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บทนํา 

ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

กุง้ขาวแวนนาไม (ชืÉอวิทยาศาสตร์ : Litopenaeus vannamei , Boone 1993) เป็นกุง้ประจาํ

ถิÉนของทวีปอเมริกา พบแพร่กระจายในบริเวณมหาสมุทรแปซิฟิก เป็นกุง้ทีÉอยูใ่นความตอ้งการของ

ตลาดโลก ทาํใหมี้การเพาะเลีÊยงอยา่งแพร่หลาย ส่งผลใหเ้ป็นสตัวเ์ศรษฐกิจทีÉสาํคญัในหลาย

ประเทศไม่เวน้แมแ้ต่ประเทศไทย โดยกุง้ขาวแวนนาไมถกูนาํมาเลีÊยงในทวีปเอเชียครัÊ งแรกในปี 

พ.ศ.2539 ทีÉประเทศไตห้วนั และเริÉมแพร่ขยายการเพาะเลีÊยงไปในหลายๆประเทศของทวีปเอเชีย 

(ประจวบ หลาํอุบล,  2537) แต่ปัจจุบนัจากสถานการณ์สินคา้กุง้ทะเลและผลิตภณัฑ ์ปี 2555 มีการ

ลดผลผลิตจากการเพาะเลีÊยงกุง้ขาวแวนนาไม ทาํใหร้าคากุง้ปรับตวัสูงขึÊน ส่งผลต่อราคากุง้ในปี 

2556 เนืÉองจากการเกิดปัญหาการระบาดของโรคตายด่วน (Early Mortality Syndrome , EMS) ในกุง้

ขาวแวนนาไมบริเวณพืÊนทีÉเลีÊยงภาคตะวนัออก และบางส่วนของภาคใต ้ (ณาตยา ศรีจนัทึก, 2555)  

ปัจจุบนัการเลีÊยงกุง้ขาว ยงัคงประสบปัญหาการระบาดโรคอยา่งต่อเนืÉอง ทาํใหเ้กิดการ

สูญเสียผลผลิต และไดผ้ลตอบแทนทีÉไม่คุม้ค่ากบัการลงทุน โรคระบาดจากโรคติดเชืÊอชนิดต่างๆ 

เช่น โรคทีÉเกิดจากไวรัส ไดแ้ก่ โรคทอราซินโดรม (Taura Syndrome Virus, TSV) โรคตวัแดงดวง

ขาว (White Spot Disease, WSD) และโรคทีÉเกิดจากเชืÊอแบคทีเรีย ไดแ้ก่ โรคขีÊขาว (White feces 

syndrome) โรคตายด่วน (Early Mortality Syndrome, EMS) และในบางครัÊ งตายแบบไม่ทราบ

สาเหตุหรือคุณภาพนํÊ า ทาํใหเ้กษตรกรแกปั้ญหาดว้ยการใชย้าปฏิชีวนะและสารเคมีต่างๆ เกิดปัญหา

สารตกคา้ง ทัÊงในตวัสตัวน์ํÊ าและสิÉงแวดลอ้ม ส่งผลใหเ้กิดการดืÊอยาต่อเชืÊอทีÉก่อโรคซึÉงจะยากต่อการ

ควบคุมรักษา และการใหว้คัซีนในกุง้พบว่า ยงัไม่มีความเป็นไปได ้เพราะกุง้มีระบบภูมิคุม้กนัทีÉไม่

จาํเพาะเจาะจง 

ในปัจจุบนัจึงมีการหนัมาสนใจเกีÉยวกบัการใชส้ารเสริมสุขภาพ หรือสารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัในสตัวน์ํÊ า ซึÉงสารเหล่านีÊ จะเขา้มามีบทบาทในการกระตุน้การทาํงานทัÊงระบบภูมิคุม้กนัทีÉ

อาศยัเซลล ์และระบบภูมิคุม้กนัแบบสารนํÊ าใหกุ้ง้พร้อมทีÉจะรับมือกบัเชืÊอโรค และสิÉงแปลกปลอม 

(Rowley et al., 2007; Smith et al., 2003) ไดใ้นขณะทีÉเลีÊยงในบ่อกุง้ จึงมีการศึกษาคน้ควา้แนวทาง

การกระตุน้ภูมิคุม้กนั ดว้ยการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัหลากหลายอยา่ง เช่น เบตา้กลแูคน(β-glucan) 

ไลโปโพลีแซคคาไรด ์(lipopolysaccharide : LPS) และเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan : PG) เป็น

ตน้ (ปริยดานุ์ จารุคม และคณะ, 2553) มีผลในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะ และเพิÉมความ

ตา้นทานในการติดเชืÊอโรคได ้ระบบภูมิคุม้กนัของกุง้เป็นระบบภูมิคุม้กนัทีÉมีมาแต่กาํเนิด(innate 
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immunity) แบบไม่จาํเพาะเจาะจง(non-specific immunity) ซึÉงพารามิเตอร์ทางภูมิคุม้กนัทีÉสามารถ

นาํมาใชใ้นการเป็นตวับ่งชีÊระดบัของสุขภาพกุง้ ไดแ้ก่ ภูมิคุม้กนัแบบสารนํÊ า(humoral immune 

system) เช่น เอนไซมไ์ลโซไซม,์ เอนไซมฟี์นอลออกซิเดส, antimicrobial peptides(AMPs) และ

ภูมิคุม้กนัแบบเซลล(์cellular immune system) เช่น granulocyte, hyalinocyte, semi-granulocyte 

โดยการศึกษาในปัจจุบนัสนใจเกีÉยวกบั AMPs หรือ เปปไทดต์า้นจุลชีพ เนืÉองจากจะออกฤทธิÍ ใน

ช่วงกวา้ง และมีกลไกการทาํงานคลา้ยกบัยาปฏิชีวนะแต่ไม่ไดมี้การตกคา้งในตวัสตัวน์ํÊ า เปปไทด์

ตา้นจุลชีพทีÉพบในกุง้ ไดแ้ก่ ครัสติน (crustin) ไลโซไซม ์(lysozyme) แอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรด ์

แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factor, ALF) และพีเนียดิน (penaeidin, PEN) เป็นตน้ (นพวรรณ 

วรมงคลชยั, 2553) 

                          ในการศึกษาครัÊ งนีÊ มีวตัถุประสงคที์Éจะศึกษาเปปไทดต์า้นจุลชีพชนิดครัสติน (crustin) 

พีเนียดิน (PEN) และแอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรด ์แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factor, ALF)  

ในเมด็เลือดของกุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมเบตา้กลแูคน เซลลย์สีต ์และจุลินทรียโ์ปรไบโอติกจากนํÊ า

หมกัชนิดต่าง ๆ ดว้ยเทคนิค quantitative real-time PCR ขอ้มลูทีÉไดจ้ากการศึกษาสามารถนาํไป

ประยกุตใ์ชใ้นการเลีÊยงกุง้ได ้

  

วตัถุประสงค์ของการวิจยั 

เพืÉอศึกษาประสิทธิภาพของเบตา้กลแูคน ยสีตเ์ซลล ์(whole cell yeast) และ โปรไบโอติก 

จากนํÊ าหมกัชนิดต่าง ๆ ทีÉผสมอาหารใหกุ้ง้กิน โดยติดตามการแสดงออกของเปปไทดต์า้นจุลชีพ 

(antimicrobial peptides)  

ขอบเขตของการวจิยั 

ศึกษาการแสดงออกของเปปไทด ์ประกอบดว้ย ś กลุ่ม หลกั ๆ ไดแ้ก่ anti-

lipopolysaccharide factors (ALFs), ครัสติน (crustins) และ พีนาอิดิน (penaedins) ในกุง้ขาวทีÉ

ตอบสนองออกมา ภายหลงัการไดรั้บเบตา้กลแูคน ยสีตเ์ซลล ์(whole cell yeast) และจุลินทรียโ์ปร

ไบโอติก จากนํÊ าหมกัชนิดต่าง ๆโดยใชเ้ทคนิค quantitative real –time PCR 
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ทฤษฎ ีสมมุตฐิาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคดิของโครงการวิจยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลติภัณฑ์ต่าง ๆ ทีÉเกษตรกรเลอืกใช้  ได้แก่: 

- โปรไบโอติกจากนํÊ าหมกั ทีÉมีส่วนผสมของแบคทีเรียทีÉมี

ประโยชน์ ชนิดต่าง ๆ เช่น Bacillus sp., Micrococcus sp. 

- สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เช่น ผลิตภณัฑจ์ากยสีต ์เบตา้กลแูคน  

แนวคดิในงานวจิยั: 

 ř. โปรไบโอติกชนิดใด ทีÉมีประสิทธิภาพในการสนบัสนุนใหกุ้ง้ขาว มีการหลั Éง 

ของ antimicrobial peptide ชนิดต่าง ๆ ไดดี้ทีÉสุด ทัÊงในสภาวะปกติ และสภาวะของการ

ติดโรค 

 2. สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั  หรือผลผลิตทีÉมาจากยสีต ์ชนิดใดทีÉมีประสิทธิภาพใน

การสนบัสนุนใหกุ้ง้ขาว มีการการหลั Éง ของ antimicrobial peptide ชนิดต่าง ๆ ไดดี้ทีÉสุด 

ทัÊงกุง้ในสภาวะปกติ และสภาวะของการติดโรค 

การประยุกต์ใช้งานวจิยั: 

 ř.  เป็นการทดสอบ และยนืยนั การใชโ้ปรไบโอติก หรือเชืÊอทีÉมีประโยชน์ ทีÉมี

ประสิทธิภาพจริง ๆ ในการนาํมาใชใ้นกุง้ขาว เพืÉอ เพิÉมประสิทธิภาพในการป้องกนัเชืÊอก่อโรค 

 Ś.  เกษตรกรผูเ้ลีÊยงกุง้ มีความรู้ และมั Éนใจในผลิตภณัฑ ์ทีÉเลือกใช ้โดยไม่สูญเปล่า ต่อ

การลงทุนในการใช ้โปรไบโอติก สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ  
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ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับจากการวจิยั 

1.  ด้านเศรษฐกจิ:  

 -  เกษตรกรผูเ้ลีÊยงกุง้ ไดค้วามรู้ และทราบถึงชนิดของโปรไบโอติก สารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัทีÉดี ทีÉมีประสิทธิภาพ ส่งผลใหส้ามารถเลือกใชผ้ลิตภณ์ัเหล่านีÊ  ไดอ้ยา่งมั Éนใจว่า สิÉงทีÉเลือก

นีÊ  มีผลต่อการส่งเสริมสุขภาพในกุง้ และลดการสูญเสียอนัเนืÉองมาจากโรคติดเชืÊอได ้

 2.   ด้านวชิาการ:  

