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 ยีน Phagocytosis Activating Protein (PAP) ผลิตโปรตีน PAP ซ่ึงกระตุน้การจบักินส่ิงแปลกปลอมของ
เมด็เลือดขาว การศึกษาน้ีศึกษาผลของยนี PAP ต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกุง้โดยวดักิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออก
ซิเดส (prophenoloxidase activity) และผลของยีน PAP ต่อความสามารถในการอยู่รอดของกุ้งขาว (Litopenaeus 

vannamei) เม่ืออยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีก่อใหเ้กิดความเครียด  
 ใหกุ้ง้กินอาหารผสมสารละลายPBS (กลุ่ม PBS), พลาสมิดphMGFP (กลุ่ม phMGFP) และพลาสมดลูก
ผสม PAP-phMGFP (กลุ่ม PAP)   
 จากการทดลองพบวา่กลุ่ม PAP มีกิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดสในวนัท่ี 1, 3 และ 7  เท่ากบั 
64.16 +8.73, 60.33 +8.34  และ 35.39 +3.90 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั ซ่ึงสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ
เทียบกบักลุ่ม phMGFP ในวนัท่ี 1, 3 และ 7 วนั (50.09 +5.65, 34.87 +7.06 และ 25.03 +1.27 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัม
โปรตีนตามล าดบั)  และเม่ือใหกุ้ง้ท่ีเล้ียงในสภาวะเครียด (โดยเล้ียงในน ้ าท่ีละลายดว้ยเกลือแกง (NaCl)) กินอาหารดงัท่ี
กล่าวแลว้ขา้งตน้เช่นเดียวกนั เป็นเวลา 7 วนัพบวา่กุง้ท่ีไดรั้บยนี PAP ท่ีความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรัมต่อวนั มีอตัราการรอด
ชีวติสูงท่ีสุดเม่ืออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่ปกติเม่ือเทียบกบักลุ่มทดลองอ่ืนๆ (66.67%) 

Abstract 

 Phagocytosis Activating Protein (PAP) gene encodes PAP protein which activates 

haemocyte phagocytosis in shrimp. This study aims to investigate the effect of PAP DNA on 

immune response in White shrimp (Litopenaeus vannamei) via Prophenoloxidase activity. In 

addition, the effect of PAP DNA to enhance the survival rate of the shrimp under stress 

environment was also investigated.     

 The shrimp were fed with pellet mixed with PBS (PBS group), phMGFP vecter 

(phMGFP group) and PAP-phMGFP (PAP group). Then the hemolymph was taken on day 1, 

3 and 7 after feeding to determine the Prophenoloxidase activity. The results showed the 

Prophenoloxidase activity of PAP group on day 1, 3 and 7 were 64.16 +8.73, 60.33 +8.34  

and 35.39 +3.90, respectively that increased significantly when compared to phMGFP group 

on day 1, 3 and 7 (50.09 +5.65, 34.87 +7.06 and 25.03 +1.27, respectively).  

 In addition, the shrimp which cultured in stress environment (NaCl added  water) 

were also fed with pellets as previously described above for 7 days  and  the survival rate was 

observed. And found that the shrimp fed with the feed mixed with 150 ug  of PAP per day, 

had the highest survival rate (66.67%) in stress environment when compared to the other groups. 
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บทน า 
 กุง้ (Shrimp) นบัเป็นสัตวน์ ้ าเศรษฐกิจท่ีส าคญัของโลก การเพาะเล้ียงกุง้เพ่ือการบริโภคและส่งออกท า
รายไดใ้ห้กบัประเทศเป็นจ านวนมหาศาล โดยเฉพาะประเทศในแถบทวีปอเมริกา เช่น เอกวาดอร์ บราซิล ฮอนดูรัส และ
เมก็ซิโก นั้นมีสดัส่วนของผลผลิตกุง้ประมาณร้อยละ 20 จากผลผลิตโดยรวมทั้งโลก (Lightner, 2011) โดยกุง้ชนิดท่ีนิยม
เพาะเล้ียงหลกัๆ ไดแ้ก่ กุง้กุลาด า (Penaeus monodon), กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei), กุง้แชบ๊วย (Penaeus 

