง้ขาว โดยในการเพิ่ม
ปรมิาณยีนจะใชไ้พรเ์มอรข์องยีนแตล่ะชนิดดงัท่ีแสดงในตาราง 5 โดยยีน Lvcarcinin ใชไ้พรเ์มอร ์
LVCarcininlikeProteinF และ LVCarcininlikeProteinR, ยีน CrustinP ใชไ้พรเ์มอร ์PvHm082- 
crustinPF_V2 และ PvHm082crustinPR, ยีน WAP-PV ใชไ้พรเ์มอร ์WAP_PvHm082crustinPF 
และ PvHm082crustinPR, ยีน PA-SWD ใช้ไพรเ์มอร ์ Lv-SWD-PArgF-V2 และ Lv-SWD-R            
และยีน WAP-SWD โดยใชไ้พรเ์มอร ์Lv-SWD-WAPF และ Lv-SWD-R โดยการออกแบบไพรเ์มอร์
ของยีน PA-SWD และ WAP-SWD ไดท้  าการดดัแปลงวิธีจาก (Visetnan et al., 2017) จากนัน้น า
สารผสมไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 95 ֯C เป็นเวลา 3 นาที แลว้จึงน าไปท าปฏิกิริยาในสภาวะท่ี

ก าหนดอีก 35 รอบ ซึ่งในแต่ละรอบประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอนคือ ท่ีอุณหภูมิ 95 ֯C เป็นเวลา 30 
วินาท ีท่ีอุณหภมิู 55 ֯C เป็นเวลา 30 วินาที และท่ีอุณหภมิู 72 ֯C เป็นเวลา 30 วินาที  จากนัน้จึงท า
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ปฏิกิริยาท่ี 72 ֯C ต่ออีก 10 นาที แลว้น าผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีไดไ้ปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโรโฟรีซิส (Agarose gel electrophoresis) โดยใช ้3% agarose gel ท่ีผสมกับ Redsafe 
ซึ่งเป็นสารวาวแสงในการวิเคราะห ์และตรวจสอบผลท่ีไดด้ว้ยเครื่องก าเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

1.3 การสรา้งพลาสมิดลกูผสมท่ีมีสว่นของยีนท่ีสนใจอยู ่ 
การสรา้งพลาสมิดลูกผสม เริ่มจากการเช่ือมชิ ้นส่วนยีนท่ีสนใจกับเวคเตอร ์

(พลาสมิดท่ีใชส้  าหรบัน ายีนท่ีสนใจเขา้สูแ่บคทีเรีย เพื่อน าไปผลิตโปรตีนในแบคทีเรีย ) ท าไดโ้ดย
การสกัดผลิตภณัฑ ์PCR  ท่ีสนใจออกจากอะกาโรสเจลดว้ยชุดท าผลิตภณัฑ ์ PCR  ใหบ้ริสทุธ์ิ 
โดยตดัชิน้สว่นของเจลบริเวณท่ีมีผลิตภณัฑ ์PCR เพ่ือไปท าใหบ้ริสทุธ์ิ เม่ือไดย้ีนท่ีบริสทุธ์ิแลว้จึง
น าไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะตามท่ีไดอ้อกแบบไว ้เพื่อน าชิน้ยีนท่ีสนใจโคลนเข้าไปใน pVR500 
vector (พลาสมิดท่ีดดัแปลงมาจาก pET32 โดยตดัสว่นท่ีเป็น 6×His-tag ออก ซึ่งอธิบายไวใ้น 
(Donpudsa et al., 2009)  ซึ่ง pVR500 vector จะตอ้งถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดเดียวกับ

ผลิตภัณฑ์ PCR เช่นกัน  โดยปฎิกิริยาการตัดดว้ยเอนไซม์ตัดจ าเพาะจะถูกบ่มท่ี 37 ֯C เป็น               
เวลา 16-18 ชั่วโมง จากนัน้น าผลิตภณัฑ ์PCR และ pVR500 vector ท่ีถูกตัดดว้ยเอนไซมต์ัด
จ าเพาะไปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  ท าการสกัดผลิตภณัฑ ์PCR และ 
pVR500 vector ดงักลา่วออกจากอะกาโรสเจลดว้ยชุดท าผลิตภณัฑ ์PCR ใหบ้ริสทุธ์ิ  และท าการ

เช่ือมตอ่ระหว่างยีนท่ีสนใจกับเวคเตอรด์งักลา่วเขา้ดว้ยกัน ดว้ย T4 DNA ligase และบ่มท่ี 16 ֯C 
เป็นเวลา 16-18 ชั่ วโมง จนได้เป็นพลาสมิดลูกผสม จากนั้นจึงน าพลาสมิดลูกผสมท่ีได้                    
เขา้สู ่ E. coli สายพนัธุ์  XL1-blue  ท่ีเตรียมอยู่ในรูป  competent cell  โดยวิธี CaCl2 trans-             

formation จากนัน้ท าการกระตุน้ดว้ยความรอ้นท่ี 42.5  ֯C เป็นเวลา 2 นาที  จากนัน้เติมอาหาร
เพาะเลีย้งเชือ้ LB 1 mL แลว้น าไปเขย่าดว้ยความเร็วรอบ 250 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 ֯C เป็นเวลา           
1 ชั่วโมง ก่อนน ามาท าใหเ้ชือ้แบคทีเรยีกระจายตวับนอาหารวุน้เพาะเลีย้งเชือ้ LB ท่ีประกอบดว้ย 

100 µg/µl ampicillin แลว้บม่ท่ี 37 ֯C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
จากนัน้น าโคโลนีเด่ียวของ E. coli ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารวุน้เพาะเลีย้งเชือ้มา

เพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB ชนิดเหลว ท่ีมีสว่นประกอบของ 100 µg/µl ampicillin            

แลว้บม่ท่ี 37 ֯C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง น าพลาสมิดลกูผสมไปสกัดและท าใหบ้ริสทุธ์ิดว้ยชุดสกัด 
พลาสมิด  จากนัน้น าพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดไ้ปบ่มกับเอนไซมต์ัดจ าเพาะท่ี 37 ֯C เป็นเวลา            
16-18 ชั่วโมง เพื่อตรวจสอบความถกูตอ้งของพลาสมิดลกูผสมท่ีได้ โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย 
พลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดได ้เอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดเดียวกันกับท่ีในการตดัต่อยีนเขา้สู่เวคเตอร์  
สารละลายบฟัเฟอร ์และน า้ปราศจากไอออน แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทร 
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โฟรีซิส  โดยใช ้3% agarose gel ท่ีผสมกับ Redsafe ซึ่งเป็นสารวาวแสงส  าหรบัการวิเคราะห ์    
และตรวจสอบผลท่ีไดด้ว้ยเครื่องก าเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

1.4 การตรวจสอบความถกูตอ้งของล  าดบัเบส 
เม่ือไดพ้ลาสมิดลกูผสมท่ีคาดว่าน่าจะถูกตอ้งแลว้ ก็จะน าพลาสมิดลกูผสมไป

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด ์โดยการสง่ไปตรวจสอบท่ีบริษัท U2Bio จากนัน้น าผลของล  าดับ             
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปวิเคราะห์ผลโดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลด้วย
โปรแกรม Clustal Omega 

2. การสรา้งพลาสมิดลกูผสมท่ีมียีน PA-SWD ต่อกับ WAP-PV (PA-WAP-PV) จากนัน้
โคลนยีนเขา้สูพ่ลาสมิดเพื่อน าไปผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli 

2.1 การเช่ือมบรเิวณ Pro และ Arg-rich ของยีน PA-SWD เขา้กบัยีน  WAP-PV  
การเช่ือมบริเวณ Pro และ Arg-rich ของยีน PA-SWD เขา้กับยีน  WAP-PV ท า

ไดโ้ดยท าการเพิ่มปริมาณบริเวณท่ีประกอบดว้ย Pro และ Arg-rich ของยีน PA-SWD โดยใช ้          
ไพร์เมอร์ Lv-SWD-PArgF-V2 และ Lv-SWD-PArgR และยีน  WAP-PV โดยใช้ไพรเ์มอร ์
PvHm082crustinP_WAPF และPvHm082- crustinPR ดงัแสดงในตาราง 4 ตามวิธีการในขอ้ 1.2 
แลว้น าผลิตภณัฑ ์ PCR ท่ีไดม้าท าการสกัดออกจากอะกาโรสเจลดว้ยชุดท าผลิตภณัฑ ์PCR ให้
บรสิทุธ์ิ โดยตดัชิน้สว่นของเจลบรเิวณท่ีมีผลติภณัฑ ์PCR เพ่ือไปท าใหบ้ริสทุธ์ิ เม่ือไดย้ีนท่ีบริสทุธ์ิ
แลว้จึงน าไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะตามท่ีได้ออกแบบไว้ เพื่อน าบริเวณท่ีประกอบด้วย               
Pro และ Arg –rich ของยีน PA-SWD และยีน WAP-PV มาเช่ือมต่อกันและโคลนเขา้ไปใน 
pVR500 vector ตามวิธีการทดลองขอ้ 1.3 และ 1.4 
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ตาราง  4  ไพรเ์มอรส์  าหรบัการโคลนยีน 
 

ไพรเมอร ์
ชนิดของ 
ไพรเ์มอร ์

ล  าดบัเบส (5’-3’) 
วตัถปุระสงค์
การใชง้าน 

LVCarcininlikeProteinF forward TTAACCATGGGCCATCATCATCATCATCA
TTGCCGCTATTACTGC เพิม่ปริมาณยีน  

Lvcarcinin 
LVCarcininlikeProteinR reverse ATATCTCGAGTTATCCTCCTCGATTCAC 

PvHm082crustinPF_V2 forward AATTGATATCCATCATCATCATCATCATGG
CAAGTTTCGCGGCTTC 

เพิม่ปริมาณยีน  
CrustinP 

PvHm082crustinPR reverse TATACTCGAGTCATCCGAAAACCTGCG 

WAP_PvHm082crustinPF forward AATTGAATTCCATCATCATCATCATCATTG 
CCCACAAGTCCGTC เพิม่ปริมาณยีน  