 -  นกัวิจยัไดรั้บขอ้มลูใหม่ ๆ จากงานวิจยันีÊ  และอาจนาํไปศึกษาต่อยอดได ้

-  ผูท้าํวิจยัไดรั้บความรู้ และประสบการณ์เพิÉมขึÊน ซึÉงมีผลต่อการถ่ายทอดประสบการณ์ 

และความรู้ทีÉไดจ้ากงานวิจยันีÊ  ใหแ้ก่นิสิตในคณะ ทีÉจะจบออกไปทาํงานทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการเพาะเลีÊยง

สตัวน์ํÊ า ซึÉงก็เป็นการถ่ายทอดความรู้นีÊ  ไปสู่เกษตรกรอีกช่องทางหนึÉง 
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การทบทวนวรรณกรรม 

ř. ภูมคิุ้มกนักุ้ง และบทบาทของสารกระตุ้นภูมคิุ้มกนัทีÉมต่ีอกุ้งทะเล 

ระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ เป็นระบบภูมิคุม้กนัทีÉมีมาแต่กาํเนิด (innate immunity) เป็นระบบทีÉ

ไม่สามารถจดจาํความแตกต่างของสิÉงแปลกปลอมหรือจุลชีพต่าง ๆ ไดอ้ยา่งจาํเพาะเจาะจง  และไม่

มีการสร้างแอนติบอดีทีÉมีความจาํเพาะต่อสิÉงแปลกปลอม  ระบบภูมิคุม้กนัของกุง้มี Ś ระบบ คือ 

ระบบภูมิคุม้กนัแบบทีÉมีการตอบสนองโดยเซลล ์(cellular immune response) ซึÉงเป็นการทาํงานของ

เซลลเ์มด็เลือด เช่น  กระบวนการฟาโกไซโทซีส (phagocytosis activity) การผลิตซุปเปอร์ออกไซด์

แอนไอออน (superoxide anion activity) กระบวนการห่อหุม้สิÉงแปลกปลอมทีÉมีขนาดใหญ่ 

(encapsulation) กระบวนการเกิดจุดสีดาํทีÉเปลือก (melanisation) ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบโปรฟีนอล

ออกซิเดส (prophenoloxidase cascade, proPO)  กระบวนการกาํจดัสารพิษออกจากเซลล ์(cytotoxic 

reactions) และแบบทีÉมีการตอบสนองโดยการหลั ÉงสารนํÊ า (humoral immune response) ทีÉเป็นการ

ทาํงานของโปรตีนต่าง ๆ ทีÉอยูใ่นนํÊ าเลือด เช่น แอคกลติูนิน (agglutinin) สารคลา้ยไซโตไคน ์

(cytokine like factors) โมดูเลเตอร์ (modulators)  สารทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการแข็งตวัของเลือด (clotting 

proteins) และสารนํÊ าทีÉเป็นผลิตภณัฑจ์ากระบบโปรฟีนอลออกซิเดส ซึÉงอยูใ่นเซลลเ์มด็เลือด สาร

ออกฤทธิÍ ตา้นจุลชีพ (antimicrobial peptide, AMPs) โดยทัÊง Ś ระบบนีÊจะมีการทาํงานร่วมกนั เพืÉอ

ทาํหนา้ทีÉป้องกนัและทาํลายเชืÊอโรคหรือสิÉงแปลกปลอมทีÉเขา้สู่ตวักุง้ (Soderhall and Cerenius, 

1992) 

การทาํงานของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั คือส่งเสริมการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัทีÉมีมา

แต่กาํเนิด ทีÉรวมทัÊงภูมิคุม้กนัแบบเซลล ์และภูมิคุม้กนัโดยการหลั ÉงสารนํÊ า ซึÉงการกระตุน้จะเกิด

ในช่วงระยะเวลาหนึÉง ๆ ทาํใหเ้กิดการเปลีÉยนแปลงของเซลลห์รือสารในระบบภูมิคุม้กนัไปในทาง

ทีÉเพิÉมขึÊน (immune-compromise) โดยมีผลต่อการเพิÉมการป้องกนัโรค และลดปัจจยัทีÉมีผลต่อการ 

กดภูมิคุม้กนั (immunosuppression) ในระหว่างการเลีÊยง (Sakai, 1999) 

เมืÉอมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั กจ็ะเกิดกลไกการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในกุง้ โดยเริÉม

จากการจบักนัระหว่าง Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) ผา่นตวัรับ Pattern 

Recognition Proteins (PRPs) หรือ Pattern Recognition Receptors (PRRs) ทีÉอยูบ่นผนงัเซลลเ์มด็

เลือดกุง้ ทาํใหร้ะบบภูมิคุม้กนัสามารถจาํแนกไดว้่าสิÉงแปลกปลอมนีÊอาจเป็นอนัตราย (danger 

signal) จากนัÊนโมเลกุลหรือโปรตีนต่าง ๆ ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการส่งสญัญาณ (signal molecules) จะถกู

กระตุน้ใหท้าํงาน  เซลลเ์มด็เลือดทีÉอยู่ในระบบเลือดจะเคลืÉอนทีÉเขา้มาในบริเวณทีÉมีการรุกรานของ

สิÉงแปลกปลอม โดยปฏิกิริยา chemotaxis  ต่อมาจะเกิดกระบวนการกาํจดั หรือทาํลายสิÉง
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แปลกปลอมออกนอกร่างกาย โดยทาํงานร่วมกนัของระบบภูมิคุม้กนัโดยเซลลเ์มด็เลือด และสารทีÉ

อยูใ่นนํÊ าเลือด (Wang and Wang 2013) เมืÉอมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัอยา่งต่อเนืÉอง กุง้ก็จะมีการ

กระตุน้ใหเ้กิดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัอยา่งต่อเนืÉองเช่นกนั 

 

Ś. สารกระตุ้นภูมคิุ้มกนัทีÉใช้ในการเพาะเลีÊยงกุ้งทะเล 

สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั คือ ยา สิÉงมีชีวิต สารเคมี หรือสารประกอบใด ๆ ก็ตาม ทีÉมีผลต่อ

กลไกการตอบสนองของ ระบบภูมิคุม้กนัในสตัว ์(Anderson, 1992) วตัถุประสงคข์องการใชส้าร

กระตุน้ภูมิคุม้กนัคือส่งเสริมประสิทธิภาพการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั รักษาระดบั และเพิÉม

ระยะเวลาการทาํงานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั รวมทัÊงลดผลกระทบของการกดภูมิคุม้กนั ทีÉมี

สาเหตุมาจากความเครียดในระหว่างเลีÊยง (Barman et al., 2013) การทีÉสตัวน์ํÊ ามีความแข็งแรงและมี

ภูมิคุม้กนัโรคสูง จะช่วยลดความเสีÉยงของการสูญเสียอนัเนืÉองมาจากโรคระบาดในช่วงเวลานัÊนได ้

มีงานวิจยัทัÊงในและต่างประเทศ ทีÉรายงานถึงความสาํเร็จของการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในสตัว์

เพืÉอควบคุมโรค สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีÉมีการทดลองในกุง้มีหลายประเภทซึÉงส่วนใหญ่ไดม้าจาก

สารประกอบจากสิÉงมีชีวิต (biological substances) ดงัต่อไปนีÊ  

1) สารประกอบหรืออนุพนัธที์Éไดจ้ากแบคทีเรีย (bacterial derivatives) นกัวิจยัไดมี้การนาํ

สารประกอบจากแบคทีเรีย ทัÊงแกรมบวกและแกรมลบ มาใชเ้ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เพืÉอใชใ้น

การป้องกนัและควบคุมโรคในกุง้ สารประกอบหรืออนุพนัธจ์ากแบคทีเรียสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนั

กุง้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เนืÉองจากมีโมเลกุลของโปรตีนตวัรับ PRRs หรือ PRPs ทีÉมีชืÉอว่า 

lipopolysaccharide binding proteins (LGBPs) และ peptidoglycan recognition protein (PGRPs) อยู่

บนผนงัเซลลข์องเมด็เลือดกุง้ (Tassanakajonet al., 2013) ปัจจุบนัมีการเตรียมเชืÊอแบคทีเรีย เพืÉอใช้

เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัหลากหลายรูปแบบ เช่น แบคเทอรินทีÉผลิตมาจากเซลลแ์บคทีเรีย และสาร

สกดัทีÉไดจ้ากผนงัเซลลข์องแบคทีเรียทัÊงแกรมบวกและแกรมลบ รวมทัÊงแบคทีเรียทีÉมีประโยชน์ทีÉ

ไดจ้ากกระบวนการหมกั (probiotic bacteria) 

- Bacterin คือแบคทีเรียทีÉมีชีวติ แต่ทาํใหอ่้อนกาํลงัลง (attenuated bacterin) หรือแบคทีเรีย

ทีÉทาํใหต้าย (killed bacterin) แบคเทอรินส่วนใหญ่ทีÉใชก้ระตุน้ภูมิคุม้กนักุง้ นิยมเตรียมมาจากเชืÊอ

แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ (Vibrio sp.) ซึÉงมีรายงานว่าใหผ้ลดีในระดบัหอ้งปฏิบติัการ เช่น งานวจิยัของ  

Pais et al. (2008) พบว่าแบคเทอรินทีÉเตรียมจากเชืÊอ Vibrio harveyi สามารถเพิÉมระดบัภูมิคุม้กนัใน

เลือดกุง้กุลาดาํได ้นอกจากนีÊกุง้ขาวและกุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บแบคเทอรินทีÉเตรียมจากเชืÊอ 
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V.alginolyticus มีกิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดสและกิจกรรมการตา้นเชืÊอเพิÉมขึÊน (Powell et 

al., 2011) 

- ไลโปโพลีแซคคาไรด ์(polysaccharide, LPS)   คือส่วนประกอบของผนงัเซลลแ์บคทีเรีย

แกรมลบ จากงานวิจยัพบว่า LPS สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะในกุง้ได ้โดยผา่น

การทาํงานของระบบโปรฟีนอลออกซิเดส  (Sritunyalucksana et al., 1999) Xian et al. (2009) 

รายงานว่าปริมาณเมด็เลือดชนิดเซมิแกรนูลาร์ และแกรนูลาร์ของกุง้ขาวลดลง ภายหลงัการไดรั้บ 

LPS ซึÉงเป็นผลมาจากการดีแกรนูเลชนัของเมด็เลือด ทาํใหเ้กิดการทาํงานของระบบโปรฟีนอลออก

ซิเดสในเวลาต่อมา  

- เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan, PG) คือส่วนประกอบของผนงัเซลลแ์บคทีเรียแกรม

บวก ทีÉสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัไดแ้บบไม่จาํเพาะของกุง้ได ้เช่น กุง้ Marsupenaeus japonicas ทีÉ

ไดรั้บ PG ทีÉสกดัไดจ้าก Bifidobacterium thermophilum ผสมอาหาร มีการแสดงออกของยนี serine 

protenase ในเมด็เลือดเพิÉมขึÊน (Rattnachai et al., 2005) สาํหรับในประเทศไทย มีการทดลองใช้

แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp.  เพืÉอเป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนักนัอยา่งแพร่หลาย จากงานวิจยัของ   

นิตยา ยิ Êมเจริญ และคณะ (ŚŝŜš) พบว่าแบคทีเรียแกรมบวกชนิดนีÊ มีผนงัเซลลที์Éทาํหนา้ทีÉในการ

กระตุน้ภูมิคุม้กนักุง้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

2) สารประกอบหรืออนุพนัธที์Éไดจ้ากยสีต ์(yeast derivatives) จากการคน้พบโมเลกุลของ

โปรตีนตวัรับ (PRRs หรือ PRPs) ทีÉมีชืÉอว่าβ-glucan binding proteins (βGBPs) ทีÉอยูบ่นผนงัเซลล์

ของเมด็เลือดกุง้ (Soderhall and Cerenius., 1992) จึงมีการทดลองใชย้สีตเ์ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั

มากขึÊน นกัวิทยาศาสตร์ทัÊงในและต่างประเทศประสบผลสาํเร็จในการใชเ้บตา้กลแูคนบริสุทธิÍ ทีÉ

สกดัจากผนงัเซลลย์สีต ์และการใชย้สีตท์ัÊงเซลลเ์ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เช่น  กุง้ขาวทีÉไดรั้บเบตา้

กลแูคนสกดัจากผนงัเซลลย์สีต ์Saccharomycese cerevisiae ผสมอาหาร มีภูมิคุม้กนัและ

ความสามารถในการตา้นทานเชืÊอ V. harveyi และ ไวรัสตวัแดงดวงขาว (White Spot Syndrome 

Virus, WSSV) เพิÉมขึÊน (Bai et al., 2014) นอกจากนีÊกุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บ yeast cell suspension จาก

ยสีตท์ะเล Candida aquaetextoris S527 ผสมอาหารพบว่ามีการแสดงออกของเพปไทดต์า้นจุลชีพ

เพิÉมขึÊน (Babu et al., 2013) 

3) สารทีÉมีคุณค่าทางโภชนาการ (nutritional factors) สารเสริมอาหารทีÉมีส่วนช่วยในการ

กระตุน้ภูมิคุม้กนั และมีการใชใ้นอุตสาหกรรมกุง้ ไดแ้ก่ วติามินซี, วิตามินอี, แอสตาแซนทิน, กรด

ไขมนั และกรดอะมิโน 
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- วิตามิน (vitamins) เป็นสารอาหารทีÉจาํเป็นต่อสตัวน์ํÊ า เป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ 

(antioxidant) ส่งเสริมการเจริญเติบโต และกระตุน้ภูมิคุม้กนั มีรายงานการใช ้วิตามินซี (Lee and 

Shiau, 2002a) และวิตามินอี (Lee and Shiau, 2004) ในกุง้ โดยมีผลต่อการทาํงานของ interferon 

และส่งเสริมให้เกิดปฏิกิริยา chemotaxis ของเมด็เลือดซึÉงจะส่งผลต่อการเพิÉมกิจกรรมของ  

เอนไซมฟี์นอลออกซิเดส ซูเปอร์ออกไซด ์ดิสมิวเทส (Superoxide dismutase activity,SOD) ในกุง้

ขาวและกุง้กุลาดาํดว้ย (Qiao et al., 2011) 

- แอสตาแซนทิน (astaxantin) เป็นสารสีชนิดหนึÉงในกลุ่มแคโรทีนอยด ์(carotenoid 

pigments)ทาํหนา้ทีÉป้องกนัเนืÊอเยืÉอในร่างกายสตัวไ์ม่ใหถ้กูทาํลายเนืÉองจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั จาก

หนา้ทีÉดงักล่าวจึงมีผลต่อการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัในสตัวน์ํÊ าดว้ย กุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บแอสตา

แซนทินจากยสีต ์Phaffia rhodozyma (นนทวิทย ์อารียช์น และคณะ, ŚŝŜš) และ Dunaliella sp. 

(Supamattaya  et al., 2005) โดยการผสมอาหาร มีผลทาํใหกุ้ง้มีอตัรารอด และความตา้นทานต่อเชืÊอ

เพิÉมขึÊน 

- กรดอะมิโน (amino acids) เป็นองคป์ระกอบทีÉสาํคญัของโปรตีน เป็นสารตัÊงตน้ของ

ปฏิกิริยาต่าง ๆ ทางชีววิทยาของสิÉงมีชีวิต การไดรั้บกรดอะมิโนทีÉเหมาะสมและเพียงพอ จะช่วย

รักษาความสมดุลทางสรีรวิทยาของร่างกายได ้จากงานวิจยั กุง้ขาวทีÉไดรั้บกรดอะมิโนชนิดโปรลีน 

(proline) (Xie et al., 2012) ไลซีน (lysine) (Xie et al., 2015) และทรีโอนิน (threonine) (Zhou et al., 

2013) ดว้ยการผสมอาหาร พบว่ามีการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัเพิÉมขึÊน  

- แร่ธาตุ (minerals) ทาํหนา้ทีÉเป็นโคเอนไซมใ์นปฏิกิริยาต่าง ๆ ของสิÉงมีชีวิต ในการเลีÊยง

กุง้จะมีการเสริมแร่ธาตุในอาหาร ซึÉงนอกเหนือจากการเพิÉมการเจริญเติบโตแลว้ กย็งัมีรายงานว่ามี

ผลต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัอีกดว้ย กุง้ทีÉกินอาหารผสมซิงก ์(zinc) (Shiau and Jiang, 2006) 

และคอปเปอร์ (copper) (Lee and Shiau, 2002b) มีปริมาณเมด็เลือดรวม และการผลิตซุปเปอร์

ออกไซดแ์อนไอออนเพิÉมขึÊนเมืÉอเปรียบเทียบกบักลุ่มทีÉไม่มีการเสริมแร่ธาตุ 

4) โพลีแซคคาไรด ์(polysaccharides) คือคาร์โบไฮเดรตทีÉประกอบกนัเป็นสายยาว 

นกัวิทยาศาสตร์ไดร้ายงานถึงความสาํเร็จในการใชโ้พลีแซคคาไรด ์เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั โดย

จะเขา้จบักบัโมเลกุลของโปรตีนตวัรับ ทีÉมีชืÉอว่า lectin receptor ทีÉอยูบ่นผนงัเซลลข์องเมด็เลือดกุง้ 

(Tassanakajonet al., 2013) ตวัอยา่งของสารทีÉเป็นโพลีแซคคาไรด ์เช่น ไคตินและไคโตซาน ทีÉสกดั

ไดจ้ากเปลือกกุง้ ปู หมึก ซึÉงมีผลต่อการตา้นอนุมลูอิสระ เพิÉมการเจริญเติบโต (Niu et al., 2013)และ

ถกูนาํมาใชเ้ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในสตัวน์ํÊ าเช่นกนั ( Wang and Chen, 2005)  
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5) สารสกดัจากพืชสมุนไพร และพืช (herbal plant and plant extracts) การทดลองใช้

สมุนไพรในการควบคุมโรคกุง้ประสบผลสาํเร็จอยา่งดีในหลายประเทศรวมทัÊงประเทศไทย พืช

และสมุนไพรสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะ และยบัย ัÊงการเพิÉมจาํนวนของไวรัสและ

แบคทีเรียได ้ เนืÉองจากมีสารสาํคญัหรือสารทีÉมีฤทธิÍ ทางชีวภาพ เช่น ไกลเซอริน สารลิควิริติน และ

กลาบริดิน รวมทัÊงสารออกฤทธิÍ อืÉน ๆ เช่น โพลีแซคคาไรด ์อลัคาลอยด ์ฟลาโวนอยด ์แอนทราควิ

โนน นํÊ ามนัหอมระเหย ซาโปนิน และ สารอะซาไดแรคตินฯลฯ (ชนกนัต ์ จิตมนสั, ŚŘřś;           

Hai, 2015)  กุง้กุลาดาํทีÉกินอาหารผสมสารสกดักลุ่มโพลีแซคคาไรด ์จากเปลือกทุเรียน (Durio 

zibethinus)  (Pholdaeng and Pongsamart, 2010)และสาร polyvinylpyrolidone ทีÉสกดัไดจ้ากพญายอ 

(Clinacanthus nutans) (Direkbusarakom et al., 1996) มีภูมิคุม้กนั และความตา้นทานเชืÊอแบคทีเรีย

และไวรัสเพิÉมขึÊน กุง้ขาวทีÉไดรั้บสารกลุ่ม phenolic alkanon ทีÉสกดัไดจ้ากขิง (Zingerone officinale) 

(Chang et al., 2012) สารซาโปนินทีÉสกดัจากยคัคา (Yacca scidigera)(Yang et al., 2015)และสาร

สกดัจากว่านทอ้งใบม่วง (Gynura bicolor) (Wu et al., 2015)  โดยการผสมอาหารใหกิ้น มีภูมิคุม้กนั

แบบไม่จาํเพาะ และความตา้นทานต่อเชืÊอ V. alginolyticus และไวรัสตวัแดงดวงขาวเพิÉมขึÊน 

 6) สารสกดัจากสาหร่ายทะเล (seaweed extracts) สาหร่ายประกอบดว้ยสารอาหารทีÉจาํเป็น

ต่อการเจริญเติบโต และกระตุน้ภูมิคุม้กนั เช่น n-3 และ n-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA)    

โพลิแซคคาไรด ์แร่ธาตุ วติามิน และสารประกอบโพลีฟีนอล (Bertin, 2003) สารออกฤทธิÍ ทาง

ชีวภาพ เช่น fucoidan, sodium alginate, sulfated galactan, laminarin และ carragenan  จากงานวิจยั

ในกุง้ขาวและกุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บ fucoidan ทีÉสกดัจากสาหร่ายสีนํÊ าตาล Sargassum sp. มีการ

ตอบสนองทางภูมิคุม้กนั และมีความตา้นทานต่อเชืÊอ V. alginolyticus และเชืÊอไวรัสตวัแดงดวงขาว

เพิÉมขึÊน (Immanuel et al., 2012; Kitikiew et al., 2013) กุง้ขาววยัอ่อนทีÉไดรั้บสาร sulfated galactans 

ทีÉสกดัจากสาหร่ายสีแดง Gracilaria fisheri ผา่นอาร์ทีเมีย มีการตอบสนอง และกิจกรรมการตา้น

เชืÊอไวรัสตวัแดงดวงขาวเพิÉมขึÊน (Wongprasert et al., 2014)  

ś. การใช้สารกระตุ้นภูมคิุ้มกนั 

 จากคุณสมบติัของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั ทีÉว่าระยะเวลาของการกระตุน้มีขีดจาํกดั หรือ

ค่อนขา้งสัÊน ซึÉงตอ้งมีการกระตุน้อยา่งต่อเนืÉอง (Hai, 2015) และการทีÉกุง้มีหลายช่วงอาย ุระยะเวลา 