merguiensis) และกุง้น ้ าตาลออสเตรเลีย (Metapenaeis endeavovre) เป็นตน้ เอเชียก็เป็นทวีปหน่ึงท่ีท ารายไดจ้าก
การส่งออกกุง้เป็นจ านวนมหาศาลต่อปี โดยประเทศไทยเป็นประเทศผูค้า้รายส าคญัท่ีมีปริมาณการส่งออกกุง้ไปขายยงั
ต่างประเทศมากเป็นอนัดบัตน้ๆ ของเอเชีย ท ารายไดใ้หก้บัประเทศมากกวา่พนัลา้นดอลลาร์สหรัฐต่อปี (Flegel, 2006) กุง้
ขาวหรือกุง้แวนนาไมนับเป็นสายพนัธ์ุกุง้ท่ีมีการเพาะเล้ียงในประเทศไทยมากข้ึนตั้งแต่ปี พ.ศ. 2546 จนกระทัง่ปี พ.ศ. 
2548 ไดมี้การเล้ียงกุง้ชนิดน้ีมากถึงร้อยละ 80 ของการเพาะเล้ียงกุง้ทุกชนิด  แทนท่ีกุง้กลุาด าซ่ึงเคยเป็นท่ีนิยมมาก แต่ตอ้ง
ประสบปัญหากุง้โตชา้ และใหผ้ลผลิตท่ีไม่แน่นอน อีกทั้งกุง้ขาวซ่ึงมีคุณสมบติัเล้ียงง่าย โตเร็ว และให้ผลผลิตสูง จึงเป็นท่ี
นิยมของเกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ในไทย (นิติ และคณะ, 2549)  
 ต่อมาพบวา่มีการระบาดของโรคหลายชนิดท่ีเป็นเหตุใหกุ้ง้ตาย และสร้างความเสียหายใหก้บัฟาร์มกุง้ไดม้าก 
โดยสาเหตุเกิดจากความสัมพนัธ์กนัระหวา่งสภาพแวดลอ้มและเช้ือก่อโรค  เช่น ความรุนแรงของเช้ือก่อโรค จ านวนของ
เช้ือ ชนิดของเช้ือ รวมถึงสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมส าหรับการด ารงชีวิตของกุง้ ซ่ึงจะส่งผลต่อความรุนแรงของโรคไป
ดว้ย  (Snieszko, 1973 อา้งโดย วรียทุธ, 2553) ในประเทศไทยมีการรายงานวา่ เช้ือชนิดแรกท่ีพบในกุง้คือไวรัสท่ีมีช่ือวา่ 
Yellow-head Virus (YHV) หรือไวรัสหัวเหลือง ซ่ึงเร่ิมระบาดในช่วงปี ค.ศ. 1992 (Flegel, 2006) และนบัแต่นั้นเป็น
ตน้มาก็มีเช้ือก่อโรคในกุง้ชนิดอ่ืนๆ ตามมาอีกหลายชนิด  เช่น ไวรัสเอ็มบีวี (Monodon Baculovirus, MBV), ไวรัสเอชพีว ี    

(Hepatopancreatic parvovirus, HPV), ไวรัสเทาร่า (Taura syndrome virus, TSV), ไวรัสตวัแดงดวงขาว (White 

spot syndrome virus, WSSV) รวมถึงแบคทีเรียวบิริโอ (Vibrio) เป็นตน้ 

 ปัจจุบนัความรู้ทางดา้นชีวโมเลกุล (Molecular biology) มีมากและแพร่หลายยิ่งข้ึน ความเขา้ใจใน
เร่ืองราวของ บทบาทและหนา้ท่ีของชีวโมเลกุลบางชนิดโดยเฉพาะดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) หรือยีน 
(Gene) ต่อส่ิงมีชีวิตนั้นนับว่าส าคญัยิ่ง งานวิจัยน้ีจึงได้ศึกษายีน Phagocytosis Activating Protein หรือ PAP 
(GenBank accession no. AY680836) ซ่ึงถูกแยกไดค้ร้ังแรกจาก Haemolymph ของกุง้กุลาด าท่ีติดเช้ือไวรัสตวัแดง
ดวงขาว (Khimmakthong et al., 2011 ; Deachamag et al., 2006) โดยถูกตั้งช่ือตามบทบาทของยีนท่ีท าหนา้ท่ี
กระตุน้กระบวนการฟาโกไซโทซิส (Phagocytosis) (Deachamag et al., 2006) ซ่ึงเป็นกระบวนการในระบบ
ภูมิคุม้กนัแบบอาศยัเซลล ์(Innate immunity) โดยเซลลท่ี์เก่ียวขอ้งเช่น macrophage,  neutrophil  และเซลลอ่ื์นๆอีก 
จะท าหน้าท่ีก าจดัส่ิงแปลกปลอมดว้ยการจบักิน เพื่อขจดัส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร ท่ีบุกรุกเขา้สู่
เซลล ์โดยน าส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพเหล่าน้ีมายอ่ยสลายโดย lysosome ซ่ึงมีเอนไซม ์hydrolytic อยูม่าก (Harrison 

and Grinstein, 2002 ; Greenberg, and Grinstein, 2002) จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบวา่เม่ือมีการกระตุน้เซลลเ์ม็ด
เลือดโดยการบ่มเซลลก์บั Glutathione-S-transferase-PAP หรือ GST-PAP จะมีผลให้เซลลเ์ม็ดเลือดเกิดการฟาโกไซ
โทซิสสูงข้ึน และมีผลท าให้กุ้งมีภาวะตา้นทานต่อส่ิงแปลกปลอมท่ีก่อให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์เพ่ิมสูงข้ึนตามไปด้วย 