WAP-PV 
PvHm082crustinPR reverse TATACTCGAGTCATCCGAAAACCTGCG 

Lv-SWD-PArgF-V2 forward TTAAGATATCCATCATCATCATCATCATGT
TCCGACGAGACACAGTC 

เพิม่ปริมาณยีน  
PA-SWD 

Lv-SWD-R reverse ATATCTCGAGTTACCTTCTTCCGTTTCCG 

Lv-SWD-WAPF forward TTAAGGATCCCATCATCATCATCATCATT
GCCCAGATACGAGC เพิม่ปริมาณยีน  

WAP-SWD 
Lv-SWD-R reverse ATATCTCGAGTTACCTTCTTCCGTTTCCG 

Lv-SWD-PArgF-V2 forward TTAAGATATCCATCATCATCATCATCATGT
TCCGACGAGACACAGTC 

เพิม่ปริมาณยีน  
PA-WAP-PV 

Lv-SWD-PArgR reverse ATATGGATCCCGTGCCCGGCCGGGG 

PvHm082crustinP_WAPF forward ATATGGATCCTGCCCACAAGTCCGTCCC 
PvHm082crustinPR reverse TATACTCGAGTCATCCGAAAACCTGCG 
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3. การผลติโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิดในระบบ E.coli และการท าโปรตีนใหบ้รสิทุธ์ิ 

3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาตา่งๆ 
ในการผลติโปรตีนลกูผสมในระบบ E. coli ท าไดโ้ดยการน าพลาสมิดลกูผสมทัง้ 6 

ชนิด ซึ่งประกอบดว้ย Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD, WAP-SWD และ PA-WAP-PV 
เขา้สูเ่ซลลแ์บคทีเรีย E. coli  สายพนัธุ์ BL21(DE3)  ท่ีอยู่ในรูป competent cell โดยวิธี CaCl2 
transformation จากนัน้ท าการกระตุน้ดว้ยความรอ้นท่ี 42.5 ֯C เป็นเวลา 2 นาที แลว้เติมอาหาร

เพาะเลีย้งเชือ้ LB แลว้น าไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 ֯C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนน าไปท าใหแ้บคทีเรีย
กระจายบนวุน้อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB ท่ีประกอบดว้ย 100 µg/µl ampicillin แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 ֯C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนัน้น าโคโลนีเด่ียวของ E. coli  ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารวุน้
เพาะเลีย้งเชือ้มาเพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเชื ้อ LB ชนิดเหลวท่ีมีสว่นประกอบของ 100 µg/µl 

ampicillin แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ֯C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แลว้น ามาเจือจาง 100 เท่า ดว้ย
อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB ชนิดเหลว ท่ีมีสว่นประกอบของ 100 µg/µl ampicillin และน าไปเขย่าท่ี

อุณหภูมิ 37 ֯C จนกระทั่งค่า Optical density ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) มีค่าอยู่
ในช่วง 0.6-0.8 แลว้จึงเติม IPTG ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 1 mM  เพื่อกระตุน้ใหเ้กิดการ

แสดงออกของโปรตีน แลว้น าไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 ֯C ตามระยะเวลาท่ีสนใจจะศึกษาคือ ท่ีเวลา           
1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง เพื่อดกูารแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาต่างๆ โดยป่ันเก็บเซลลด์ว้ยเครื่องป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเรว็รอบ 5000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภมิู 4 ֯C จากนัน้ละลายดว้ยสารละลาย 
PBS แลว้น าไปตรวจสอบปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค 15% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย comessie เป็น
เวลา 1-2 ชั่วโมง จากนัน้น ามาลา้งดว้ยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 

3.2 การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเซลลแ์บคทีเรยี E. coli 
ในการตรวจสอบรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนนัน้สามารถท าไดโ้ดยการน า 

เซลลแ์บคทีเรียท่ีมีการแสดงออกดีท่ีสุดในชั่ วโมงท่ีเหมาะสมมาท าให้เซลลแ์ตกด้วยเครื่อง 

sonicator  ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงใหต้กตะกอนท่ีความเร็วรอบ 5000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 ֯C เป็นเวลา 
15 นาที เพื่อแยกสว่นของสารละลายและตะกอน  โดยน าตะกอนไปละลายดว้ยสารละลาย PBS 
ก่อนน าไปวิเคราะหก์ารแสดงออกของโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย 
comessie เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง จากนัน้น ามาลา้งดว้ยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 
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3.3  การท าโปรตีนใหบ้รสิทุธ์ิ 
เม่ือทราบเวลาที่เหมาะสมส าหรบัการเพาะเลีย้งแบคทีเรียในการผลิตโปรตีนและ

รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนแลว้ ก็จะท าการเพาะเลีย้งแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสมใน
ปริมาณท่ีเพ่ิมมากขึน้ เพ่ือน าไปผลิตโปรตีนส  าหรบัการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยท าการป่ัน
เหวี่ยงเก็บเซลลข์องแบคทีเรยี จากนัน้น าตะกอนของเซลลท่ี์ไดไ้ปละลายดว้ย PBS แลว้น าไปท าให้
เซลลแ์ตกดว้ยเครื่อง sonicator จากนัน้ท าการป่ันเหวี่ยง แลว้น าเฉพาะสว่นสารละลายซึ่งมีการ
แสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจอยู่ไปท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช้ Ni-NTA column ซึ่งวิธีการใช้ Ni-NTA 
agarose column นัน้ ท าไดโ้ดยการเติมสารละลายโปรตีนลงไปในคอลมันเ์พื่อใหโ้ปรตีนท่ีเรา
สนใจจบักบัเม็ด bead ในคอลมัน ์แลว้เก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน ์(flow thought) จากนัน้
ลา้งโปรตีนท่ีไม่จับกับเม็ด bead ดว้ย washing buffer (สารละลาย 20 mM imidazole ในตวัท า
ละลาย PBS) จากนั้นท าการชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ด้วยสารละลาย elution buffer 
(สารละลาย 300 mM imidazole ในตัวท าละลาย PBS)  แลว้น าสารละลายท่ีชะออกมาจาก
คอลมันไ์ปท าการไดอะไลซิส (dialysis) ในสารละลาย PBS เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แลว้ตรวจสอบ
ความบรสิทุธ์ิของโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย comessie เป็นเวลา 1-2 
ชั่วโมง จากนัน้น ามาลา้งดว้ยสารละลาย destain จนแผน่เจลใส 

3.4  การวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวิธี Bradford 
ในการวัดความเข้มข้นของโปรตีนนั้น ท าได้โดยดัดแปลงวิธีจาก (Bradford, 

1976) โดยการน าโปรตีน 10 µl ไปเติมสารละลาย Bradford  200 µl แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 5 นาที ก่อนน าไปวดัการดดูกลนืคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร โดยใชส้ารละลาย 
BSA เป็นสารมาตรฐาน 

4. การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิด 
ดว้ยเทคนิค Agar diffusion assay   

การทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของโปรตีนลูกผสมทัง้ 6 
ชนิด ดว้ยเทคนิค Agar diffusion assay ไดท้  าการดดัแปลงวิธีจาก (Donpudsa et al., 2014)             
ท าไดโ้ดยเริ่มจากการเลีย้งเชือ้แบคทีเรียชนิดท่ีเราจะใชท้ดสอบไดแ้ก่ แบคทีเรียแกรมบวก 4 ชนิด 
คือ  B. megaterium, B. subtilis, M. luteus และ S. aureaus และแบคทีเรียแกรมลบ 4 ชนิด คือ             
E. coli,  V. harveyi, V. parahaemolyticus  และ V. parahaemolyticus (AHPND) ในอาหาร

เลีย้งเชือ้ LB ท่ีอุณหภูมิ 37  ֯ C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  ยกเวน้แบคทีเรียในกลุม่ Vibrio spp. ท่ี
เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีอุณหภูมิ 30  ֯ C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แลว้จึงน าไปวดัค่า OD600  
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แลว้เจือจางเชือ้แตล่ะชนิดดว้ย 1% (w/v) agarose gel ในสารละลาย PBS โดยใหเ้ชือ้แตล่ะชนิดมี
คา่ OD600 ประมาณ 0.4 และมีปรมิาตรสดุทา้ย 20 มิลลลิติร  จากนัน้รอจนกระทั่งเจลแข็งตวั แลว้
เจาะหลมุกวา้งประมาณ 0.7 เซนติเมตร เพื่อเติมโปรตีนความเขม้ขน้ต่างๆท่ีใชใ้นการทดลองคือ 
1.5325, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 ไมโครโมลาร ์ลงหลมุ หลมุละ 100 
ไมโครลิตร โดยใชย้าปฏิชีวนะ 5 นาโนโมลาร ์kanamycin และ PBS เป็น positive control และ 
negative control ตามล าดบั  แลว้น าไปบ่มเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ตรวจสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียดว้ยการวัดบริเวณใส (clear zone) โดยรายงานผลในรูปแบบ
อตัราสว่นระหวา่งเสน้ผา่นศนูยก์ลางบรเิวณใสของฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ี
เกิดจากโปรตีนตอ่ยาปฏิชีวนะ 

5. การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรทีเนสเคของโปรตีนลูกผสม             
ทัง้ 6 ชนิด   

การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของของโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิดต่อเอนไซม ์              
โปรทีเนสเค (proteianase K) ไดท้  าการดดัแปลงวิธีจาก (Raveschot et al., 2020) สามารถท าได้
โดยผสมโปรตีนลูกผสมแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 0.08, 0.8, 2.0, 4.0 และ 8.0                   
ไมโครโมลาร ์กับเอนไซม ์proteinase K ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.08 ไมโครโมลาร ์ต่อมาท าการผสม 
2.5% (w/v) นมผงลงใน 1.5% (w/v) agar powder ในสารละลาย PBS แลว้เทลงในจาน
เพาะเลีย้งเชือ้ จากนัน้รอเจลแข็งตวัแลว้ท าการเจาะหลมุกวา้งประมาณ 0.7 เซนติเมตร แลว้จึงน า
สารละลายผสมโปรตีนและเอนไซมล์งไปเติมลงในหลมุ ปริมาตรหลมุละ 100 ไมโครลิตร โดยใช ้
proteinase K 0.08 ไมโครโมลาร ์และ PBS เป็น negative control และ positive control 
ตามล าดับ  แลว้บ่มเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ตรวจสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอนไซม ์
proteinase K ดว้ยตาเปลา่ โดยการสงัเกตบรเิวณใส(clear zone) เทียบกบั positive control  
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

บทที ่4  
ผลการศกึษา 

ในปัจจุบนัไดมี้การศึกษาเก่ียวกับครสัทินซึ่งเป็น AMPs ในระบบภูมิคุม้กันของกุ้งขาว
อยา่งแพรห่ลายเก่ียวกบัฤทธ์ิการตา้นจุลชีพและฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส 
ซึ่งในหลายรายงานท่ีผ่านมาพบว่าทัง้ครสัทินชนิดท่ี 1 ชนิดท่ี 2 และชนิดท่ี 3 นัน้สามารถตา้น            
จุลชีพไดห้ลายชนิด แต่กลบัพบว่ามีเพียงครสัทินชนิดท่ี 3 เท่านัน้ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมโ์ปรทีเนส ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจศึกษาเก่ียวกับหนา้ท่ีทางทางชีวภาพของยีน Lvcarcinin 
ของครสัทินชนิดท่ี 1 ยีน CrustinP ของครสัทินชนิดท่ี 2 และโดเมน  WAP ของ CrustinP              
(WAP-PV)  ยีน PA-SWD ของครสัทินชนิดท่ี 3 และโดเมน WAP ของ PA-SWD (WAP-SWD) 
นอกจากนัน้ยงัตอ้งการศกึษาเก่ียวกบัยีน PA-WAP-PV ซึ่งเป็นการเช่ือมยีนบริเวณท่ีประกอบดว้ย 
Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 (Pro-Arg-SWD) และยีน WAP-PV ซึ่งเป็นยีนบริเวณ
โดเมน WAP ของครสัทินชนิดท่ี 2 เขา้ดว้ยกนั เพื่อท่ีจะศึกษาหนา้ท่ีทางชีวภาพเปรียบเทียบกับยีน
ของครสัทินท่ีอยูใ่นรูปแบบปกติ 

1. การสร้างพลาสมิดลูกผสมของยีน Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD, 
WAP-SWD และ PA-WAP-PV 

ในการวิเคราะหล์  าดบัเบสของยีนทัง้ 3 ชนิดสามารถแสดงขอ้มลูไดด้งัในตาราง 5  

ตาราง  5  ขอ้มลูของยีน Lvcarcinin, CrustinP และ PA-SWD 
 

ชื่อยีน 
ขนาดยีน 

(base pair) 

ต าแหน่งกรดอะมโิน 
ของเปปไทดส์ง่สญัญาณ 

(5’-3’) ท่ีปลาย N 

กรดอะมิโน 
(โมเลกลุ) 

มวลโมเลกลุ 
(kDa) 

คา่จดุ 
ไอโซอิเลก็ทรกิ 
(isoelectric 
point, pI) 

Lvcarcinin 336 1(Met) - 15(Ala) 111 12.4 6.06 
CrustinP 438 1(Met) - 18(Ala) 145 14.29 7.47 
PA-SWD 210 1(Met) - 24(Ala) 69 7.35 8.54 

 
นอกจากข้อมูลในตารางแลว้ได้ท าการวิเคราะห์ล  าดับกรดอะมิโนของยีน พบว่ายีน 

Lvcarcinin นัน้มีบริเวณ Cys-rich ระหว่างเปปไทดส์่งสญัญาณและโดเมน WAP ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 14(ก) จึงสามารถบอกไดว้า่ Lvcarcinin จดัเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 1  ในสว่นของ
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ยีน CrustinP ประกอบดว้ยบริเวณ Gly-rich และ Cys-rich ระหว่างเปปไทดส์่งสญัญาณและ
โดเมน  WAP ดงัแสดงในภาพประกอบ 14(ข)  จึงสามารถบอกไดว้่า CrustinP เป็นยีนของครสัทิน
ชนิดท่ี 2 และองคป์ระกอบระหว่างเปปไทดส์ง่สญัญาณและโดเมน WAP ของยีน PA-SWD นัน้
ประกอบดว้ยบรเิวณ Pro-Arg rich จึงสามารถบอกไดว้า่ยีน PA-SWD เป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 3 
ซึ่งแสดงดงัภาพประกอบ 14(ค) 

 
(ก) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
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(ค) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ  15  ล  าดบัเบสและกรดอะมิโน ของ Lvcarcinin(ก) CrustinP(ข) และ PA-SWD(ค)  

โดยตวัหนาเป็นสว่นของเปปไทดส์ง่สญัญาณ สว่นตอ่มาเป็นบรเิวณ Cys-rich ส  าหรบั 
Lvcarcinin บรเิวณ Gly-rich และบรเิวณ Cys-rich ส  าหรบั CrustinP  และบรเิวณ Pro-Arg-rich 

ส  าหรบั PA-SWD  สว่นท่ีขีดเสน้ใตเ้ป็นบรเิวณของโดเมน WAP และ * แสดง stop codon 

1.1 การออกแบบไพรเมอร ์
การเพิ่มปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR ของ Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV,               

PA-SWD, Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD, WAP-SWD และ PA-WAP-PV จะใชไ้พรเ์มอรท่ี์มี
ความจ าเพาะ ( Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD ใชไ้พรเ์มอรร์ว่มกบั PA-WAP-PV ) ซึ่งไพรเ์มอรท่ี์
ใชใ้นงานวิจยันีจ้ะไม่มีสว่นประกอบของบริเวณเปปไทดส์ง่สญัญาณในการโคลนยีน นอกจากนัน้
ในไพรเ์มอรท่ี์เป็น forward ทุกตวัท่ีท าการออกแบบนัน้จะประกอบดว้ย 6xHis-tag เพื่อใชใ้นการ
ท าใหโ้ปรตีนมีความบริสทุธ์ิ และในไพรเ์มอรช์นิด reverse จะมีบริเวณของเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
รวมทัง้รหสัหยดุการแปลงรหสัพนัธุกรรมไปเป็นกรดอะมิโนดว้ย โดยสามารถสรุปดงัในตาราง 6 

ตาราง  6  ขอ้มลูไพรเ์มอรท่ี์ใชส้  าหรบัโคลนยีน 
 

ช่ือยีน ช่ือไพรเ์มอรท่ี์ใช ้
ต าแหนง่เบส 
ของไพรเ์มอร ์ 
ท่ีจ  าเพาะกบัยีน 

เอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 

ล  าดบันิวคลโีอไทด์
ท่ีเพิ่มเติมเขา้ไป 
ในไพรม์อร ์

LVcarcinin 
LVCarcininlikeProteinF 
LVCarcininlikeProteinR 

46 -60 
319-336 

NcoI 
XhoI 

6xHis tag 
Stop codon 

CrustinP 
PvHm082crustinPF_V2 
PvHm082crustinPR 

56-73 
477-493 

EcoRV 
XhoI 

6xHis tag 
Stop codon 
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ตาราง 6 (ตอ่) ขอ้มลูไพรเ์มอรท่ี์ใชส้  าหรบัโคลนยีน 
 

ช่ือยีน ช่ือไพรเ์มอรท่ี์ใช ้
ต าแหนง่เบส 
ของไพรเ์มอร ์
ท่ีจ  าเพาะกบัยีน 

เอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 

ล  าดบันิวคลโีอ
ไทดท่ี์เพิ่มเติมเขา้
ไปในไพรม์อร ์

WAP-PV 
WAP_PvHm082crustinPF 
PvHm082crustinPR 

332-347 
477-493 

EcoRV 
XhoI 

6xHis tag 
Stop codon 

PA-SWD 
Lv-SWD-PArgF-V2 
Lv-SWD-R 

73-91 
264-282 

EcoRV 
XhoI 

6xHis tag 
Stop codon 

WAP-SWD 
Lv-SWD-WAPF 
Lv-SWD-R 

127-141 
264-282 

BamHI 
XhoI 

6xHis tag 
Stop codon 

PA-WAP-PV 

Lv-SWD-PArgF-V2 
Lv-SWD-PArgR 
PvHm082crustinP_WAPF 
PvHm082crustinPR 

73-91 
112-126 
332-349 
477-493 

EcoRV 
BamHI 
BamHI 
XhoI 

6xHis tag 
- 
- 

Stop codon 

 
1.2  การการสรา้งพลาสมิดลกูผสมของยีน Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD 

และ WAP-SWD โดยน าเขา้สูเ่วคเตอร ์pVR500 
หลงัจากการเพิ่มปริมาณยีนดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเ์มอรท่ี์มีความจ าเพาะ            

กับยีนชนิดนัน้ๆ แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ย 3% agarose gel ดว้ยเทคนิค agarose gel electro- 
phoresis พบวา่ผลติภณัฑ ์PCR ของ Lvcarcinin มีขนาด 371 คูเ่บส แลว้น าผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีได ้
และเวคเตอร ์pVR500 ไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NcoI และ XhoI หลงัจากนัน้น าไปเช่ือมต่อ
เขา้ดว้ยกันระหว่าง Lvcarcinin และเวคเตอร ์pVR500 จะไดพ้ลาสมิดลูกผสม Lvcarcinin_ 
pVR500 ดงัภาพประกอบ 15(ก) 