หรือรูปแบบของการเลีÊยงทีÉแตกต่างกนั ดงันัÊนเมืÉอมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ทะเล ก็มกัจะมี

คาํถามเกิดขึÊนว่า จะใชเ้มืÉอไหร่ จะใชอ้ยา่งไร ปริมาณเท่าไหร่ และใชร้ะยะเวลานานเท่าใด จึงจะเกิด

ประสิทธิผลมากทีÉสุด จากตารางทีÉ ř ไดร้วบรวมตวัอยา่งงานวิจยัทีÉมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั

ชนิดต่าง ๆ ในกุง้ ซึÉงมีวิธีการใช ้ปริมาณ และระยะเวลาทีÉแตกต่างกนั 
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ś.1 วธิีการใช้ 

 การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดยทั Éวไปจะใชเ้มืÉอมีความเปลีÉยนแปลงสิÉงแวดลอ้ม หรือ

คุณภาพนํÊ าในระหว่างการเลีÊยง  และในช่วงทีÉมีการระบาดของโรค เพืÉอเตรียมพร้อมใหกุ้ง้สามารถ

รับมือกบัเชืÊอโรคทีÉจะเขา้มาในร่างกายไดต้ลอดเวลา ในปัจจุบนันีÊ มีสารประกอบหลายชนิดทีÉมีผล

ต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของสตัวน์ํÊ า วิธีการใหก้็มีผลต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีÉแตกต่างกนั 

นกัวิทยาศาสตร์ไดท้ดลองถึงการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีÉหลากหลายวิธี ไดแ้ก่ การแช่ 

(immersion) การฉีด (injection) และการกิน โดยผสมอาหารเมด็สาํเร็จรูป (diet supplementation) 

และการส่งผา่นอาร์ทีเมีย (via Artemia) ซึÉงวิธีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ จะถกูพิจารณา

ร่วมกบัระยะหรืออาย ุและรูปแบบการเลีÊยงดว้ย เช่น กุง้กุลาดาํวยัอ่อนระยะนอเพลียส และซูเอียทีÉ

เลีÊยงในโรงเรือน (hatchery) ทีÉไดรั้บเบตา้กลแูคนดว้ยวิธีการแช่ มีอตัราการรอดสูงภายหลงัจาก

ปล่อยเลีÊยงในบ่อดิน (Sung et al., 1998) การฉีดจดัว่าเป็นวธีิการหนึÉงทีÉมีประสิทธิภาพมากทีÉสุด

เนืÉองจากสารดูดซึมไดอ้ยา่งรวดเร็วและมั Éนใจไดว้่าสารเขา้สู่ร่างกายสตัวน์ํÊ าไดต้ามปริมาณทีÉใช ้การ

ฉีดนิยมใชก้บักุง้ขนาดใหญ่ทีÉมีขนาด řŘ กรัมขึÊนไป หรือพ่อแม่พนัธุ ์แต่ขอ้เสียของการฉีดคือตอ้งใช้

แรงงานเป็นจาํนวนมาก และก่อใหเ้กิดความเครียดไดสู้ง การทดลองเกีÉยวกบัการใชส้ารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัส่วนใหญ่มกัจะใชว้ิธีการผสมอาหารใหกุ้ง้กิน เพราะนอกจากจะไม่ก่อใหเ้กิดความเครียด

แลว้ยงัใชไ้ดก้บักุง้ในปริมาณมาก ๆ และใชไ้ดจ้ริงในระดบัฟาร์ม รวมทัÊงมีตน้ทุนทีÉไม่สูงมากนกั 

อยา่งไรก็ตามสารออกฤทธิÍ อาจมีการละลายไปกบันํÊ า และอาจถกูทาํลายโดยกรดหรือนํÊ ายอ่ยใน

กระเพาะอาหาร มีรายงานการใชอ้าร์ทีเมียเป็นตวันาํส่งสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เพืÉอลดขอ้จาํกดัใน

ขา้งตน้ซึÉงก็ใหผ้ลในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ได ้(Wongprasert et al., 2014) แต่ขัÊนตอนค่อนขา้ง

ยุง่ยาก เพราะตอ้งเลีÊยงอาร์ทีเมีย เนืÉองจากวิธีการผสมอาหารเป็นวิธีทีÉเหมาะสมทีÉสุดทีÉจะนาํไปใช้

จริงในระดบัฟาร์มได ้ดงันัÊนควรมีการศึกษาเพิÉมเติมเกีÉยวกบัการผลิตอาหารผสมสารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัทีÉไม่มีการสูญหายไป เช่น อาหารเมด็สาํเร็จรูปทีÉผลิตมาจากโรงงานโดยตรง เพืÉอใหง่้ายต่อ

การใชแ้ละเป็นมาตรฐานเดียวกนั 

ś.2 ปริมาณและระยะเวลาทีÉใช้ 

ปริมาณและระยะเวลาของการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เป็นปัจจยัทีÉตอ้งคาํนึงถึง การ

ใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในปริมาณสูง-ตํÉาเกินไป อาจจะลดประสิทธิภาพของการกระตุน้ระบบ

ภูมิคุม้กนั หรืออาจเกิดการกดการตอบสนองของภูมิคุม้กนัได ้(Jian and Wu, 2003) อยา่งไรก็ตาม

ผลของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัไม่มีความสมัพนัธเ์ชิงบวกกบัปริมาณ (dose) ทีÉใช ้(Harikrishnan et al., 

2011) ตวัอยา่ง เช่น Pholdaeng and Pongsamart (2010) ศึกษาผลของ polysaccharide gel ทีÉสกดัจาก
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เปลือกทุเรียน โดยการผสมอาหารใหกุ้ง้กินทีÉระดบั ř, Ś และ ś เปอร์เซ็นตต่์ออาหาร ř กิโลกรัม    

ผลการทดลองพบว่า ทีÉ Ś เปอร์เซ็นตต่์ออาหาร ř กิโลกรัม กุง้มีความตา้นทานต่อเชืÊอแบคทีเรียและ

ไวรัสไดสู้งทีÉสุด อยา่งไรกต็ามปริมาณในการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัตอ้งมีการศึกษาในสารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัแต่ละชนิด เพืÉอหาระดบัทีÉเหมาะสมทีÉสุด และสามารถนาํมาใชไ้ดจ้ริงในระดบัฟาร์มต่อไป 

ระยะเวลาในการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัจะเกีÉยวขอ้งกบัระยะเวลาในการเลีÊยงกุง้ และ

ความเสีÉยงต่อการเกิดการระบาดของโรคในระหว่างเลีÊยง (Barman et al., 2013) การใชส้ารกระตุน้

ภูมิคุม้กนัในระยะเวลาทีÉยาวนานอาจกดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัได ้รายงานวจิยัในปัจจุบนั

นอกจากจะศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัปริมาณทีÉตอ้ง

ใช ้(dose) แลว้ ก็ยงัมีการศึกษาเกีÉยวกบัระยะเวลาการใชที้Éเหมาะสมอีกดว้ย เช่น ทดลองของฉทัชนนั 

ศิริไพศาล และคณะ (ŚŝŜš) พบว่ากุง้ขาวทีÉไดรั้บเบตา้กลแูคน ś ก./ อาหาร ř กก. นาน Ŝ สปัดาห์ มี

ระดบัภูมิคุม้กนัสูงกว่ากลุ่มทีÉให ้Ś และ ś สปัดาห์อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) และได้

เสนอแนะไวว้่าการใหเ้บตา้กลแูคน ř เดือน หยดุให ้ř เดือน ทีÉความเขม้ขน้เท่าเดิม จะมีผลในการ

เพิÉมระดบัภูมิคุม้กนักุง้ใหสู้งขึÊนตลอดช่วงระยะเวลาของการเลีÊยง กุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บอาหารผสมยสีต์

สปัดาห์ละ ř ครัÊ ง มีการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัและความตา้นทานเชืÊอไวรัสตวัแดงดวงขาวไดดี้

ทีÉสุด เมืÉอเปรียบเทียบกบัการใหทุ้กวนั การให ้ś วนัต่อครัÊ ง และ řŘ วนัต่อครัÊ ง (Babu et al., 2013) 

การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัใหไ้ดผ้ลดีในกุง้นอกเหนือจากวิธีการใช ้ระยะเวลาและ

ปริมาณทีÉใช ้ตอ้งคาํนึงถึงสภาวะความสมบูรณ์และความแข็งแรงของร่างกายของกุง้ในขณะนัÊน อายุ

ของกุง้ สภาพแวดลอ้มทีÉกุง้อาศยัอยูร่่วมดว้ย (ชนกนัต,์ ŚŘřś)  การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเป็นเพียง

การส่งเสริมใหกุ้ง้มีความพร้อมในการป้องกนัตวัเอง ซึÉงตอ้งทาํควบคู่ไปกบัการจดัการสิÉงแวดลอ้มทีÉ

ดี การดูแลเอาใจใส่ตลอดระยะเวลาเลีÊยง 

  

4.  เปปไทด์ต้านจุลชีพ (Antimicrobial peptides, AMPs)  

เป็นสารชีวโมเลกุลขนาดเลก็ สามารถพบไดใ้นสิÉงมีชีวิตขนาดเลก็อยา่งเชืÊอแบคทีเรีย รา 

พืช สตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงัไปจนถึงเซลลข์องสตัวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนม โดยพบว่าสารเหล่านีÊมกัเป็น

สารในระบบภูมิคุม้กนัแบบกาํเนิด (innate immunity) มีความสามารถในการเลือกจบั (selectivity) 

สามารถทาํลายเชืÊอแบคทีเรียไดก้วา้ง ภายในของสายเปปไทดม์กัจะประกอบดว้ยกรดอะมิโมทีÉมี

ประจุบวก ซึÉงการมีกรดอะมิโนจาํนวนมากนัÊนส่งเสริมใหเ้ปปไทดต์า้นจุลชีพมีคุณสมบติัในการ

เลือกจบักบัเซลลแ์บคทีเรียผา่นประจุลบของฟอสโฟไลปิด (phospholipid) ทีÉเซลลเ์มมเบรนของเชืÊอ

ร่วมกบัสารบางชนิดทีÉเชืÊอสารขึÊน (สรศกัดิÍ  อินทรสูติ, 2556) 
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เปปไทดต์า้นจุลชีพเป็นการป้องกนัทีÉสาํคญัของระบบภูมิคุม้กนัทีÉติดตวัมาแต่กาํเนิด 

โดยเฉพาะกุง้ ซึÉงขาดภูมิคุม้กนัทีÉปรับตวัได ้(Boman, 2003; Dimarcq et al., 1998; Bulet et al., 

1999; Destoumieux et al., 2000; Cuthbertson et al., 2008; Zasloff  et al., 2002; Tincu et al., 2004; 