(Deachamag et al., 2006) อีกทั้งยงัพบวา่ PAP มีปฏิสัมพนัธ์กบั alpha-2-macroglobulin (α2M) ในการช่วยให ้

GST-PAP สามารถเขา้สู่เซลล์ฟาโกไซโทซิส และน าไปสู่การลดอตัราการตายของกุง้เม่ือติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวได ้
(Chotigeat et al., 2007) ยนี PAP มีความเหมือน (Homology) อยา่งสูงกบัไรโบโซมอลโปรตีนแอล 26 (Ribosomal 
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protein L26, RPL26) ในกุง้ Penaeus Japonicus (Watanabe, 1998 อา้งโดย Chotigeat et al., 2007) และ Mus 

musculus (Chotigeat et al., 2007) นอกจากน้ี RPL26 ยงัสามารถจบักบัส่วน 5’UTR ของยีน p53 ซ่ึงเป็นยีนท่ียบัย ั้ง
การเกิดเซลลม์ะเร็งโดยอาศยักระบวนการอะพอพโทซิส (apoptosis) โดย RPL26 จะเป็นตวักระตุน้ (activator) ให ้p53 

มีการแสดงออกท่ีสูงข้ึนกวา่ปกติ (Takagi et al., 2005) และมีรายงานวา่ RPL26 มีการแสดงออก สูงในกลา้มเน้ือของกุง้
กุลาด าเม่ือถูกฉีดด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีถูกท าให้อ่อนแรงด้วยฟอร์มาลิน (formalin-inactivated WSSV) 
(Deachamag et al., 2006) จึงเป็นท่ีมาของการศึกษาวา่ยีน PAP จะมีผลอยา่งไรต่อระบบภูมิคุม้กนัแบบอาศยัเซลล ์
(Cellular immunity) ของกุง้ขาว โดยเลือกศึกษาระดบักิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (Prophenoloxidase) 
ซ่ึงท่ีบทบาทในกระบวนการสร้างเมลานิน (Melanin) พบไดท้ั้งในแมลง และครัสตาเชียน กระบวนการจะเร่ิมตน้ดว้ยการ
ท างานของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส แอกติเวติง (Prophenoloxidase-activating enzyme , PPA) ซ่ึงเป็นเอนไซม์
ในกลุ่มเซอรีน โปรตีเอส (Serine protease) ถูกสร้างจากเซลลเ์ม็ดเลือด มีขนาดโปรตีน 76 กิโลดาลตนั (Johansson 

and Soderhall, 1989  อา้งโดย Bachere et al., 1995) ถูกกระตุน้การท างานโดยโพลีแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ย เบตา้ 
1-3 กลูแคน (β-1,3 glucan) และไลโพโพลีแซคคาไรด์ (Lipopolysaccharide, LPS) ท่ีมาจากผนงัเซลล์ของจุลชีพ 
จากนั้นเอนไซมจ์ะไปกระตุน้ใหเ้ซลลเ์ซมิกรานูลาร์ และเซลลก์รานูลาร์ ปล่อยส่วนกรานูล (Degranulation) โดยจะมีการ
ปล่อยเพอรอกซิเนคติน (Peroxinectin, PE) ซ่ึงมีการสร้างและเก็บไวภ้ายในกรานูลออกมานอกเซลล์ แลว้ไปท าหนา้ท่ี
กระตุน้กระบวนการโพรฟีนอลออกซิเดสใหเ้กิดข้ึนต่อไป (Chiu et al., 2007) ในระหวา่งกระบวนการจะมีการสงัเคราะห์
สารควโินน (Quinone) ซ่ึงเป็นสารพิษต่อส่ิงแปลกปลอม (Mavrouli et al., 2005) รวมทั้งมีการกระตุน้ใหเ้กิดการฟาโก
ไซโทซิสโดยเซลล์ไฮยาลินด้วย  โพรฟีนอลออกซิเดสจะถูกยบัย ั้ งโดย Proteinase inhibitor ได้แก่ α-2-

macroglobulin และ Trypsin inhibitor (Johansson and Soderhall, 1989  อา้งโดย Bachere et al., 1995) มี
รายงานวา่ α-2-macroglobulin มีการแสดงออกลดลงในสภาวะแวดลอ้มท่ีท าให้การแสดงออกของโพรฟีนอลออกซิเด
สสูงข้ึน (Yue et al., 2010) นอกจากน้ียงัพบวา่โพรฟีนอลออกซิเดสจะท างานร่วมกนักบัระบบภูมิคุม้กนัแบบอาศยัเซลล์
ชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงไดแ้ก่ กระบวนการฟาโกไซโทซิส (Phagocytosis) การสร้างโนดูล (Nodulation) และการห่อหุ้มส่ิง
แปลกปลอม (Encapsulation ) (กิจการ, 2543 อา้งโดย วรียทุธ, 2553) และอาจจะมีผลต่อเน่ืองไปถึงการปรับตวัของกุง้
ขาวเพื่อใหมี้ชีวติรอดในสภาวะแวดลอ้มท่ีเป็นแรงกดดนัเชิงลบได ้ 