ส  าหรบัผลิตภณัฑ ์PCR ของยีน CrustinP มีขนาด 476 คู่เบส น าผลิตภณัฑ ์PCR ท่ี
ไดไ้ปตัดดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRV และ XhoI แลว้น าชิน้ยีนท่ีไดไ้ปเช่ือมเขา้กับเวคเตอร ์
pVR500 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดเดียวกนัจนไดเ้ป็นพลาสมิดลกูผสม CrustinP_pVR500 
ดงัภาพประกอบ 15(ข) ก่อนจะน าไปใชเ้ป็นแม่แบบในการเพิ่มปริมาณยีน WAP-PV ซึ่งผลิตภณัฑ ์
PCR ท่ีไดมี้ขนาด 183 คู่เบส ดงัภาพประกอบ 15(ค) แลว้จึงน าไปตัดดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
EcoRV และ XhoI จนไดเ้ป็นพลาสมิดลกูผสม  WAP-PV_pVR500 
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และในสว่นผลติภณัฑ ์PCR ของยีน PA-SWD มีขนาด 248 คู่เบส แลว้น าผลิตภณัฑ์
ท่ีไดไ้ปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRV และ XhoI แลว้น าชิน้ยีนท่ีไดไ้ปเช่ือมเขา้กับเวคเตอร ์
pVR500 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดเดียวกนัจนไดเ้ป็นพลาสมิดลกูผสม PA-SWD_pVR500           
ดงัภาพประกอบ 15(ง) ก่อนจะน าไปใชเ้ป็นแม่แบบในการเพิ่มยีน WAP-SWD โดยผลติภณัฑ ์PCR 
ท่ีไดมี้ขนาด 176 คูเ่บส แลว้จึงน าไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะตามท่ีออกแบบไวคื้อ BamHI และ 
XhoI ก่อนจะเช่ือมชิน้ยีนเขา้กบัเวคเตอร ์pVR500 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดเดียวกันจนได้
เป็นพลาสมิดลกูผสม WAP-SWD_pVR500 ดงัภาพประกอบ 15(จ)  

1.3  การสรา้งพลาสมิดลกูผสมของบริเวณ Pro และ Arg-rich ของยีน PA-SWD เขา้กับ
ยีน WAP-PV (PA-WAP-PV) โดยน าเขา้สูเ่วคเตอร ์pVR500 

หลงัจากท าการเพิ่มปริมาณยีนดว้ยปฏิกิริยา PCR ผลิตภณัฑข์อง PCR ของบริเวณ 
Pro และ Arg-rich ของยีน PA-SWD มีขนาด 92 คู่เบส จึงน ามาตดัดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
EcoRV และ BamHI จากนัน้จึงน ามาเช่ือมต่อกับผลิตภณัฑ ์PCR ของยีน WAP-PV ซึ่งมีขนาด 
183 คู่เบส และไดถู้กตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI ก่อนน ายีนทัง้สองชิน้มา
เช่ือมตอ่กนัดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase เพื่อสรา้งยีนชิน้ใหม่ท่ีสนใจจะศกึษาคือ ยีน PA-WAP-PV 
จากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ Lv-SWD-PArgF-V2 และ 
PvHm082crustinPR แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ย 3% agarose gel ดว้ยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis พบวา่ผลติภณัฑ ์PCR ของยีน PA-WAP-PV มีขนาด 261 คูเ่บส แลว้จึงน าไปตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRV และ XhoI ก่อนจะเช่ือมกบัเวคเตอร ์pVR500 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะชนิดเดียวกนัจนไดเ้ป็นพลาสมิดลกูผสม PA-WAP-PV_pVR500 ดงัภาพประกอบ 15(ฉ) 

1.4 การตรวจสอบความถกูตอ้งของยีน 
ก่อนน าพลาสมิดลกูผสมไปสง่ตรวจล าดบัเบส  พลาสมิดลกูผสมจะถูกน าไปบ่มกับ

เอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อตรวจสอบชิ้นส่วนของยีนท่ีสนใจ โดยทั้งยีน Lvcarcinin_pVR500, 
CrustinP_pVR500, WAP-PV_pVR500, PA-SWD_pVR500, WAP-SWD_pVR500 และ               
PA-WAP-PV_pVR500 เม่ือถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ NcoI/XhoI, EcoRV/XhoI, EcoRV/ 
XhoI, EcoRV/XhoI, BamHI/XhoI และ EcoRV/XhoI ตามล าดบั จะใหชิ้น้สว่นของยีนท่ีมีขนาด
ถูกตอ้งตามท่ีไดโ้คลนยีนเข้าไปใน pVR500 vector ซึ่งสามารถสรุปผลไดด้ังตาราง 7  และ
ภาพประกอบ 15(ก-ฉ ขวา) ตามล าดบั   
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ตาราง  7  ขอ้มลูพลาสมิดลกูผสมทัง้ 6 ชนิด 
 

ช่ือยีน 
ขนาดของ 

พลาสมิดลกูผสม 
(คูเ่บส) 

เอนไซมต์ดั
จ าเพาะท่ีใช ้

ความถกูตอ้งของล  าดบันิวคลโีอไทดแ์ละ
ล  าดบักรดอะมิโนเม่ือเทียบกบัฐานขอ้มลู 

% identity of 
Nucleotide  

% identity of  
Amino acid 

Lvcarcinin 371 NcoI/XhoI 99.11 98.20 

CrustinP 476 EcoRV/XhoI 98.63 100 

WAP-PV 183 EcoRV/XhoI 98.77 100 

PA-SWD 248 EcoRV/XhoI 99.05 98.55 

WAP-SWD 176 BamHI/XhoI 98.72 98.04 

PA-WAP-PV 261 EcoRV/XhoI 99.10 100 

 
(ก)                                                                               (ข) 
 

 
 
 

 
 
 

(ค)  (ง)  
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(จ)                                            (ฉ)  
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 16  3% agarose gel ของผลติภณัฑ ์PCR และพลาสมิดลกูผสมท่ีถกูตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะของยีน Lvcarcinin, CrustinP, WAP-PV, PA-SWD, WAP-SWD  

และ PA-WAP-PV ตามล าดบั  
โดย M คือ ขนาดของ DNA มาตรฐาน,  
แถวที่ 1 คือ ผลติภณัฑ ์PCR ของยีน Lvcarcinin (ซา้ย) และ Lvcarcinin_pVR500 ท่ีตดั

ดว้ย NcoI และ XhoI (ขวา) 
แถวที่ 2 คือ ผลติภณัฑ ์PCR ของยีน CrustinP (ซา้ย) และ CrustinP_pVR500 ท่ีตดัดว้ย 

EcoRV และ XhoI (ขวา)   
แถวที่ 3 คือ ผลติภณัฑ ์PCR ของยีน WAP-PV (ซา้ย) และ WAP-PV_pVR500 ท่ีตดัดว้ย 

BamHI และ XhoI (ขวา)  
แถวที่ 4 คือ ผลติภณัฑ ์PCR ของยีน PA-SWD (ซา้ย) และ PA-SWD_pVR500 ท่ีตดัดว้ย 

EcoRV และ XhoI (ขวา)  
แถวท่ี 5 คือ ผลิตภัณฑ ์PCR ของยีน WAP-SWD(ซา้ย) และ WAP-SWD_pVR500                

ท่ีตดัดว้ย BamHI และ XhoI (ขวา)  
แถวท่ี 6 คือ ผลิตภณัฑ ์PCR ของยีน PA-WAP-PV(ซา้ย)และ PA-WAP-PV_pVR500        

ท่ีตดัดว้ย EcoRV และ XhoI (ขวา) 
 

จากนัน้จึงได้น  าพลาสมิดลูกผสมทัง้ 6 ชนิดไปส่งตรวจสอบล าดับเบส น าผลการ
วิเคราะหล์  าดบัเบสท่ีไดไ้ปตรวจสอบความถกูตอ้งของล  าดบัเบสและล าดบักรดอะมิโนเปรียบเทียบ
กับฐานขอ้มูลของยีนทัง้ 6 ดว้ยโปรแกรม Clustal Omega ซึ่งจะเห็นไดว้่าล  าดับเบสของยีน 
Lvcarcinin มีความเหมือนกบัล  าดบัเบสของยีนฐานขอ้มลูคิดเป็น  99.11%  ซึ่งเม่ือน าไปแปลรหสั
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เป็นกรดอะมิโนแลว้น ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่า  มีความเหมือนคิดเป็น 98.20%                  
ดังภาพประกอบ 16(ก)  ส่วนล  าดับเบสของยีน CrustinP มีความเหมือนของล  าดับเบสและ          
กรดอะมิโนคิดเป็น  98.63% และ 100% ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 16(ข) ถัดมาล  าดบัเบสของ
ยีน WAP-PV มีความเหมือนของล าดบัเบสและกรดอะมิโนคิดเป็น 98.77% และ 100% ตามล าดบั 
ดงัภาพประกอบ 16(ค) ในสว่นล  าดบัเบสของยีน PA-SWD มีความเหมือนของล  าดับเบสและ              
กรดอะมิโนคิดเป็น 99.05% และ 98.55% ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 16(ง) นอกจากนัน้ล  าดบั
เบสของยีน WAP-SWD มีความเหมือนของล  าดับเบสและกรดอะมิโนคิดเป็น 98.72% และ 
98.04% ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 16(จ) และล าดบัเบสของยีน PA-WAP-PV มีความเหมือน
ของล าดบัเบสและกรดอะมิโนคิดเป็น 99.10% และ 100% ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 16(ฉ) 

 
 

(ก) 
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(ข)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(ค)  
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(ง)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(จ)  
 
 
 
 
 
 

 
(ฉ)  
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ภาพประกอบ  17 การเปรยีบเทียบล าดบัเบสและล าดบักรดอะมิโนกบัฐานขอ้มลู                             
ดว้ยโปรแกรม Clustal Omega  