Vargas-Albores et al., 2004) เพราะพวกเขามีขนาดเลก็ โครงสร้างเป็นแอมฟิฟาติก (amphipathic) 

และcationic พวกเขาสามารถแพร่กระจายอยา่งรวดเร็วไปยงัตาํแหน่งทีÉติดเชืÊอ (Brogden KA., 

2005) ในกุง้สกุลPenaeus 4กลุ่มหลกัของ AMP ทีÉอยูใ่นเมด็เลือด (haemocytes) คือ penaeidins, 

crustins, anti-lipopolysaccharide factors (ALFs) และlysozymes 

- Penaeidins จะต่อตา้นเชืÊอแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive), เชืÊอราทีÉมีเสน้สาย 

(filamentous fungi) (Destoumieux et al., 1999) ไวรัส (viruses) และโพรโทซวั (protozoans) 

(Bachere et al., 2003) 

             - Anti-lipopolysaccharide factors (ALFs) ตา้นจุลชีพในช่วงกวา้ง ประกอบดว้ย แบคทีเรีย

แกรมลบ (Gram-negative) (Somboonwiwat et al., 2005; de la Vega et al., 2008) 

             - Crustins มีผลกระทบส่วนใหญ่ต่อแบคทีเรียแกรมบวกในทะเล (Zhang et al., 2007; Relf 

et al., 1999; Bartlett et al., 2002) เป็นกลุ่มทีÉกระจายอยา่งกวา้งขวา้งของAMP แยกไดค้รัÊ งแรกจาก 

Shore crab, Carcinus maenas ครัสตินเป็น cationic cysteine-rich นํÊ าหนกัโมเลกุล 7-14 kDa มี 

isoelectric point ในช่วง 7.0-8.7 และประกอบดว้ย whey-acidic protein(WAP) ทีÉ carboxy terminus 

(Smith et al., 2008) ครัสตินไดรั้บการพิสูจน์แลว้ว่าเป็นโปรตีนตา้นจุลชีพทีÉมีความสาํคญัใน 

plasma และ haemocyte granules ของครัสตาเชียน 

             AMPs เหล่านีÊ เป็นการสงัเคราะห์ซึÉงมีบทบาทสาํคญัและถกูเก็บอยูใ่นเมด็เลือด 

(haemocytes) และAMPsจะถกูปล่อยออกมาจากเมด็เลือดดว้ยการชกันาํโดยการติดเชืÊอของ

แบคทีเรีย (Munoz et al., 2002; Soderhall et al., 1998; Bachere et al., 2000) AMPs จะสงัเคราะห์

ไดอ้ยา่งรวดเร็วโดยใชก้ารเผาผลาญทีÉต ํÉา ทีÉจดัเก็บไวไ้ดอ้ยา่งง่ายดายจาํนวนมาก และพร้อมใชง่้ายใน

ไม่ชา้หลงัเกิดการติดเชืÊอ ฆ่าแบคทีเรียไดอ้ยา่งรวดเร็วในช่วงกวา้ง (Hancock ,1997, 2001; Prenner 

et al., 1999) เนืÉองมาจากAMPs มีขนาดเลก็ มีโครงสร้าง amphipathic และมีลกัษณะ cationic AMPs 

สามารถแพร่กระจายไดอ้ยา่งรวดเร็วในตาํแหน่งทีÉติดเชืÊอ (Brogden, 2005) AMPs สามารถฆ่า

แบคทีเรียในความเขม้ขน้ไมโครโมล (micromolar) สนบัสนุนกลไกทีÉไม่พึÉงตวัรับ (non-receptor) 

เป็นวิธีของAMPs ซึÉงAMPs จาํนวนมาก แสดงความจาํเพาะทีÉโดดเด่นสาํหรับ prokaryotes และเป็น

พิษตํÉาสาํหรับ eukaryotic ปรากฎการณ์นีÊ เป็นสิÉงทีÉสนบัสนุนในการคน้ควา้AMPs และการแสวงหา

ผลประโยชน์เป็นยาปฏิชีวนะใหม่ทีÉมีศกัยภาพ (Zasloff, 1992)  ภาพทีÉ 1-1  
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ภาพทีÉ 1-1  รูปแบบแผนผงัของระบบภูมิคุม้กนักุง้ (ทีÉมา : Anchalee Tassanakajon et al., 2013) 

ตารางทีÉ 1-1 ช่วงกิจรรมของเปปไทดต์า้นจุลชีพในกุง้ (ทีÉมา : Anchalee Tassanakajon et al., 2013) 
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4.1  เปปไทด์ต้านจุลชีพชนดิครัสตนิ (Crustin) 

 ครัสตินเป็นเปปไทดไ์ม่ชอบนํÊ า (hydrophobic) ลกัษณะมี cysteine-rich (12 cysteines) 

บริเวณ C-terminal ซึÉงประกอบดว้ย WAP domain และมีบริเวณอนุรักษก์รดอะมิโนซีสเตอีน

จาํนวน 8 ตวั ซึÉงสามารถสร้าง 4 พนัธะไดซลัไฟด ์เปปไทดค์รัสตินถกูจาํแนกได ้3 ชนิด (Smith et 

al., 2008) ครัสตินทุกชนิดจะประกอบไปดว้ย N-terminal signal sequence และ C-terminal WAP 

domain ซึÉง WAP domain พบไดใ้นสิÉงมีชีวิตหลายชนิดทัÊงในสตัวที์Éมีกระดูกสนัหลงัและไม่มี

กระดกูสนัหลงั และ WAP domain มีหนา้ทีÉทางชีวภาพหลายชนิด ซึÉงมีทัÊงสมบติัการตา้นทานจุลชีพ 

(antimicrobial) และการย ัÊงย ัÊงโปรตีนเนส (protease inhibitors) (Sallenave, 2008; Hagiwara et al., 

2003) 

 ครัสตินชนิดแรก (type I) ประกอบดว้ย carcinins เป็นครัสตินตวัแรกทีÉพบใน shore 

crab, C. maenas เปปไทดเ์หล่านีÊ มี cysteine-rich บริเวณของความยาวตวัแปรระหว่าง signal portion 

และ WAP domain ครัสติน type I หลกัๆจะพบใน crab และ crayfish 

ครัสตินชนิดทีÉสอง (type II) มีบริเวณทีÉซํÊ ากนัของ glycine-rich ก่อนส่วนของ 

cysteine-rich และ WAP domain glycine ทีÉซํÊ ากนัมกัจะอยูร่ะหว่าง 20 และ 50 ตวั  type IIอาจจะ

เกีÉยวขอ้งกบั tran-membrane domain (Bartlett et al., 2002) และtype II เริÉมตน้เกิดขึÊนในกุง้ 

ครัสตินชนิดทีÉสาม (type III) มีการกาํหนดไวโ้ดย single WAP domain (SWD) และ

บริเวณทีÉสัÊนระหว่าง signal sequence และ WAP domain ประกอบดว้ย proline และ arginine 

(Jimenez-Vega et al., 2004)  

ครัสตินทุกชนิดจะมี N-terminal และ C-terminal WAP domain และระหว่างบริเวณ

อนุรักษ ์(conserved regions) ครัสตินจะมีส่วนประกอบของกรดอะมิโนทีÉหลากกลาย ภาพทีÉ 2-5 

  

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 1-2 ชนิดของครัสติน  

ทีÉมา : Jessica et al., (2009) 
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ครัสตินจดัเป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพประเภทหนึÉงทีÉพบในระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่

จาํเพาะของสตัวจ์าํพวกกุง้(crustacean) มีการศึกษาความสามารถในการต่อตา้นเชืÊอแบคทีเรียของ           

ครัสตินพบว่า crustinPm1 มีฤทธิÍ ในการตา้นเชืÊอแบคทีเรียชนิดแกรมบวกไดดี้ ในขณะทีÉ 

crustinPm7 สามารถตา้นเชืÊอแบคทีเรียไดท้ัÊงแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ ซึÉงทัÊงสองแบบ

ของครัสติน พบในเมด็เลือด (haemocyte) ของกุง้กุลาดาํ (Penaeus monodon) การตา้นเชืÊอแบคทีเรีย

ของครัสตินจะอาศยัความสามารถของตวักุง้ ครัสตินจะไปเกาะติดเซลลแ์บคทีเรียและทาํใหเ้สีย

ระบบทีÉเหมาะสมทางกายภาพเคมีของผวิภายนอกแบคทีเรีย (Pasapong et al., 2012) 

 4.2  เปปไทด์ต้านจุลชีพชนิด Penaeidin   

  Penaeidin, PEN เป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพ ซึÉงพบเฉพาะในกุง้ตระกลู Penaeidin มีฤทธิÍ

ในการยบัย ัÊงการเจริญของจุลชีพไดม้ากมายทัÊงแบคทีเรียแกรมบวกและเชืÊอรา พบครัÊ งแรกในกุง้ขาว

แปซิฟิก (Litopenaeus vannamei)(Destoumieux et al, 1997) มีขนาดประมาณ 5.5-6.6 kDa มีหลาย 

Isoforms ไดแ้ก่ Penaeidin  2, 3 และ 4 มีคุณสมบติัในการตา้นทานแบคทีเรียแกรมบวก เชืÊอรา 

รวมถึงแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด  โครงสร้างของ penaeidin ประกอบดว้ย Ś ส่วนใหญ่ๆคือ 

proline-rich domain (PRD) อยูท่างปลายดา้นอะมิโน และ cysteine-rich domain (CRD) อยูท่าง

ปลายดา้นคาร์บอกซิล (Destoumieux et al, řššş; Destoumieux et al, 2000)   

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ ř-ś รูปโครงสร้างของ Penaeidin 

ทีÉมา : Andrei Lomize, Mikhail Lomize  and Irina Pogozheva (2005) 

  

 Penaeidin, PEN เป็น AMP ชนิดหนึÉง  พบว่ามีการแสดงออกหนาแน่นมากในส่วนของ

เหงือก และเมด็เลือด นอกจากนีÊยงัมีการแสดงออกมากในส่วนของหวัใจ ตบัและตบัอ่อน เนืÊอเยืÉอใต้

เปลือก และลาํไสส่้วนทา้ย และยงัพบว่ามีการแสดงออกในระดบัเบาบางในส่วนของลาํไส้

ส่วนกลาง และกลา้มเนืÊอ โดยไม่พบการแสดงออกของยนีนีÊ ในส่วนของลาํไสส่้วนหนา้ นอกจากนีÊ

ยงัพบ penaeidin mRNA ในเซลลร์ะยะ Postlarva สูงกว่า Nauplius I (9 ชั Éวโมงหลงัจากฟักเป็นตวั) 

และสูงกว่าระหว่างระยะลอกคราบ แสดงว่าระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะเจาะจงมีการพฒันาทีÉ
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ระยะลอกคราบนีÊ (จารุวรรณ ชินกร, ŚŝŝŘ)เช่นเดียวกบั Munoz et al. (2002) ไดร้ายงานผลการศึกษา