 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของยีน PAP ต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กันของกุ้งขาว และอีกส่วนคือ
ความสามารถในการอยูร่อดเม่ือกุง้ขาวตอ้งอยู่ในส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่ปกติ ทั้งน้ีเพ่ือต่อยอดในการรักษากุง้จากโรคต่างๆโดย
เฉพาะท่ีเกิดจากจุลชีพชนิดต่างๆต่อไปในอนาคต 

 
วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 1. เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดสในกุง้ขาวท่ีไดรั้บยีน Phagocytosis Activating 

Protein (PAP) เม่ือเทียบกบักุง้ขาวท่ีไม่ไดรั้บยนีดงักล่าว 

 2. เพื่อศึกษาผลของยีน Phagocytosis Activating Protein (PAP) ต่ออตัราการรอดชีวิตของกุง้ขาวใน
สภาวะแวดลอ้มท่ีไม่ปกติ 
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วธีิด าเนินการวจิยั 

 1. การเพ่ิมปริมาณยนี PAP และการผลิตอาหารกุง้ท่ีฉาบดว้ยยนี PAP 

 2. น าแบคทีเรีย E.coli  Top10 (BL21) ท่ีมีพลาสมิดลูกผสม PAP-phMGFP มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
(LB agar) ท่ีมี Ampicillin ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวของ E.coli ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมดงักล่าวไปเล้ียงเพ่ือเพ่ิมจ านวนในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 
(LB broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีมี Ampicillin ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 180 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 12,000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เม่ือไดต้ะกอนเซลลแ์ลว้จึงท าการละลายดว้ยสารละลาย PBS,  pH 7.4 

จากนั้นท าให้เซลล์แตกด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Sonication) จนสารละลายท่ีมีเซลล์ดังกล่าวนั้นใส เก็บสารละลายท่ี
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ในขณะเดียวกนัก็ท าการเก็บเช้ือจาก LB broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาจ านวน 1 มิลลิลิตร 
ไปท าการสกดัพลาสมิด และน าไปท าการแยกแถบดีเอ็นเอดว้ย 1% เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (electrophoresis) ท่ีความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์(volt) เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าเจลไปยอ้ม (stain) ในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium 

bromide) เป็นเวลา 2 นาที ก่อนน าไปลา้งสีออก (destain) ดว้ยน ้ ากลัน่เป็นเวลา 20 นาที แลว้น าไปดูภายใตแ้สงยวูี (UV) 
แลว้ท าการถ่ายภาพเก็บไว ้น าพลาสมิดท่ีสกดัไดไ้ปวดัความเขม้ขน้แลว้ท าการค านวณกลบัไปยงัเซลลท์ั้งหมดเพื่อค านวณ
ปริมาณดีเอน็เอแบบหยาบๆ 

 3. น าอาหารกุง้ท่ีมีลกัษณะเป็นเมด็มาบดใหเ้ป็นผงละเอียด จากนั้นน าสารละลายใสท่ีผ่านการ sonicate ดงัท่ี
ไดก้ล่าวก่อนหนา้น้ีมาผสมให้เขา้กนักบัอาหารกุง้ โดยแบ่งเป็นอาหารผสมพลาสมิดลูกผสม PAP-phMGFP, อาหารผสม 

phMGFP และอาหารผสม PBS  ท าการบีบอาหารใหเ้ป็นเมด็โดยใชก้ระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ตากอาหารให้แห้งท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 2 วนั ก่อนน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือรอการน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

  3.1 เตรียมตัวอย่างกุ้งขาว น ากุง้ขาวขนาดน ้ าหนกั 10 กรัม ท่ีไดจ้ากฟาร์มใน อ.ระโนด จ.สงขลา มาพกั
เล้ียงในถงัพลาสติกขนาด 60x85 ซม. โดยเล้ียงในน ้ าทะเลท่ีเจือจางดว้ยน ้ าจืดกระทัง่มีความเคม็เท่ากบั 10 ส่วนในพนัส่วน 
(ppt) โดยให้ออกซิเจนตลอดเวลา เป็นเวลาอย่างนอ้ย 5 วนั ทั้งน้ีเพ่ือให้กุง้ปรับสภาพแวดลอ้มใหม่ก่อนน าไปใชใ้นการ
ทดลองต่างๆ 