โดย (ก) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (Lvcarcinin) และล  าดบักรดอะมิโน (Lvcarcinin. 
(amino)) ของ Lvcarcinin กับล  าดับเบส (Lvcarcinin.database) และล าดับ กรดอะมิโน 
(Lvcarcinin.database.(amino)) ของฐานขอ้มลู 

(ข) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (CrustinP) และล  าดบักรดอะมิโน (CrustinP.(amino)) 
ของ CrustinP กับล  าดบัเบส (CrustinP.database) และล าดบักรดอะมิโน (CrustinP.database. 
(amino)) ของฐานขอ้มลู  

(ค) การเปรียบเทียบล าดับเบส (WAP-PV) และล  าดบักรดอะมิโน (WAP-PV.(amino)) 
ของ WAP-PV กับล  าดบัเบส (WAP-PV.database) และล าดบักรดอะมิโน (WAP-PV.database. 
(amino)) ของฐานขอ้มลู 

(ง) การเปรียบเทียบล าดบัเบส (PA-SWD) และล  าดบักรดอะมิโน (PA-SWD.(amino)) 
ของ PA-SWD กับล  าดบัเบส (PA-SWD.database) และล าดบักรดอะมิโน (PA-SWD.database. 
(amino)) ของฐานขอ้มลู 

(จ)การเปรียบเทียบล าดับเบส (WAP-SWD) และล  าดับกรดอะมิโน (WAP-SWD. 
(amino)) ของ  WAP-SWD กับล  าดับเบส (WAP-SWD.database) และล าดับกรดอะมิโน             
(WAP-SWD.database.(amino)) ของฐานขอ้มลู  

(ฉ)การเปรียบเทียบล าดับเบส (PA-WAP-PV) และล  าดับกรดอะมิโน (PA-WAP-PV. 
(amino)) ของ PA-WAP-PV กับล  าดับเบส (PA-WAP-PV.database) และล าดับกรดอะมิโน             
(PA-WAP-PV. database.(amino)) ของฐานขอ้มลู 

 
2. การแสดงออกของโปรตนีและการท าโปรตีนให้บริสุทธิ ์

2.1 การแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาตา่งๆ 
การผลติโปรตีนลกูผสมเพ่ือใชใ้นการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆนัน้ สามารถท าได้

โดยน าพลาสมิดลูกผสม Lvcarcinin_pVR500, CrustinP_pVR500, WAP-PV_pVR500, PA-
SWD_pVR500, WAP-SWD_pVR500 และ PA-WAP-PV_pVR500 เขา้สู ่E. coli สายพันธุ ์
BL21(DE3) โดยถูกน าไปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB ท่ีมีสว่นผสมของยาปฏิชีวนะ amplicilin             

ท่ีความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 100 µg/mL ท่ีอุณหภมิู 37 ֯C ซึ่งหลงัจากเติม IPTG แลว้น าไปวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค 15% SDS-PAGE พบว่า rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD,                 
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rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV มีขนาด 26.2, 29.42, 21.37, 22.28, 20.2 และ 23.17 kDa 
ตามล าดบั ซึ่งมีค่า pI เท่ากับ 6.31, 6.41, 6.34, 6.86, 6.20 และ 7.07 ตามล าดบั ซึ่งจากผลการ
วิเคราะห์พบว่า โปรตีนแต่ละชนิดเริ่มมีการแสดงออกตัง้แต่ท่ีชั่วโมงท่ี 1 และมีแนวโนม้การ
แสดงออกท่ีเพิ่มขึน้เม่ือเวลาผา่นไป ดงัภาพประกอบ 17 (ก-ฉ) ตามล าดบั   

 
 

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
(ข)  
 
 
 
 
 
 
 
 

(ค)  
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(ง)  

 

 

 

 
 
(จ)  
 
 
 
 
 
 
 
 
(ฉ)  
 
 
 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 18  15% SDS-PAGE ของเซลลแ์บคทีเรยีท่ีถกูกระตุน้ใหผ้ลติโปรตีนลกูผสมดว้ย 
IPTG ณ เวลาตา่งๆ โดยแถว M คือ โปรตีนมาตรฐาน และแถว 1-5 คือ เซลลแ์บคทีเรยีท่ีถกูกระตุน้

ใหผ้ลิตโปรตีนดว้ย IPTG ท่ีเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามล าดบั 

จากนัน้จึงไดน้  าเฉพาะเซลลแ์บคทีเรียลูกผสมท่ีถูกกระตุ้นใหมี้การผลิตโปรตีน ณ 
เวลาท่ีเหมาะสมดว้ยการเติม IPTG โดยโปรตีนลูกผสม rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV,            
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rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV นัน้เลือกใชร้ะยะเวลาท่ี 3 ชั่วโมงเหมือนกันทัง้หมด 
จากนัน้ไปท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเครื่อง sonicator เพื่อตรวจสอบสภาพของโปรตีนว่าอยู่ในรูปของ
สารละลายหรอืตะกอนดว้ย 15% SDS-PAGE จากผลการทดลองพบว่า โปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิด 
อยูใ่นรูปของสารละลาย ดงัภาพประกอบ 18 (ก-ฉ ซา้ย) จากนัน้จึงน าสารละลายโปรตีนไปท าให้
บริสทุธ์ิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตีชนิด Ni-NTA column แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ย                         
15% SDS-PAGE อีกครัง้  ไดผ้ลการทดลองดงัภาพประกอบ 18 (ก-ฉ ขวา) พบว่าโปรตีนลกูผสม 
มีความบรสิทุธ์ิมากขึน้ และสามารถน าโปรตีนลกูผสมท่ีไดไ้ปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตอ่ไป  

 
(ก)  
 
 
 
 
 

 
(ข) 
 
 
 
 
 

 
 (ค) 
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(ง) 
 
 
 
 
 
 
 
(จ) 
 
 
 
 
 
 

 
(ฉ) 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 19  15% SDS-PAGE ของโปรตีนลกูผสม rLvcarcinin(ก),  rCrustinP(ข),         

rWAP-PV(ค), rPA-SWD(ง), rWAP-SWD(จ) และ rPA-WAP-PV(ฉ) เม่ือถกูท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรีย
แตกดว้ยเครื่อง sonicator  แลว้น าไปท าใหโ้ปรตีนบรสิทุธ์ิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี                        

แบบแอฟฟินิตีชนิด Ni-NTA column  
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โดยท่ี  แถว M คือ โปรตีนมาตรฐาน แถวท่ี 1 คือ สว่นของสารละลายหลงัจากท่ีท าให้
เซลลข์องแบคทีเรียแตกดว้ยเครื่อง sonicator สว่นแถวท่ี 2 คือ สว่นของตะกอนหลงัจากท่ีท าให้
เซลลข์องแบคทีเรียแตกดว้ยเครื่อง sonicator และแถวท่ี 3 คือ โปรตีนท่ีถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย
เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตีชนิด Ni-NTA column 

 
3. การทดสอบฤทธิก์ารยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยวิธี agar diffusion 

assay 

การศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรีย ของโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิด  ท่ี
ความเขม้ขน้ตา่งๆ คือ 1.5325, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 ไมโครโมลาร์
นัน้  ไดมี้การศกึษาการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีแกรมบวก 4 ชนิด คือ B. megaterium,                              
B. subtilis, M.luteus และ S. aureus และแบคทีเรยีแกรมลบ 4 ชนิด คือ E. coli 363, V. harveyi 
639, V. parahaemolyticus และ V. parahaemolyticus (AHPND) โดยใชย้าปฏิชีวนะในการ
เปรียบเทียบกับฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของโปรตีนลูกผสม  ซึ่งฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีสามารถวดัไดจ้ากเสน้ผา่นศนูยก์ลางของบริเวณใสของโปรตีน
ลกูผสมและยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของ rLvcarcinin พบว่า 
rLvcacinin มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได ้1 ชนิด คือ B. subtilis 
ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสดุคือ 25 µM จากการน าขอ้มูลผลการทดลองมาสรา้งกราฟอัตราสว่นระหว่าง
เสน้ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิดจาก rLvcarcinin กับ 5 nmol Kanamycin พบว่า  เม่ือ
ความเขม้ขน้ของโปรตีนเพ่ิมขึน้สง่ผลใหฤ้ทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโนม้
เพิ่มขึน้ตามไปดว้ย ดงัภาพประกอบ 19(ก) 

ในการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของ rCrustinP, rWAP-PV, 
rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV พบว่า มีฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรยีแกรมบวก 2 ชนิด คือ B. subtilis และ S. aureus โดยการยบัยัง้แบคทีเรียทัง้สองชนิดใช้
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของโปรตีนลกูผสม rCrustinP เท่ากับ 6.25 µM และ 25µM, rWAP-PV เท่ากับ 
25 µM และ 50 µM, rPA-SWD เท่ากับ 3.125 µM และ 6.25 µM, rWAP-SWD เท่ากับ 6.25 µM 
และ 12.5 µM และ rPA-WAP-PV เทา่กบั 1.5325 µM และ 3.125 µM ตามล าดบั ซึ่งสามารถสรุป
ผลได้ดังตาราง 8 จากการน าขอ้มูลผลการทดลองมาสรา้งกราฟอัตราส่วนระหว่างเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิดจากโปรตีนลกูผสมแต่ละชนิดกับ 5 nmol Kanamycin พบว่าเม่ือ
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ความเขม้ขน้ของโปรตีนลกูผสมเพ่ิมขึน้สง่ผลใหฤ้ทธ์ิการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียมี
แนวโนม้เพิ่มขึน้ตามไปดว้ยเช่นกนั ดงัภาพประกอบ 19(ข-ช) 
 
ตาราง  8  ขอ้มลูโปรตีนลกูผสมตอ่ฤทธ์ิการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี 
 

ช่ือโปรตีนลกูผสม 
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของโปรตีนลกูผสม 

ท่ีใชใ้นการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี(µM) 