การแสดงออกของยนี และการแพร่กระจายในเนืÊอเยืÉอต่างๆ ต่อการตา้นทานเชืÊอโรค แสดงใหเ้ห็นว่า

การหลั Éง Penaeidin จะถกูควบคุมจากเมด็เลือดชนิด Large granulocytes โดยจะมีการสร้างออกมา

และแพร่กระจายไปตามกระแสเลือดและแทรกในเนืÊอเยืÉอของกุง้ โดยมี 2 ขัÊนตอนทีÉเกิดขึÊน คือขัÊน

แรกเมด็เลือดเคลืÉอนตวัไปทีÉบริเวณติดเชืÊอภายใน 12 ชั Éวโมงแรก ไปรวมตวักนัมากขึÊนแลว้หลั Éง 

Penaeidin ออกมา ต่อมาเมด็เลือดในระบบหมุนเวียนเลือดและในเนืÊอเยืÉอจะเพิÉมการสร้าง Penaeidin 

ซึÉงอาจจะเกิดการเพิÉมจาํนวนของเมด็เลือด สุดทา้ยเมืÉอเมด็เลือดพบกบัแบคทีเรียจะทาํใหเ้กิดการ

ทาํงานของ Penaeidinโดยจะทาํใหเ้กิดการแตกของเซลลข์องเชืÊอโรค นอกจากนีÊ ยงัพบว่า Penaeidin 

ยงัทาํหนา้ทีÉจบักบัแบคทีเรีย เพืÉอกระตุน้ใหเ้กิด Opsonic activity ในทีÉสุด 

4.3  เปปไทด์ต้านจุลชีพชนิด Anti-lipopolysaccharide factor (ALF) 

แอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรดแ์ฟกเตอร์ (Anti-lipopolysaccharide Factor) หรือ ALF 

เป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพชนิดหนึÉงทีÉอยูใ่นกลุ่ม AMP โดยในกลุ่มของสิÉงมีชีวิตจาํพวก Arthropods มี

การศึกษาครัÊ งแรกใน Amebocytes ของแมงดาทะเล (Horseshoe Crab) Limulus polyphemus และ 

Tachypleus tridentatus พบครัÊ งแรกในเมด็เลือดของแมงดาทะเล โดยใหชื้Éอว่า LALF และ TALF 

ตามลาํดบั (Tanaka et al., 1982) ซึÉงยนี ALF เป็นโปรตีนขนาดเลก็ มีคุณสมบติัเป็น Cationic ทาํ

หนา้ทีÉในการจบัและยบัย ัÊงการทาํงานของแบคทีเรียแกรมลบ ชนิด R อยา่งรุนแรง โดยสามารถจบั

กบั Endotoxin ทีÉเป็นส่วนประกอบของ Lipopolysaccharide (LPS) ทีÉผนงัเซลลแ์ลว้ขจดัพิษของ 

Endotoxin ได ้(Morita et al., 1985) แต่ในบางครัÊ งยงัพบว่า ALF สามารถยบัย ัÊงการเจริญเติบโตของ

เชืÊอแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบและเชืÊอราเสน้ใยไดอี้กดว้ย (Somboonwiwat et al., 

2005) และยงัมีความสามารถในการตอบสนองต่อเชืÊอโรคและสิÉงแปลกปลอมทีÉบุกรุกเขา้ไปใน

ร่างกายไดอ้ยา่งรวดเร็วอีกดว้ย (Li et al., 2008) ยนี ALF มีการแสดงออกในเซลลเ์มด็เลือด เหงือก

และลาํไส ้(Liu et al., 2005)  

 

 

 

 

 



17 
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Ś. วธีิดําเนินการวจิยั  

2.1  ศึกษาการแสดงออกของเพป็ไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งขาว ทีÉเลีÊยงด้วยอาหารผสมเบต้า

กลูแคน และเซลล์ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) 

              2.1.1  การเตรียมสัตว์ทดลอง 

  นาํกุง้ขาวทีÉมีสุขภาพแข็งแรงขนาด 8-13 กรัม และใหผ้ลลบการตรวจโรคไวรัสดว้ย

เทคนิค PCR มาเลีÊยงในถงัไฟเบอร์ขนาด 1,000 ลิตร (1 ตนั) ภาพทีÉ Ś-1 โดยแบ่งใส่ 1ŝ ถงั ถงัละ 80 

ตวั ควบคุมคุณภาพนํÊ าใหมี้ความเค็มอยูที่É  20-22 พีพีที ค่าออกซิเจนทีÉละลายในนํÊ า (DO) ไม่นอ้ยกว่า 

4.5 พีพีเอม็ อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) อยูที่É 7.5-8.5 ค่าแอมโมเนียไม่

ควรเกิน 1 พีพีเอม็ค่าไนไตรท ์ไม่ควรเกิน 0.5 พีพีเอม็ และ ค่าอลัคาไลนอ์ยูใ่นช่วง 80-160 พีพีเอม็ 

ทุกกลุ่มการทดลอง เลีÊยงกุง้ดว้ยอาหารสาํเร็จรูป 5% ของนํÊ าหนกัตวั วนัละ 3 มืÊอ เป็นเวลา 5 วนั เพืÉอ

ปรับสภาพก่อนทาํการทดลอง เมืÉอครบ 5 วนัในการปรับสภาพและสงัเกตพฤติกรรมของกุง้มีสภาวะ

ปกติในถงัทดลอง จึงทาํการเริÉมเลีÊยงกุง้ดว้ยอาหารทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ Ś-ř การออกแบบระบบทีÉใชเ้ลีÊยงกุง้ทดลอง 

 

             2.1.2   การเตรียมอาหารทดลอง 

          (1)  นาํยสีตที์ÉเพาะเลีÊยงจากสถาบนัวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา มาทาํการนบัจาํนวนเซลล์

ยสีตบ์น haemocytometer หรือ สไลดน์บัเมด็เลือด ภาพทีÉ Ś-2 เพืÉอคาํนวณเซลลย์สีตใ์น stock โดย

ใช ้auto pipette 1 มิลลิลิตร ดึงยสีตอ์อกมา 100 ไมโครลิตร หรือ 0.1 มิลลิลิตร จากขวด stock 

ปริมาตร 1500 มิลลิลิตร  ปิด cover glass และค่อยๆปล่อยยีสตที์Éดึงมาจาก stock จนเต็มตาราง  
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นบัเซลลย์สีตช่์อง W (ช่อง A B C D) ภาพทีÉ Ś-ś จะสามารถคาํนวณปริมาตรนํÊ าไดจ้าก พืÊนทีÉตาราง 

× ความลึก เมืÉอนบัจาํนวนเซลลย์สีตใ์นตารางภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก็จะไดจ้าํนวนยสีตต่์อปริมาตร

นํÊ าของตารางนัÊน จากนัÊนคาํนวณเป็น จาํนวนเซลลย์สีตต่์อปริมาตรนํÊ า 1 มิลลิลิตร  

 (2)  เมืÉอคาํนวณเซลลย์สีตใ์น stock โดยเทียบจาก 0.1 มิลลิลิตรทีÉทราบจาํนวนเซลล ์

(cell/ml) จึงทาํการเทียบจาํนวนเซลลย์สีตจ์าก stock เพืÉอตอ้งการทราบปริมาตรทีÉมีจาํนวนยสีต ์105, 

107, 109 เซลล/์ มิลลิลิตร  

        (3)  นาํปริมาตรทีÉมีจาํนวนเซลลย์สีตที์Éตอ้งการ ไดแ้ก่ ยสีต ์105, 107, 109 เซลลน์าํไป 

centrifuge ทีÉอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส 12,000 G เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนใสทิÊง เก็บเซลลย์สีตที์É

ตกตะกอนไวใ้น NaCl 0.85% เก็บแช่ไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมืÉอจะนาํไปผสมอาหารใหป้รับ

ปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร ใหเ้ท่ากนัทัÊงสามสูตรอาหารยสีต ์(Whole cell)  

        (4)  เตรียมผงยสีตบ์ริสุทธิÍ  2 กรัม ต่ออาหารกุง้ 1 กิโลกรัม นาํผงยสีตบ์ริสุทธิÍ มาละลาย

ดว้ยนํÊ า 30 มิลลิลิตร  

 

 

 

 

ภาพทีÉ Ś-Ś สไลดน์บัเมด็เลือด (haemacytometer) สาํหรับนบัจาํนวนเซลลย์สีต ์

 

 
ภาพทีÉ Ś-ś ตารางบนผวิ Hemacytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 40 เท่า และA B C D    

(ช่องW)     

ทีÉมา : http://www.fisheries.go.th/cfchan/plankton/hema/hema.htm 
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นาํอาหารกุง้สาํเร็จรูปผสมกบัยสีต ์ดว้ยวิธีสเปรยย์สีตล์งบนอาหารกุง้สาํเร็จรูป

โดยตรง จากนัÊนผสมนํÊ ามนัหมึกลงไป 100 มิลลิลิตร ต่ออาหารกุง้ 1 กิโลกรัม คลุกผสมนํÊ ามนัหมึก

จนทั Éวอาหาร ผึÉงลมใหแ้หง้ไวป้ระมาณ 2 วนั แลว้จึงเก็บในภาชนะทีÉมีฝาปิดสนิทและห่อภาชนะ

ดว้ยฟลอยเพืÉอไม่ใหอ้าหารโดนแสง ซึÉงจะมีการเตรียมอาหารสองครัÊ ง คือ อาหารของ 7 วนัแรก 

และ 7 วนัหลงั และนาํไปเลีÊยงกุง้ทีÉทาํการทดลอง  

 

             Ś.ř.3  ตรวจวเิคราะห์คุณภาพนํÊาและปริมาณแบคทีเรียก่อนการเลีÊยงและครบ 7 วนั และ 14 

วนั  

 (1)  เก็บตวัอยา่งนํÊ าในถงัเลีÊยง เพืÉอใหน้ํÊ าทุกถงัเลีÊยงมีคุณสมบติัทีÉเหมาะสมเท่ากนัทุก

บ่อ โดยค่าพารามิเตอร์ทีÉวดั ไดแ้ก่ DO, temperature, pH, ammonia, nitrite, nitrate และ alkalinity 

 (2)  ตรวจสอบแบคทีเรียวิบริโอในนํÊ าและในตบั บนอาหารเลีÊยงเชืÊอ TCBS 

(Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar) และตรวจสภาพตบัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์

   (3)  เก็บชั ÉงนํÊ าหนกัแหง้ของอาหารเหลือ 

 

Ś.ř.4  การออกแบบและการวางแผนการทดลอง 

 แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design : CRD) 

โดยแบ่งการทดลองออกเป็น  5 กลุ่มการทดลอง ในแต่ละกลุ่มการทดลองมี 3 ซํÊ า  (ภาพทีÉ Ś-Ŝ) ดงันีÊ  

 