  3.2 ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดส น ากุง้ขาวมาเล้ียงในน ้ าทะเลท่ีเจือจางดว้ยน ้ าจืด
กระทัง่มีความเคม็เท่ากบั 10 ส่วนในพนัส่วน (ppt) โดยเล้ียงในตูก้ระจกขนาด 50x30 ซม. และใหอ้อกซิเจนตลอดเวลา ท า
การใหอ้าหารท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1 ให้กุง้กินในอตัราส่วน 0.3 กรัมอาหารต่อตวัต่อวนั เป็นเวลา 1, 3 และ 7 วนั จากนั้น
ท าการดูดเลือดกุง้แลว้ผสมลงในสารละลายบฟัเฟอร์ CAC (10mM Sodium cacodylate, 0.45M NaCl, 10mM CaCl2 
และ 0.26M MgCl2) ท่ี pH 7.0 ปริมาตร 300 ไมโครลิตรโดยใชเ้ข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร เจาะไปตรงบริเวณขาคู่ท่ี 3 
ของกุง้ จากนั้นน าไปท าให้เซลล์เม็ดเลือดแตกโดยใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Sonication) ท าคร้ังละ 5 วินาที แลว้พกั 30 

วินาที จ านวน 5 คร้ัง จากนั้นน าไปป่ันเพ่ือตกตะกอนเศษเซลล์ต่างๆท่ีความเร็ว 1,500 รอบต่อวินาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ดูดสารละลายส่วนใสท่ีไดใ้ส่หลอดใหม่ 

3.3 ท าการหาปริมาณโปรตีนจากสารละลายส่วนใสท่ีได้โดยใช้วิธี Lowry โดยน าสารละลายส่วนใสท่ีเจือ
จางดว้ยน ้ ากลัน่ ในอตัราส่วน 1 : 100 แลว้น ามาท าปฏิกิริยากบัสารละลาย A  ประกอบดว้ยสารละลาย Copper tartrate 

carbonate (0.1% (w/v) CuSO4-5H2O, 2% (w/v) NaCO3, 1% (w/v) Sodium tartrate), 5% (w/v) SDS และ 0.8 M 

NaOH ในอตัราส่วน 1 : 2 : 1 ตามล าดบั ใหป้ริมาตรรวมเท่ากบั 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้วางท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็น
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เวลา 01    นาที จากนั้นเติมสารละลาย B ซ่ึงประกอบดว้ย 2 N Folin และน ้ ากลัน่ ในอตัราส่วน 1 : 5  ลงไป 0.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้างท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ในขณะเดียวกนัท าการหาความสัมพนัธ์ของ OD กบัโปรตีนมาตรฐาน BSA   (Bovine 

serum albumin) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน  ท าการ
ค านวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลายส่วนใส ดงัสมการต่อไปน้ี 

 

ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส   =                        ค่า OD ของสารละลายส่วนใส                              x   100            

                                                                  ค่าความสมัพนัธ์ของ OD  กบัโปรตีนมาตรฐาน BSA         1000 

                                                                  =       ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) 

 ในขณะเดียวกนัท าการหากิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดสโดยน าส่วนใสปริมาตร 70 ไมโครลิตร 

มาบ่มกบัสารละลายทริปซิน (Trypsin) ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนั้นเติมดว้ยสารละลาย 

DOPA    (Dihydroxy-L-phenylalanine) แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 

(OD490) โดยการวดัค่า OD ทุกๆ 2 นาทีเป็นเวลา 30 นาที แลว้น ามาสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือหาค่าความสมัพนัธ์ของค่า OD 

ท่ีเปล่ียนแปลงไปต่อหน่วยเวลา โดยค่า OD ท่ีเปล่ียนแปลงไป 0.001 จะมีค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 1 หน่วย ค านวณ

ค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส ดงัสมการต่อไปน้ี 

กิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส   =      (ค่าความสมัพนัธ์ของ OD ต่อหน่วยเวลา)  x 100                     

                                                                            ปริมาณโปรตีนในสารละลายส่วนใส 

                                                               =   กิจกรรมของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (หน่วย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