B. subtilis S. aureaus 
rLvcarcinin 25.0 - 
rCrustinP 6.25 25.0 

rWAP-PV 25.0 50.0 

rPA-SWD 3.125 6.25 
rWAP-SWD 6.25 12.5 

rPA-WAP-PV 1.5325 3.125 

 
 

(ก)  
 
 
 
 
 

 
(ข)  
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(ค)  
 
 
 
 
 

 
(ง)  
 
 
 
 
 
 
(จ)  
 
 
 
 
 
 
 
(ฉ)  
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ภาพประกอบ  20  กราฟแสดงฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีของโปรตีนลกูผสม
ดว้ยเทคนิค agar diffusion assay โดยแสดงเป็นอตัราสว่นระหวา่งบรเิวณใสของฤทธ์ิในการยบัยัง้

การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีจากโปรตีน rLvcarcinin(ก)  rCrustinP(ข)  rWAP-PV(ค)                  
rPA-SWD(ง) rWAP-SWD(จ) และ rPA-WAP-PV(ฉ) เทียบกบัยาปฏิชีวนะ  

 
4. การทดสอบฤทธิก์ารยับย้ังการท างานของเอนไซมโ์ปรทเีนสเค (proteinase K) 

ในการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K ของโปรตีนลกูผสม
ทัง้ 6 ชนิด  ท าไดโ้ดยการผสมโปรตีนลกูผสมท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.08 µM, 0.8 µM, 2.0 µM,              
4.0 µM และ 8.0 µM กับสารละลาย proteinase K เขม้ขน้ 0.08 µM และน าไปใสล่งในหลมุบน
จานเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของ 1.5% (w/v) agar powder และ 2.5% (w/v) นมผงเด็กท่ีมีสว่นผสม
ของ skim milk ซึ่งโดยปกติแลว้เอนไซมโ์ปรทีเนสนัน้มีความสามารถยอ่ยโปรตีนได ้ จึงสง่ผลท าให้
เกิดบริเวณใสขึน้  แต่ในการทดลองนีมี้ความตอ้งการท่ีจะทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ proteinase K ซึ่งถ้าโปรตีนลูกผสมมีฤทธ์ิในการยับยั้งการท างานของเอนไซม ์       
proteinase K แลว้จะสง่ผลใหเ้กิดบรเิวณใสขึน้  

จากผลการทดลองทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การท างานของเอนไซม ์ proteinase K ของ
โปรตีนลูกผสมทัง้ 6 ชนิด พบว่ามีโปรตีนลูกผสม 2 ชนิดท่ีมีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของ
เอนไซม ์proteinase K คือ rPA-SWD และ rWAP-SWD โดยโปรตีนลกูผสมมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
ท างานเอนไซม ์ proteinase K ไดทุ้กความเขม้ขน้ท่ีท าการทดลอง คือ ท่ีความเขม้ข้น 0.08 µM,     
0.8 µM, 2.0 µM, 4.0 µM และ 8.0 µM ดงัภาพประกอบ 20(ง) และ 20(จ) ตามล าดบั สว่นโปรตีน
ลกูผสมอีก 4 ชนิด คือ rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV และ rPA-WAP-PV นัน้ไม่มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K ซึ่งแสดงผลดงัภาพประกอบ 20 
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  (ก )                        (ข) 
 
 
 
 
 
 
 

(ค)    (ง)  
 
 
 
 
 
 
 
(จ) (ฉ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ  21 การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานเอนไซม ์Proteinase K ของโปรตีนลกูผสม
ทัง้ 6 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ตา่งๆ คือ  0.08 µM, 0.8 µM, 2.0 µM, 4.0 µM และ 8.0 µM โดยใช ้0.08 
µM proteinase K และ 1xPBS buffer เป็น positive control และ negative control ตามล าดบั  



 
 

 

บทที ่5  
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

ในการวิจยัเรื่องหนา้ท่ีทางชีวภาพของบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนไกลซีนและซิสเตอีนสงูและ
บริเวณท่ีมีกรดอะมิโนโพรลีนและอารจิ์นีนสงูของครสัทินจากกุง้ขาว ผูว้ิจัยไดท้  าการผลิตโปรตีน
ลกูผสมของครสัทินชนิดท่ี 1 2 และ 3 แลว้น าไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพไดแ้ก่ ฤทธ์ิในการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และฤทธ์ิในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ proteinase K 
หลงัจากด าเนินงานแลว้ สามารถสรุปผลการด าเนินงาน โดยแบง่หวัขอ้ในการสรุปผลไดด้งัตอ่ไปนี ้

1. สรุปผลการวิจยั 
2. อภิปรายผลการวิจยั 
3. ขอ้เสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

กุ้งขาวจัดเป็นหนึ่งในสตัวเ์ศรษฐกิจส  าคัญท่ีสรา้งรายไดมู้ลค่าหลายลา้นบาทใหก้ับ
ประเทศไทย แตปั่จจุบนักลบัพบวา่มลูคา่การสง่ออกลดลงเน่ืองจากผลกระทบจากโรคระบาดของ
กุง้ท่ีเกิดจากจุลชีพชนิดต่างๆ โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพนัธุ์ Vibrio spp. สง่ผลใหกุ้ง้ติดเชือ้และ
ตาย สรา้งความเสียหายและส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจเป็นวงกวา้ง ดังนั้นจึงไดมี้การคิดหา
แนวทางในการควบคมุโรคท่ียั่งยืน ซึ่งหนึ่งในวิธีการนัน้คือการศกึษาเก่ียวกบัระบบภมิูคุม้กนัของกุง้ 
ซึ่งครสัทินจดัเป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพชนิดหนึ่งท่ีมีความส าคญัตอ่ระบบภมิูคุม้กนัของกุง้ต่อการตา้น
การรุกรานของจุลชีพหลากหลายชนิด (Smith et al., 2008; Tassanakajon et al., 2015)  

ในปัจจุบนังานวิจยัสว่นใหญ่ไดมี้การศึกษาอย่างแพรห่ลายในครสัทินชนิดท่ี 1, 2 และ 3 
พบวา่มีฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพไดห้ลายชนิด แตพ่บความแตกตา่งคือมีเพียงครสัทินชนิดท่ี 3 เท่านัน้
ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสได ้(Amparyup et al., 2008; Jia et al., 
2008; Visetnan et al., 2017) ซึ่งเม่ือสงัเกตลกัษณะโครงสรา้งของครสัทินทัง้ 3 ชนิด พบวา่ในครสั
ทินชนิดท่ี 3 ประกอบดว้ยบรเิวณ Pro และ Arg-rich แทนบรเิวณ Cys-rich ท่ีอยูใ่นครสัทินชนิดท่ี 1 
และ 2  นอกจากนัน้ยงัพบว่าครสัทินชนิดท่ี 3 ท่ีไม่มีบริเวณ Pro และ Arg-rich ในโครงสรา้งไม่มี
ฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพแตส่ามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนสได ้แสดงใหเ้ห็นว่าบริเวณ 
Pro และ Arg-rich อาจจะมีความส าคญัตอ่การยบัยัง้จุลชีพแตอ่าจจะไม่สง่ผลตอ่ฤทธ์ิในการยบัยัง้
เอนไซมโ์ปรทีเนส (Du et al., 2010; Jiang et al., 2013; Yang et al., 2018) และมีบางงานวิจยัได้
ศึกษาเฉพาะส่วนบริเวณ Gly-rich, Cys-rich และโดเมน WAP ของครัสทินชนิดท่ี 2  
(Suthianthong et al., 2012; Wang, Y., Zhang, C., et al., 2018) พบว่าโปรตีนมีฤทธ์ิในการ



  65 

ยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดแ้ต่นอ้ยกว่าโปรตีนของครสัทินตัวปกติ แสดงใหเ้ห็นว่า
บรเิวณ Gly-rich และ Cys-rich นา่จะมีความส าคญัตอ่ความสามารถในการตา้นเชือ้จุลชีพ 

ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงสนใจท่ีจะศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของยีน Lvcarcinin ซึ่งเป็นยีน
ของครสัทินชนิดท่ี1 ยีน CrustinP ซึ่งเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 2 และโดเมน WAP ของ CrustinP 
(WAP-PV) และยีน PA-SWD ซึ่งเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 3 และโดเมน WAP ของ PA-SWD 
(WAP-SWD) ในกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) รวมถึงยีน PA-WAP-PV ท่ีเกิดจากการเช่ือม
กนัระหวา่งบรเิวณ Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD กับ WAP-PV รวมถึงฤทธ์ิทางชีวภาพของยีน
บรเิวณ Gly และ Cys-rich ของ CrustinP และ Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD ในการยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของจุลชีพและฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรทีเนส 

จากผลการวิจัยทัง้หมดสามารถสรุปผลไดว้่า สามารถโคลนยีน Lvcarcinin ซึ่งเป็นยีน
ของครสัทินชนิดท่ี1 ยีน CrustinP  และยีน WAP-PV ซึ่งเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 2 และยีน            
PA-SWD และยีน WAP-SWD ซึ่งเป็นยีนของครสัทินชนิดท่ี 3 รวมถึงยีน PA-WAP-PV ท่ีเกิดจาก
การเช่ือมกันระหว่างบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 กับ WAP-PV ในกุง้ขาว 
(Litopenaeus vannamei) แลว้น าไปผลิตโปรตีนลกูผสม rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV, 
rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV  จากนัน้เม่ือน าโปรตีนลกูผสมทัง้ 6 ชนิดไปทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี พบวา่ rLvcarcinin มีฤทธ์ิในการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได ้1 ชนิด คือ B. subtilis  สว่น rCrustinP, rWAP-PV, 
rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV พบว่ามีฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ B. subtilis และ S. aureus นอกจากนัน้ในการทดสอบฤทธ์ิการ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K พบว่ามีเพียงโปรตีนลกูผสม rPA-SWD และ rWAP-
SWD เท่านัน้ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K โดยสามารถยบัยัง้ไดท่ี้
ความเขม้ขน้ต ่าสดุท่ีใชใ้นการทดลองนีคื้อ 0.08 µM แสดงใหเ้ห็นว่ายีนของครสัทินชนิดท่ี 1 2 และ 
3 มีฤทธ์ิทางชีวภาพและมีความส าคญัตอ่ระบบภมิูคุม้กนัของกุง้ขาว  