กลุ่มการทดลองทีÉ 1 อาหารกุง้สาํเร็จรูป เบอร์ 3 ผสมนํÊ ามนัหมึก (ชุดควบคุม)  

กลุ่มการทดลองทีÉ 2 อาหารกุง้สาํเร็จรูป เบอร์ 3 ผสมยสีตส์กดั (β-glucan) 2 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม   

กลุ่มการทดลองทีÉ 3 อาหารกุง้สาํเร็จรูป เบอร์ 3 ผสมยสีตจ์ากชานออ้ย 105 เซลล ์/อาหาร 1 กิโลกรัม 

กลุ่มการทดลองทีÉ 4 อาหารกุง้สาํเร็จรูป เบอร์ 3 ผสมยสีตจ์ากชานออ้ย 107 เซลล/์อาหาร 1 กิโลกรัม  

กลุ่มการทดลองทีÉ 5 อาหารกุง้สาํเร็จรูป เบอร์ 3 ผสมยสีตจ์ากชานออ้ย 109 เซลล/์อาหาร 1 กิโลกรัม  
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ภาพทีÉ Ś-Ŝ แสดงแผนการเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ขาวแวนนาไม 

 

Control 

T1R1 

Beta glucan 

T2R1 

Control 

T1R2 

Beta glucan 

T2R2 

Yeast 105 

T3R1 

Yeast 105 

T3R2 

Yeast 107 

T4R1 

Yeast 107 

T4R2 

Yeast 109 

T5R1 

Yeast 109 

T5R2 

Control 

T1R3 

Beta glucan 

T2R3 

Yeast 105 

T3R3 

Yeast 107 

T4R3 

Yeast 109 

T5R3 

เก็บตวัอยา่งเลือดวนัทีÉ ş และ řŜ (ในแต่ละทรีตเมนทเ์จาะเลือดกุง้ 5 

pools (1 pool = 3 ตวั) ของแต่ละชุดการทดลอง  

สกดั Total RNA จากเมด็เลือด 

cDNA 

qRT-PCR 
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2.2 ศึกษาการแสดงออกของเพป็ไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งขาว ทีÉเลีÊยงด้วยอาหารเสริม             

โปรไบโอตกิจากนํÊาหมัก 

 2.2.1  การเตรียมสัตว์ทดลอง 

 นาํกุง้ขาวขนาด 8-13 กรัม โดยคดักุง้ใหมี้ขนาดเท่าๆกนั ไม่แตก size มาเลีÊยงในบ่อ

ไฟเบอร์ขนาด 1,000 ลิตร (1 ตนั) โดยแบ่งใส่ řŚ ถงั ถงัละ ŠŘ ตวั ควบคุมคุณภาพนํÊ าใหมี้ความเค็ม

อยูที่É 10-22 พีพีที ค่าออกซิเจนทีÉละลายในนํÊ า (DO) ไม่นอ้ยกว่า  4.5 พีพีเอม็ อุณหภูมิ 25-30 องศา

เซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) อยูที่É 7.5-8.5 ค่าแอมโมเนียไม่ควรเกิน 1 พีพีเอม็       ค่าไน

ไตรท ์ไม่ควรเกิน 0.5 พีพีเอม็ และค่าอลัคาไลนอ์ยูใ่นช่วง 80-160 พีพีเอม็ ทุกกลุ่มการทดลอง เลีÊยง

กุง้ดว้ยอาหารสาํเร็จรูป 5% ของนํÊ าหนกัตวั วนัละ 3 มืÊอ เป็นเวลา 5 วนั เพืÉอปรับสภาพก่อนทาํการ

ทดลอง เมืÉอครบ 5 วนัในการปรับสภาพและสงัเกตพฤติกรรมของกุง้มีสภาวะปกติในถงัทดลอง จึง

ทาํการเริÉมเลีÊยงกุง้ดว้ยอาหารสาํเร็จรูปผสมโปรไบโอติก เป็นเวลา 14 วนั 

2.2.2   ขัÊนตอนการทํานํÊาหมกักากถัÉวเหลอืง 

 นาํถงัทีÉมีฝาปิดสนิท เทนํÊ ากลั Éนใส่ถงั 4 ลิตร จากนัÊนนาํกากถั Éวเหลือง 80 กรัม และ

กากนํÊ าตาล 12 กรัม เทถงั ใส่โยเกิร์ตรสธรรมชาติ 2 ถว้ย เพืÉอเร่งปฏิกิริยา คนส่วนผสมทัÊงหมดให้

เขา้กนั ใหอ้อกซิเจนตลอดเวลา หลงัจากนัÊนปิดฝาใหส้นิท (ภาพทีÉ Ś-ŝ)  
 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ Ś-ŝ  ภาพแสดงส่วนผสมในการหมกักากถั Éวเหลือง 

 

2.2.3  ขัÊนตอนการทํานํÊาหมกัสับปะรด 

นาํนํÊ าตาลทรายขาว 2 กิโลกรัม ตม้กบันํÊ าสะอาด 3 ลิตร จนละลายเป็นเนืÊอเดียวกนั

ทิÊงไวใ้หเ้ยน็ก่อนนาํไปใช ้ต่อมานาํสบัปะรดสุกปลอกเปลือก และตาของสบัปะรดออก เหลือ

เพียงแต่เนืÊอ จากนัÊนนาํเนืÊอสบัปะรดมาสบับดละเอียด ประมาณ 10 กิโลกรัม นาํส่วนผสมทัÊงสอง

อยา่งเทใส่ลงในถงัทีÉมีฝาปิดสนิท ใส่โยเกิร์ตรสธรรมชาติ 2 ถว้ย และยสีตท์าํขนมปัง 25 กรัม เพืÉอ
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เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา คนส่วนผสมทัÊงหมดใหเ้ขา้กนั ใหอ้อกซิเจนตลอดเวลา หลงัจากนัÊนปิดฝาให้

สนิท (ภาพทีÉ Ś-Ş) 

 
 

 

 

 

 

ภาพทีÉ Ś-Ş  ภาพแสดงส่วนผสมในการหมกันํÊ าหมกัสบัปะรด 
 

2.2.4  ขัÊนตอนการทํานํÊาหมกักากนํÊาตาล 

นาํถงัทีÉมีฝาปิดสนิท เทนํÊ ากลั Éนใส่ถงั 4 ลิตร จากนัÊนนาํอาหารกุง้ 1 กิโลกรัม 

กากนํÊ าตาล 10 กิโลกรัม และโปรไบโอติกสาํเร็จรูป (Super Biotic) 1 กิโลกรัม คนส่วนผสมทัÊงหมด

ใหเ้ขา้กนั หลงัจากนัÊนใหอ้อกซิเจนตลอดเวลา หลงัจากนัÊนปิดฝาใหส้นิท (ภาพทีÉ Ś-ş)  
 

 

ภาพทีÉ Ś-ş  ภาพแสดงส่วนผสมในการหมกันํÊ าหมกั Super biotic 
 

Ś.Ś.ŝ  การเตรียมอาหารทดลอง 

 นาํนํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง นํÊ าหมกัสบัปะรด และนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล (Super biotic) มา

ทาํการนบัจาํนวนเชืÊอจุลินทรียบ์น haemocytometer หรือ สไลดน์บัเมด็เลือด เพืÉอคาํนวณ

เชืÊอจุลินทรียใ์น stocking โดยใช ้auto pipette 1 มิลลิลิตร ปิเปตนํÊ าออกมา 100 ไมโครลิตร หยอดลง

บนสไลดน์บัเมด็เลือด เพืÉอนบัจาํนวนของเชืÊอจุลินทรียที์Éช่อง R (ช่อง A B C D F) (ภาพทีÉ Ś-Š) 

คาํนวณปริมาตรนํÊ าไดจ้าก พืÊนทีÉตาราง × ความลึก เมืÉอนบัจาํนวนเซลลใ์นตารางภายใตก้ลอ้ง
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จุลทรรศน์ กจ็ะไดจ้าํนวนของเชืÊอจุลินทรียต่์อปริมาตรนํÊ าของตารางนัÊน จากนัÊนคาํนวณจาํนวน

เชืÊอจุลินทรียต่์อปริมาตรนํÊ า 1 มิลลิลิตร  

เมืÉอคาํนวณเชืÊอจุลินทรียใ์น stocking โดยเทียบจาก 0.1 มิลลิลิตรทีÉทราบจาํนวนเซลล ์

(cell/ml) จึงทาํการเทียบจาํนวนเชืÊอจุลินทรียจ์าก stocking เพืÉอตอ้งการทราบปริมาตรทีÉมีจาํนวน

เชืÊอจุลินทรีย ์109 cell/ml 

 

 

ภาพทีÉ Ś-Š  ตารางบนผวิ Hemocytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์

ทีÉมา: http://home.cc.umanitoba.ca/~adam/lab/Haemocytometer.htm  

 

 นาํอาหารกุง้สาํเร็จรูปเบอร์ 3 มาผสมกบัเชืÊอจุลินทรียโ์ปรไบโอติก ดว้ยวิธีสเปรยน์ํÊ า

หมกักากถั Éวเหลือง, นํÊ าหมกัสบัปะรด, นํÊ าหมกักากนํÊ าตาล ลงไปบนอาหารกุง้สาํเร็จรูปโดยตรง 

จากนัÊนผสมนํÊ ามนัหมึกลงไป 50 มิลลิลิตร ต่ออาหารกุง้ 500 กรัม คลุกผสมนํÊ ามนัหมึกจนทั Éวอาหาร 

แลว้จึงทิÊงผึÉงลมใหแ้หง้ไวป้ระมาณ 2 วนั แลว้จึงเก็บในภาชนะทีÉมีฝาปิดสนิท แลว้จึงนาํไปเลีÊยงกุง้ทีÉ

ทาํการทดลอง (ภาพทีÉ Ś-š) 
 

    
ก.                           ข.                              ค.                             ง. 

ภาพทีÉ Ś-š  แสดงอาหารกุง้สาํเร็จรูปทีÉผสมนํÊ าหมกัในแต่ละชนิด  
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ก. อาหารกุง้สาํเร็จรูปเบอร์ 3 ผสมนํÊ ามนัหมึก (กลุ่มควบคุม) 

ข. อาหารกุง้สาํเร็จรูปเบอร์ 3 ผสมนํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง/109 เซลล/์อาหาร 1 kg. 

ค. อาหารกุง้สาํเร็จรูปเบอร์ 3 ผสมนํÊ าหมกัสบัปะรด/109 เซลล/์อาหาร 1 kg. 

ง. อาหารกุง้สาํเร็จรูปเบอร์ 3 ผสมนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล/109 เซลล/์อาหาร 1 kg. 
 