 การศึกษาน้ีใชก้ารวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติแบบ One-Way ANOVA (F-test) โดยใชก้ารเปรียบเทียบ
ขอ้มลูตามวธีิการของ Scheffe (Byrkit, 1975) ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 
 3.4 ทดสอบการรอดชีวิตของกุ้งขาวในสภาวะแวดล้อมท่ีไม่ปกติ น ากุง้ขาวมาเล้ียงในตูข้นาด 50x30 ซม.
โดยเล้ียงในน ้ าท่ีละลายดว้ยเกลือแกง (NaCl) แทนน ้ าทะเลจริง ปรับให้ความเค็มของน ้ าเท่ากบั 10 ส่วนในพนัส่วน (ppt) 
แลว้ท าการให้อาหารท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1 แก่กุง้ตลอดการทดลอง 7 วนั บนัทึกอตัราการตาย แลว้ค านวณอตัราการรอด
ชีวติ (relative percentage survival, RPS) จากสูตรดงัน้ี 

 

                           RPS   =     1 –   เปอร์เซ็นการตายของกลุ่มตวัอยา่ง       x   100 

                                                เปอร์เซ็นการตายของกลุ่ม positive 

          (Amend, 1981 อา้งโดย Li et al., 2005) 
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                         เลีย้งในน า้ทะเลปกต ิ            เลีย้งและให้อาหารทดลอง                      ดูดเลอืดน าไปตรวจสอบ                      

       กุ้งขาว                                                                   1, 3 และ 7 วนั                                โพรฟีนอลออกซิเดส 

                        เลีย้งในน า้ละลายเกลอื (NaCl)            เลีย้งและให้อาหารทดลอง              บันทกึอตัราการรอด 

                                                                                                        7 วนั                                                                                        

รูปที ่1  แสดงแผนการทดลองทั้งหมดในคร้ังน้ี 

ผลการวจิยั  
 1. ผลของยนี PAP ต่อกจิกรรมของเอนไซม์โพรฟีนอลออกซิเดส  
  จากการศึกษาการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดสในกุง้ขาว โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น
กุง้ท่ีใหกิ้นอาหารผสมสารละลาย PBS (กลุ่ม PBS), อาหารผสมเวคเตอร์เปล่า phMGFP (กลุ่ม phMGFP) และอาหารผสม
โปรตีนลูกผสม PAP-phMGFP- (กลุ่ม PAP) ในวนัต่างๆ พบวา่ ในวนัท่ี 1 กลุ่ม PAP มีการแสดงออกของเอนไซมโ์พร
ฟีนอลออกซิเดส (64.16 + 8.73 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) สูงกวา่กลุ่ม PBS (49.62 + 6.13 หน่วยต่อนาทีต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน) และกลุ่ม phMGFP (50.09 + 5.65 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% ทั้งน้ีไม่พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่ม PBS และ phMGFP  ส่วนในวนัท่ี 3 กลุ่ม PAP มีการแสดงออก
ของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (60.33 + 8.34  หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) สูงกวา่กลุ่ม phMGFP (34.87 + 

7.06 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% แต่ทั้งน้ีไม่พบความแตกต่าง
ระหวา่งกลุ่ม PAP และกลุ่ม PBS (46.31 + 9.42 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) และระหวา่งกลุ่ม PBS และ 
phMGFP  และสุดทา้ยในวนัท่ี 7 กลุ่ม PAP มีการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (35.39 + 3.90 หน่วยต่อ
นาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) สูงกวา่กลุ่ม phMGFP (25.03 + 1.27 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน) อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% แต่ทั้งน้ีไม่พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่ม PAP กบักลุ่ม PBS (31.53 + 3.46 หน่วยต่อนาที
ต่อมิลลิกรัมโปรตีน) และระหวา่งกลุ่ม PBS กบั phMGFP 

 

รูปที ่2 แสดงผลการแสดงออกของเอนไซมโ์พรฟีนอลออกซิเดส (proPO) ของแต่ละกลุ่มการทดลองในวนัต่างๆ (n=5) 

PBS

phMGFP

PAP

Day1 Day3 Day7 
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 2. ผลของยนี PAP ต่อการรอดชีวติของกุ้งขาวในสภาวะเครียด 

  ภายในระยะเวลา 7 วนั กุง้ขาวท่ีเล้ียงไวใ้นน ้ าท่ีละลายดว้ยเกลือแกงท่ีความเค็ม 10 ส่วนในพนัส่วน (ppt)  
พร้อมทั้งใหอ้าหารในกลุ่มต่างๆตลอดการทดลอง (ppt) มีอตัราการรอดชีวิตในแต่ละกลุ่มการทดลองแตกต่างกนั โดยกลุ่ม
ท่ีให้กินอาหารผสมสารละลาย PBS (กลุ่ม positive)ให้อตัราการรอด 0 เปอร์เซ็นต์, กลุ่มท่ีให้กินอาหารผสมเวคเตอร์ 
phMGFP  ท่ีความเขม้ขน้ 50, 100 และ 150 ไมโครกรัมต่อตวัต่อวนั ให้อตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 28.57%, 28.57% 