อภปิรายผลการวิจัย 

จากผลการโคลนยีนทัง้ 6 ชนิดของครสัทินชนิดท่ี 1 2 และ 3 เม่ือท าการวิเคราะหย์ีน 
Lvcarcinin พบวา่จดัเป็นครสัทินชนิดท่ี 1 เน่ืองจากประกอบดว้ยบริเวณของ Cys-rich อยู่ระหว่าง
เปปไทดส์ง่สญัญาณและโดเมน WAP  สว่นยีน CrustinP พบว่าจัดเป็นครสัทินชนิดท่ี 2 เน่ืองจาก
ประกอบดว้ยบริเวณ Gly-rich และ Cys-rich อยู่ในโครงสรา้งระหว่างเปปไทดส์ง่สญัญาณและ
โดเมน WAP และยีน PA-SWD พบว่าจัดเป็นครสัทินชนิดท่ี 3 เน่ืองจากประกอบดว้ยบริเวณ Pro 
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และ Arg-rich ในโครงสรา้งบริเวณระหว่างเปปไทดส์ง่สญัญาณและโดเมน WAP  จากผลการ
โคลนยีน CrustinP และยีน PA-SWD นัน้สามารถน ายีนทัง้สองชนิดไปเป็นแม่แบบในการโคลนยีน
ต่อได ้โดยโคลนยีน WAP-PV จากยีน CrustinP และโคลนยีน Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD 
และยีน WAP-SWD จากยีน PA-SWD จากนัน้น าเอายีน Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD มา
เช่ือมตอ่กบัยีน WAP-PV ไดเ้ป็นยีน PA-WAP-PV ขึน้มาใหม่  ซึ่งจากผลการวิเคราะหพ์บว่าล  าดบั
นิวคลโีอไทดแ์ละล  าดบักรดอะมิโนของยีนทกุตวันัน้มีความถกูตอ้งตรงตามฐานขอ้มลู และสามารถ
น าไปใชใ้นการผลติโปรตีนลกูผสมได ้

ในการผลิตโปรตีน rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD, rWAP-SWD และ             
rPA-WAP-PV นัน้สามารถท าไดใ้นระบบ E. coli สายพันธุ์ BL21(DE3) และพบว่าโปรตีนมี          
การแสดงออกตั้งแต่ชั่ วโมงท่ี 1 หลังจากได้รับการกระตุ้นด้วย IPTG โดยโปรตีนลูกผสม 
rLvcarcinin, rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV มีขนาด 26.2, 
29.42, 21.37, 22.28, 20.2 และ 23.17 kDa ตามล าดบั และมีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนใน
เซลล์แบคทีเรียอยู่ในรูปของสารละลาย จึงสามารถน าไปท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิได้โดยใช ้                 
เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิตี (affinity chromatography) ชนิด Ni-NTA column เน่ืองจาก
ไดมี้การออกแบบโดยการเพิ่มบรเิวณ 6xHis tag เขา้ไปภายในโมเลกุลจึงท าใหโ้ปรตีนสามารถจับ
กบันิกเกิล (Nickel) ภายในคอลมันแ์ละท าบรสิทุธ์ิได ้

ในการทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของโปรตีนลูกผสมทั้ง                 
6 ชนิดพบว่า rLvcarcinin มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได ้1 ชนิด 
คือ B. subtilis  สว่น rCrustinP, rWAP-PV, rPA-SWD, rWAP-SWD และ rPA-WAP-PV พบว่ามี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ B. subtilis และ S. aureus                
ซึ่งจากขอ้มลูกราฟอตัราสว่นระหวา่งเสน้ผา่นศูนยก์ลางของบริเวณใสท่ีเกิดจากโปรตีนลกูผสมแต่
ละชนิดกบั 5 nmol Kanamycin ดงัแสดงในภาพประกอบ 19 พบว่า เม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีน
ลกูผสมเพ่ิมขึน้สง่ผลใหฤ้ทธ์ิการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโนม้เพ่ิมขึน้ตามไปดว้ย
เช่นกนั  ซึ่งผลการทดลองท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้ที่มีการศึกษาเก่ียวกับครสัทิน
พบว่าสว่นใหญ่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวก (Smith, 2011) แต่ในยีนของครสัทินบาง
ชนิดก็มีการยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบ รวมถึงเชือ้รา และไวรสัดว้ย (Donpudsa et al., 2014; Du, 
Wang, et al., 2019; Jia et al., 2008) และจากการวิเคราะหผ์ลการทดลองพบว่าประสิทธิภาพใน
การยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียของครสัทินชนิดท่ี 2 (CrustinP) และ 3 (PA-SWD) 
เปรยีบเทียบกบัโปรตีนของบรเิวณโดเมน WAP คือ rWAP-PV และ rWAP-SWD พบว่าฤทธ์ิในการ
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ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพของยีนบริ เวณโดเมน WAP ของครัสทินทั้งสองชนิดมี
ประสทิธิภาพลดลงเม่ือเทียบกับครสัทินท่ีมีโครงสรา้งปกติ แสดงใหเ้ห็นว่าบริเวณ Gly และ Cys-
rich ของครสัทินชนิดท่ี 2 และบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 มีความส าคญัต่อ
ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลชีพ สว่น rPA-WAP-PV ท่ีเกิดจากการเช่ือมยีน
ของครสัทินชนิดท่ี 2 และ 3 เขา้ดว้ยกันนั้นก็มีฤทธ์ิในการยับยัง้แบคทีเรียไดมี้ประสิทธิภาพ
เช่นเดียวกันกับ rPA-SWD ซึ่งจากการสังเกตผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของ       
rPA-WAP-PV เปรียบเทียบกับ rCrustinP และ rWAP-PV ดังภาพประกอบท่ี 19 นัน้ พบว่า        
rPA-WAP-PV สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิดไดดี้กว่าทัง้ rCrustinP และ 
rWAP-PV  แตเ่ม่ือเปรยีบเทียบกบั rPA-SWD และ rWAP-SWD พบวา่ rPA-WAP-PV มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิด ใกลเ้คียงกับ rPA-SWD แต่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
เจรญิเติบโตของแบคทีเรียไดดี้กว่า rWAP-SWD ซึ่งจากผลการทดลองท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นว่าบริเวณ 
Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD มีบทบาทส าคญัตอ่การยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี 

ในการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K พบว่ามีเพียงโปรตีน
ลูกผสม rPA-SWD และ rWAP-SWD เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งการท างานของเอนไซม ์
proteinase K โดยสามารถยบัยัง้ไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าสดุท่ีใชใ้นการทดลองนีคื้อ 0.08 µM  สว่น 
rLvcarcinin, rCrustinP และ rWAP-PV หรือแมแ้ต่ rPA-WAP-PV ท่ีเกิดจากการเช่ือมยีนของ            
Pro และ Arg-rich ของ PA-SWD และ WAP-PV เขา้ไวด้ว้ยกันก็ไม่สามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม ์proteinase K ได ้ ซึ่งจากผลการทดลองนัน้มีความสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีผา่นมาท่ีพบวา่
ยีนของครสัทินชนิดท่ี 1 และครสัทินชนิดท่ี 2 นัน้มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลชีพ        
แต่ไม่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรทีเนส (Donpudsa et al., 2010; 
Suthianthong et al., 2012; Wang, Y., Zhang, C., et al., 2018) และยงัสอดคลอ้งกบัสมมติุฐาน
ของงานวิจัยก่อนหนา้ท่ีกลา่วว่าบริเวณ Pro และ Arg-rich นัน้อาจเก่ียวขอ้งกับฤทธ์ิในการตา้น        
จุลชีพ (Tassanakajon et al., 2015) แต่ไม่น่าจะส่งผลต่อฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของ             
โปรทีเนสอีกดว้ย 

จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถสรุปผลไดว้่า บริเวณ Gly และ Cys-rich ของครสัทิน
ชนิดท่ี 2 มีผลต่อฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแต่ไม่สง่ผลต่อฤทธ์ิในการยบัยัง้
การท างานของเอนไซม ์proteinase K สว่นบริเวณ Pro และ Arg-rich ของครสัทินชนิดท่ี 3 นัน้
แสดงใหเ้ห็นวา่มีความส าคญัตอ่ฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แต่ไม่สง่ผลต่อฤทธ์ิ
การยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์proteinase K เน่ืองจาก rWAP-SWD ซึ่งเป็นโดเมน WAP ของ 
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rPA-SWD ยังสามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของเอนไซม ์
proteinase K แม้จะขาดบริเวณ Pro และ Arg-rich ก็ตาม รวมทัง้เม่ือน าบริเวณ Pro และ             
Arg-rich ไปเช่ือมต่อกับ WAP-PV ซึ่งเป็นโดเมน WAP ของครสัทินชนิดท่ี 2 พบว่ามีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยีท่ีดีขึน้กวา่ WAP-PV แตย่งัคงไม่พบความสามารถในการยบัยัง้
การท างานของ proteinase K 

ข้อเสนอแนะ 
จากผลของงานวิจัยแสดงใหเ้ห็นว่าครสัทินชนิดท่ี 1 2 และ 3 มีความส าคญัต่อระบบ