และ 47.62%  ตามล าดบั และกลุ่มท่ีใหกิ้นอาหารผสมดีเอ็นเอลูกผสม PAP-phMGFP ท่ีความเขม้ขน้ 50, 100 และ 150 

ไมโครกรัมต่อตวัต่อวนั ใหอ้ตัราการรอดชีวติเท่ากบั 28.57%,  57.14%  และ  66.67 % ตามล าดบั 

 

รูปที ่3  แสดงอตัราการตายของกุง้ขาวในแต่ละวนัเป็นเวลา 7 วนั (3N, N = 7) 

อภิปรายผลการวจิยั 

 จากการทดลองพบวา่ PAP สามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัแบบโพรฟีนอลออกซิเดสได ้โดยเฉพาะในวนัท่ี 1 และ 
3 ซ่ึงกลุ่มกุง้ท่ีไดรั้บยนี PAP จะมีการแสดงออกของโพรฟีนอลออกซิเดสค่อนขา้งสูง อีกทั้งยงัแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบั
กลุ่มท่ีไดรั้บเวกเตอร์เปล่า phMGFP ในวนัท่ี 1, 3 และ 7  และการแสดงออกของโพรฟีนอลออกซิเดสมีแนวโนม้ลดลงใน
วนัท่ี 7 ในทุกกลุ่มการทดลอง ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่กุง้อาจเกิดความเครียดจากปัจจยัต่างๆ เช่น คุณภาพของน ้ าท่ีเร่ิมเสียจาก
การตายจากกุ้งบางตัว หรือจากเศษอาหารท่ีตกค้างจากการกินของกุ้ง ของเสียจากกุ้ง รวมถึงระยะเวลาท่ีกุ้งอยู่ใน
สภาพแวดลอ้มดงักล่าว โดยมีหลายรายงานท่ีระบุถึงปัจจยัทางกายภาพท่ีมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของภูมิคุม้กนัของส่ิงมีชีวติ 
โดย Verghese  และคณะ (2007) รายงานว่าสภาวะแวดลอ้มแบบสุดขั้ว (extreme environmental) มีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงในระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ spiny lobster (Panulirus homarus) เพ่ือเตรียมพร้อมต่อการบุกรุกของเช้ือโรค 

และจากงานวิจัยของ Li และคณะ (2010) ท่ีกล่าวว่า ความเครียดของกุ้งขาวท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย Vibrio 

alginolyticus และความเค็มของน ้ าท่ีต  ่ากว่าปกติ ลว้นมีผลให้ความตา้นทานในกุง้ลดลง รวมทั้งผลการศึกษาของ Yue 

และคณะ (2010) ท่ีพบว่าปริมาณแอมโมเนียท่ีเพ่ิมสูงข้ึนจากปกติมีผลให้ความต้านทานในปู swimming crab 