ภมิูคุม้กนัของกุง้ขาว เน่ืองจากสามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรยี และสามารถยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม ์proteinase K ได ้แสดงใหเ้ห็นว่าผลของงานวิจัยนีอ้าจเป็นประโยชนถ์า้หาก
น าไปใช้เป็นขอ้มูลเพิ่มเติมในการศึกษาเก่ียวกับระบบภูมิคุ ้มกันของกุ้งขาวในการยับยั้งการ
เจรญิเติบโตของแบคทีเรยี แตผ่ลงานวิจยัท่ีไดอ้าจเป็นเพียงสว่นนอ้ยเท่านัน้ อาจตอ้งท าการศึกษา
เพิ่มเก่ียวกบัขอ้มลูเชิงลกึของครสัทินทัง้สามชนิดนีใ้นกุง้ขาวตอ่ไปในอนาคต เพื่อเป็นประโยชนต์่อ
การพฒันาและควบคมุโรคระบาดของกุง้อยา่งยั่งยืนและอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุง้ 
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การเตรียมสารเคม ี

1. การเตรยีมสารเคมี 
1.1 อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB เหลว ปรมิาตรรวม 1 ลติร 

NaCl   10  กรมั 
Peptone  10  กรมั 
Yeast extract    5  กรมั 

1.2 อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB แข็ง 
Agar 15 กรมัในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB เหลว 1 ลติร 

1.3 อาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TBS เหลว ปรมิาตรรวม 1 ลติร 
TSB   30  กรมั 
NaCl   30  กรมั  

1.4 อาหารเพาะลีย้งเชือ้ TSB แข็ง 
Agar 15 กรมั ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ TSB เหลว 1 ลติร 

1.5 การเตรยีม 10X PBS (pH 7.4) 1000 mL 
NaCl   80     กรมั 
KCl     2     กรมั 
Na2HPO4  14.4  กรมั 
KH2PO4    2.4  กรมั 

2. การวิเคราะห ์DNA ดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรซิิส 
2.1 การเตรยีมสารที่ใชใ้นการวิเคราะห ์

2.1.1 สารละลาย 10X TBE Buffer ปรมิาตรรวม 1 ลติร 
Tris             108.0    กรมั 
Boric acid   35.0    กรมั 
EDTA     7.44  กรมั 

2.2 การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรซิิส 
2.2.1 การเตรยีม 3% Agarose gel 

ชั่ง Agarose gel    0.6  กรมั 
ใสต่วัท าละลาย 1x TBE 20.0  mL 
น าไปใหค้วามรอ้นเพื่อให ้Agarose gel ละลายจนหมด  
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ยอ้มเจลโดยใช ้redsafe   1  µl 
เทเจลลงใน tray เซ็ตเจลท่ีมี comb ส  าหรบัท าใหเ้กิดหลมุเสียบอยู่  โดยระวงั

ไม่ใหเ้กิดฟองอากาศ จากนัน้รอใหเ้จลแข็ง แลว้ดงึ well combs ออก 
2.2.2 การหยอดสารตวัอยา่ง 

วางเจลลงใน chamber โดยน าดา้นท่ีมีหลมุไวท้างดา้นประจุลบ 
เทสารละลาย 1x TBE ใหท้ว่มแผน่เจล 
ผสมตัวอย่างกับ 6x DNA loading dye ในอัตราส่วนของตัวอย่างต่อ                

6x DNA loading dye เทา่กบั 5 : 1  แลว้หยอดลงในหลมุในเจล 
ตอ่ chamber เขา้กบัเครื่องจ่ายไฟ  โดยตัง้คา่เป็น 120V  เป็นเวลา 30 นาท ี
ตรวจสอบผลท่ีไดด้ว้ยเครื่องก าเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

3. การเตรยีมสารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะหโ์ปรตีน 
3.1 การเตรยีมสารที่ใชใ้นการวิเคราะห ์

3.1.1 การเตรยีม 10x SDS running buffer  ปรมิาตรรวม 1 ลติร 
Tris Base     30  กรมั 
SDS     10  กรมั 
Glycine   144  กรมั 

3.1.2 การเตรยีมสารละลาย coomassie gel stain ปรมิาตรรวม 1 ลติร 
Coomassie Blue      1  กรมั 
Methanol   450  mL 
Glacial acetic acid  100  mL 
Water   450  mL 

3.1.3 การเตรยีมสารละลาย coomassie gel destain  ปรมิาตรรวม 1 ลติร 
Methanol   450  mL 
Glacial acetic acid  100  mL 
Water   450  mL 
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3.2 การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
3.2.1 เตรยีม 15% SDS-PAGE ตามจ านวนท่ีตอ้งการวิเคราะห ์โดย 1 แผน่ มี 

ปรมิาตรเทา่กบั 5 mL  สามารถเตรยีมไดด้งันี ้

 
3.2.2 เตรยีม stacking Gel  ตามจ านวนท่ีตอ้งการวิเคราะห ์ โดย 1 แผน่มีปรมิาตร 

เทา่กบั 1 mL สามารถเตรยีมไดด้งันี ้

 

สารเคมี/ปรมิาตร 1 mL 2 mL 3 mL  4 mL 

Water 0.68 mL 1.4 mL 2.1 mL 2.7 mL 

30% acrylamide mix 0.17 mL 0.33 mL 0.5 mL 0.67 mL 

1.5 M Tris (pH 6.8) 0.13 mL 0.25 mL 0.38 mL 0.5 mL 

10% SDS 0.01 mL 0.02 mL 0.03 mL 0.04 mL 

10% APS 0.01 mL 0.02 mL 0.03 mL 0.04 mL 

TEMED 0.001 mL 0.002 mL 0.003 mL 0.004 mL 

 
 
 

สารเคมี/ปรมิาตร 5 mL 10 mL 15 mL 20 mL 

Water 1.1 mL 2.3 mL 3.4 mL 5.7 mL 

30% acrylamide mix 2.5 mL 5.0 mL 7.5 mL 10.0 mL 

1.5M Tris (pH 8.8) 1.3 mL 2.5 mL 3.8 mL 5.0 mL 

10% SDS 0.05 mL 0.1 mL 0.15 mL 0.2 mL 

10% APS 0.05 mL 0.1 mL 0.15 mL 0.2 mL 

TEMED 0.002 mL 0.004 mL 0.006 mL 0.008 mL 
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3.2.3 รอจนแผน่เจลแข็ง จากนัน้ประกอบแผน่เจลเขา้กบัเครื่องรนัโปรตีน 
3.2.4 เติม 1x SDS running buffer ใหม่ลงในช่องระหวา่งแผน่เจลดา้นใน  แลว้ 

หยอดโปรตีนท่ีผสมกบั loading dye แลว้ลงไปในหลมุ หลมุละ 20 µl 
3.2.5 ตัง้คา่เครื่องโดยแผน่เจล 1 แผน่ตอ่ 25 mA เป็นเวลา 60 นาที 
3.2.6 ยอ้มสดีว้ย Coomassie blue เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
3.2.7 ลา้งสดีว้ย Destain จนแผน่เจลใส 

 
การเตรียม competent cell 

1. น าโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียท่ีตอ้งการท าใหอ้ยู่ในรูป competent cell ลงอาหาร

เพาะเลีย้งเชือ้ LB แลว้เลีย้งไวบ้ม่ท่ี 37֯C เป็นเวลา ประมาณ 16-18 ชั่วโมง 
2. น าแบคทีเรยีท่ีเลีย้งไวม้าเจือจาง 100 เทา่ ในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ LB แลว้  แลว้

เลีย้งไวบ้ม่ท่ี 37֯C เป็นเวลาจนกระทั่งคา่ OD600 มีคา่ประมาณ 0.4 
3. น าหลอดทดลองท่ีผา่นการฆา่แลว้วางไวใ้นน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที 
4. น าไปป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลแ์บคทีเรยีตกตะกอนท่ีความเรว็ 5000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 
5. เก็บเฉพาะสว่นท่ีเป็นตะกอน แลว้เติมสารผสมของ 0.02  M MgCl2 และ 0.02 M 

CaCl2 จากนัน้ท าใหเ้ซลลเ์ป็นเนือ้เดียวกบัสารละลายดว้ยปิเปต  แลว้วางไวใ้นน า้แข็งเป็นเวลา 30 
นาที  ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลแ์บคทีเรยีตกตะกอนท่ีความเรว็ 5000 rpm  เป็นเวลา 15 นาท ี

6. เก็บเฉพาะสว่นของตะกอนมาเติมสารผสมของ 0.1 M CaCl2 และ 15% glycerol           
ท่ีเย็น จากนัน้ท าใหเ้ซลลเ์ป็นเนือ้เดียวกบัสารละลายดว้ยปิเปต 

7. แบง่ competent cell ใสห่ลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ หลอดละ 100 µl 

8. แลว้น าไปเก็บไวท่ี้ -80֯C 
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การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับโปรตนี 
1. เตรยีมสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ตา่งๆ  ดงันี ้0 mg/mL, 0.03125 mg/mL,   

0.0625 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL และ 1 mg/mL 
2. เติมสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ตา่งๆ  ลงในเพลต  ความเขม้ขน้ละ 10 µl 
3. เติมสารละลาย Bradford 200 µl แลว้บม่เป็นเวลา 5 นาท ี
4. น าไปวดัคา่การดกูลนืคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แลว้น าไปสรา้ง 

กราฟมาตรฐาน 
 

 
ภาพประกอบ 22 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA 

 

y = 2.0064x + 0.0477 
R² = 0.9946 
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ภาพระกอบ  23 แผนภาพเวคเตอร ์pVR500 ไดถ้กูดดัแปลงมาจากเวคเตอร ์pET-32a(+) โดยตดั
บรเิวณ His-tag และ S-tag ท่ีอยูร่ะหวา่งต าแหนง่ตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MscI และ KpnI  

ก่อนท าการเช่ือมสายดีเอ็นเอโดยใช ้T4 DNA polymerase 
 

 ท่ีมา YUMPU. (2015). Instant Expert: pET-32a(+).  Retrieved July 27, 2021, from 
https://www.yumpu.com/en/document/view/39357443/pet-32a-c-vectors

https://www.yumpu.com/en/document/view/39357443/pet-32a-c-vectors
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