(Portunus trituberculatus) ลดลงอยา่งมาก 

PBS

50phMgfp

100phMgfp

150phMgfp

50PAP

100PAP

150PAP
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 ในการทดลองต่อมาเราไดจ้ าลองสภาวะน ้ าท่ีละลายดว้ยเกลือแกง (NaCl) มาใชเ้ล้ียงกุง้ขาวแทนน ้ าทะเลจริง
ท่ีมีองค์ประกอบของธาตุชนิดต่างๆ มากมาย รวมทั้งมีแพลงก์ตอนทั้งพืชและสัตวอี์กดว้ย ซ่ึงเป็นสภาวะแวดลอ้มปกติ
ส าหรับการด ารงชีพของสัตวท์ะเลทัว่ไปรวมทั้งกุง้ขาวดว้ย ซ่ึงแตกต่างจากน ้ าท่ีละลายดว้ยเกลือแกง ซ่ึงสูญเสียธาตุชนิด
ต่างๆไป โดยสามารถแบ่งแร่ธาตุท่ีจ าเป็นส าหรับกุง้ขาวไดเ้ป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่  macro mineral เป็นธาตุหลกัชนิดท่ีสัตวน์ ้ า
ตอ้งการในปริมาณมากเช่น แคลเซียม (Ca), คลอรีน (Cl), แมกนีเซียม (Mg), ฟอสฟอรัส (P), โปตสัเซียม (K) และโซเดียม 
(Na) อีกชนิดหน่ึงคือ micro mineral  หรือธาตุรองไดแ้ก่ ทองแดง (Cu), เหล็ก (Fe), สังกะสี (Zn) และซิลีเนียม (Se) ซ่ึง
เป็นแร่ธาตุท่ีสัตวน์ ้ าตอ้งการในปริมาณน้อย ซ่ึงทั้งธาตุหลกัและรองต่างก็มีความส าคญัต่อการด ารงชีวิตของกุง้ การสร้าง
เปลือก การเจริญเติบโต รวมทั้งพฒันาระบบสืบพนัธ์ุ  (บุญรัตน์, 2550)  จึงกล่าวไดว้่าการเล้ียงกุง้ขาวในสภาพท่ีมีเพียง 
NaCl นั้นเป็นสภาพแวดลอ้มท่ีไม่ปกติส าหรับกุง้ ส่งผลให้กุง้เกิดความเครียดได ้และไม่สามารถด ารงชีวิตไดอ้ยา่งปกติ ซ่ึง
จากผลการทดลองท่ีไดน้ี้ก็ยืนยนัไดว้่า กุง้ขาวท่ีอยู่ในภาวะท่ีไม่ถูกกระตุน้และถูกกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดยยีน PAP นั้น มี
ความสามารถในการด ารงชีวติในสภาวะแวดลอ้มของน ้ าท่ีไม่ใช่น ้ าทะเลแตกต่างกนั โดยกุง้ขาวในกลุ่มท่ีให้กินอาหารผสม
สารละลาย PBS จะเป็นกุง้ท่ีอยูใ่นภาวะท่ีภูมิคุม้กนัไม่ถูกกระตุน้ ส่งผลใหกุ้ง้มีอตัราการรอดชีวิตเป็น 0 เปอร์เซ็นต ์ในขณะ
ท่ีกุง้ขาวในกลุ่มท่ีใหกิ้นอาหารผสมเวคเตอร์ phMGFP และพลาสมิดลูกผสม PAP-phMGFP ต่างให้อตัราการรอดชีวิตใน
ทั้งสองกลุ่มท่ีเป็นบวกและแตกต่างกนัไป ซ่ึงบ่งบอกวา่กุง้ขาวทั้งสองกลุ่มอยูใ่นสภาวะท่ีถูกกระตุน้ภูมิคุม้กนัมากกวา่ปกติ 
ทั้งน้ีเราทราบวา่ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียนั้นมี lipopolysaccharide ซ่ึงสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัได ้(Deachamag et al., 

2006) โดยการทดลองคร้ังน้ีเราใหกุ้ง้กินอาหารท่ีผสมสารละลายส่วนใสท่ีมีทั้งยนี PAP รวมถึงแบคทีเรียท่ีเป็นเซลลเ์จา้บา้น 
(host cell) เป็นผลให้กุง้ขาวในกลุ่มท่ีกินอาหารผสมเวคเตอร์ phMGFP ท่ีความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรัมต่อตวัต่อวนั ซ่ึง
มากท่ีสุดในกลุ่มท่ีกินอาหารผสมเวคเตอร์ phMGFP นั้นไดรั้บสารกระตุน้ มากท่ีสุดดว้ยเช่นกนั ส่งผลให้กุง้ขาวในกลุ่มน้ีมี
อตัราการรอดชีวติสูงท่ีสุดเม่ือเทียบภายในกลุ่มท่ีกินอาหารผสมเวคเตอร์ phMGFP ท่ีความเขม้ขน้ 50 และ 100 ไมโครกรัม
ต่อตวัต่อวนั แต่ทั้งน้ียงัใหอ้ตัราการรอดชีวิตท่ีนอ้ยกวา่กุง้ขาวในกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารผสมพลาสมิดลูกผสม PAP-phMGFP 
ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 150 ไมโครกรัมต่อตวัต่อวนั อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แสดงให้เห็นวา่ยีน PAP มีบทบาทใน
กระบวนการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกุง้ใหมี้ความตา้นทานต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีผิดปกติได ้  
 

ข้อเสนอแนะ 

 1. ในการทดสอบความเครียดท่ีมีต่อกุง้นั้น ควรมีความหลากหลายของปัจจยั รวมทั้งระยะเวลาท่ีควรเพ่ิมให้
นานกวา่ 7 วนั เพ่ือดูความคงท่ีของการตา้นทานต่อความเครียดของกุง้ขาว 

 2. ควรศึกษาผลของ PAP ต่อระบบภูมิคุ ้มกันแบบอ่ืนๆ ด้วย โดยเฉพาะกระบวนการฟาโกไซโทซิส 
(Phagocytosis) ท่ีมีความเก่ียวขอ้งโดยตรงกบัยนีดงักล่าว 

 3. เม่ือแน่ใจแลว้วา่ยนี PAP มีผลต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ขาว ก็ควรน าไปสู่การทดสอบดว้ยเช้ือก่อโรค
ชนิดต่างๆ ท่ีก่อโรคในกุง้ขาวดว้ย โดยเฉพาะไวรัสตวัแดงดวงขาว ท่ีเป็นสาเหตุของโรคตวัแดงดวงขาว ซ่ึงสร้างความ
เสียหายอยา่งมากและรวดเร็วต่อฟาร์มเล้ียงกุง้ 
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