2.2.6  การวางแผนการทดลอง 

การวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด CRD (Complete Randomized Design) แบ่ง

ชุดการทดลองเป็น 4 กลุ่มการทดลองแต่ละกลุ่มการทดลองมี 3 ซํÊ า โดยในแต่ละชุดการทดลองให้

อาหารสาํเร็จรูปผสมโปรไบโอติก (ภาพทีÉ Ś-řŘ) ดงันีÊ   

กลุ่มการทดลองทีÉ 1 อาหารกุง้เบอร์ 1 ผสมนํÊ ามนัหมึก (กลุ่มควบคุม) 

กลุ่มการทดลองทีÉ 2 อาหารกุง้เบอร์ 1 ผสมนํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง/109 เซลล/์อาหาร 1kg. 

กลุ่มการทดลองทีÉ 3 อาหารกุง้เบอร์ 1 ผสมนํÊ าหมกัสบัปะรด/řŘš เซลล/์อาหาร řkg.  

กลุ่มการทดลองทีÉ 4 อาหารกุง้เบอร์ 1 ผสมนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล /109 เซลล/์อาหาร 1kg. 

 

 

 

    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control 

T1R1 

นํ ÊาหมักกากถัÉว

เหลือง 

T2R1 

T1R2 T2R2 T3R2 

นํ Êาหมัก

กากนํ Êาตาล 

T4R1 

T4R2 

T1R3 T2R3 T3R3 T4R3 

เก็บตวัอยา่งเลือดวนัทีÉ ş และ řŜ (ในแต่ละทรีตเมนทเ์จาะเลือดกุง้ 5 

pools (1 pool = 3 ตวั) ของแต่ละชุดการทดลอง  

สกดั Total RNA จากเมด็เลือด 

นํ Êาหมักสับปะรด 

T3R1 
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ภาพทีÉ 2-10 แสดงแผนการเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ขาวแวนนาไม 
 

Ś.ś การเก็บตวัอย่างเลือดกุ้ง 

 ทาํการเก็บตวัอยา่งกุง้ขาวแวนนาไมทีÉเลีÊยงดว้ยอาหารเสริมโปรไบโอติก ในวนัทีÉ 7 และ 14 

โดยการเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ ทีÉแอ่งเลือดบริเณขาเดินของกุง้ (ภาพทีÉ Ś-řŘ) โดยใชเ้ข็มเบอร์ 26G 

พร้อม syringe ดูดสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด (อตัราส่วน 1:1) ใส่ในหลอด Falcon ขนาด 10 

มิลลิลิตร เพืÉอนาํไปวิเคราะห์การแสดงออกของยนีต่อไป 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2-11 การเก็บตวัอยา่งเลือดกุง้ขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) 

 

 

 

cDNA 

qRT-PCR 
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Ś.Ŝ การสกัดอาร์เอ็นเอ จากเม็ดเลือดกุ้ง 

 Ś.Ŝ.ř  การสกดัอาร์เอน็เอ (Total RNA extraction) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นาํเลือดกุง้ไปปัÉนเหวีÉยง 8000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 ๐C 

เทส่วนใสทิÊง เติม Tri-Reagent (Trizol) 1 ml ตัÊงทิÊงไวที้Éอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 

เติม Chloroform 0.2 ml นาํมาเขยา่ดว้ยเครืÉอง Vortex หลอดละ 1 นาที เวียนซํÊ าจนครบ 15 นาที      

ตัÊงทิÊงไวที้Éอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที นาํไปปัÉนเหวีÉยง 12000 g เป็นเวลา 10 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 ๐C 

เทส่วนใสออกลา้งตะกอนอาร์เอน็เอ เติม 75% Ethanol 1 ml และปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12000 g เป็นเวลา 

10 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 ๐C 

นาํ Ethanol ออกโดยคว ํÉาบนทิชชู่ประมาณ 10 นาที และทาํการ air-dried  

จะเก็บตะกอนอาร์เอน็เอใน DEPC RNase free water ทีÉ -80 ๐C จนกว่าจะนาํมาใชใ้น

การตรวจสอบและวดัคุณภาพของอาร์เอน็เอดว้ยวิธีสเปคโตรโฟโตเมตรี 

 

ดูดส่วนใสไปยงั tube 1.5 ml หลอดใหม่ และเติม Isopropanol 0.5 ml เขยา่เบาๆ ตัÊงทิÊงไวที้É

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที และปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12000 g เป็นเวลา 15 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 ๐C 
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Ś.Ŝ.Ś  การหาปริมาณและวดัคุณภาพของอาร์เอน็เอ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นาํตะกอนอาร์เอน็เอทีÉเก็บไวใ้น -80 ๐ มาละลาย โดยแช่บนนํÊ าแข็ง     15-30 นาที 

นาํมาตรวจสอบและวดัคุณภาพของอาร์เอน็เอ  

ตรวจสอบอาร์เอน็เอดว้ย

เทคนิค Gel electrophoresis 

วดัคุณภาพของอาร์เอน็เอวิธี         

สเปคโตรโฟโตเมตรี 

ผสม RNA 1 µl+ TE buffer 4 µl + 

Dyne (6X Loading Dry) 1 µl 

ผสม RNA 0.5 µl กบั                   

DEPC 49.5 µl 

เติมนํÊ า 10X TAE ลงในเครืÉอง Gel 

Electrophoresis แลว้ปิเปตส่วนผสมทีÉ

เตรียมไวล้งในวุน้อะกาโรส run ทีÉ         

50 Vol  10 นาที และ 70 Vol 10 นาที 

วดัค่าดูดกลืนแสง(OD) ทีÉความยาว

คลืÉน 260 และ 280 nm 

ยอ้มดว้ย Ethedium bromide 30 วินาที 

แลว้นาํไปแช่นํÊ า 1 ชั Éวโมง 

นาํเจลเขา้เครืÉอง Gel Doc XR 

หาความบริสุทธิÍ  และปริมาณ RNA ดว้ยสูตร ปริมาณ 

RNA (ng/µl) = OD260 *40*dilution 
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2.4.3 การสังเคราะห์ 1st strand cDNA ด้วยชุด Kit SuperScript® III First-Stand 

(Invitrogen) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

นาํ RNA + Hexamer Primer +10 mM dNTP+ 

DEPC-trated water (ผสมกนัใหป้ริมาตรรวม 10 µl) 

บ่มทีÉ 65 ๐C 5 นาที วางบนนํÊ าแข็งอยา่งนอ้ย 1 นาที 

เติม Random Hexamers บ่มทีÉ 25 ๐C, 10 

นาที & 50 ๐C, 50 นาที และ 85 ๐C, 5 นาที  

เอามาวางบนนํÊ าแข็งทนัที (ขัÊนตอนนีÊทาํ

ต่อเนืÉองกนั) 

เติม RNase H 1 µl บ่มทีÉ 37 ๐C เป็นเวลา 20 นาที 

cDNA Synthesis Mix            

10x RT Buffer                 2 µl                        

25 mM MgCl2              4 µl                            

0.1 M DTT          2 µl                    

RNase OUT         1 µl                    

SuperScript® III First-Stand  1 µl                       

รวม 10 µl 

จะได ้cDNA ตน้แบบสาํหรับทาํ RT-PCR 

ต่อไป 

นาํมาตรวจสอบและวดั

คุณภาพของ cDNA  

ตรวจสอบ cDNA ดว้ย

เทคนิค Gel electrophoresis 

วดัคุณภาพและปริมาณของ cDNA 

ดว้ยวิธีสเปคโตรโฟโตเมตรี 
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2.5 การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วย Quantitative real time PCR (qRT-PCR) 

เจือจาง cDNA เป็น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และติดตามการแสดงออกของยนีโดยใช

primer ทีÉจาํเพาะต่อยนีทีÉตอ้งการศึกษา (ตารางทีÉ 2-1) และเตรียมส่วนผสมของสารละลาย ดงัตาราง

ทีÉ Ś-Ś และ Ś-ś หลงัจากนัÊนนาํเขา้เครืÉอง  LightCycler®96 SW1.1 ตัÊงอุณหภูมิดงัตารางทีÉ 2-4  

 

ตารางทีÉ Ś-1 แสดงไพรเมอร์ของยนี Crustin, Penaeidin, Anti-lipopolysaccharide factor (LvALF) 

และ Beta-actin ทีÉใชใ้นปฏิกิริยา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลโีอไทด์ (5’-3’) ขนาด 

(bp) 

Ref. 

Crustin F-ACGAGGCAACCATGAAGG 

R-TCGTTGGAACAGGTTGTGG 

141 Wang et al, 

2007 

Beta-actin F-CCACGAGACCACCTACAAC 

R-AGCGAGGGCAGTGATTTC 

142 Ji et al, 2009 

Penaeidin 3 

(LitvanPEN3) 

F-CACCCTTCGTGAGACCTTTG 

R-AATATCCCTTTCCCACGTGAC 

141 Takuji 

Okumura., 2007 

Anti-

lipopolysaccharide 

Factor (LvALF1) 

F-CATTCGGCCTTGACTTCG 

R-ATCCAGGACACCACATCCTG 

259 Enrique de la 

Vega, 2007 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตารางทีÉ 2-2 ส่วนประกอบของสารผสมทีÉใชใ้นปฏิกิริยา qRT- PCR สาํหรับตรวจหาการแสดงออก

ของยนี LitvanPEN3 และ Crustin 
 

     ส่วนประกอบ ความเข้มข้นทีÉใช้ ปริมาตร (µl) 

4µM Primer (F) 0.2 µM 1 µl 

4µM Primer (R) 0.2 µM 1 µl 

Master mix  10 µl 

H2O  6 µl 

cDNA Sample (10 ng/µl) 20 ng 2 µl 

Total  20 µl 

 

 

 

ตารางทีÉ 2-3 ส่วนประกอบของสารผสมทีÉใชใ้นปฏิกิริยา qRT-PCR สาํหรับตรวจหาการแสดงออก

ของยนี LvALF1 

 

     ส่วนประกอบ ความเข้มข้นทีÉใช้ ปริมาตร (µl) 

4µM Primer (F) 0.2 µM 1 µl 

4µM Primer (R) 0.2 µM 1 µl 

Master mix  10 µl 

H2O  4 µl 

cDNA Sample (10 ng/µl) 40 ng 4 µl 

Total  20 µl 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตารางทีÉ 2-4  อุณหภูมิทีÉใชใ้นปฏิกิริยา qRT-PCR สาํหรับเครืÉอง LightCycler®96 SW1.1 (Roch) 
 

Step Temperature (๐c) Time (s) Cycles 

LitPEN3 Crustin LvALF 

Pre-incubaion 95 95 95 600 1 

3 steps 

Amplification 

95 95 95 30  

40 60 60 58 30 

72 72 68 30 

 

Melting 

95 95 95 10  

1 65 65 65 60 

97 97 97 1 

 

Ś.Ş  การวเิคราะห์ผลการทดลอง 

 ศึกษาการแสดงออกของยนี Antimicrobial peptide โดยวิธีการของ Livak (2 -∆∆CT) โดย

ใชอ้ตัราส่วนของยนีทีÉสนใจกบั Reference gene ทาํการ Calibrate กบัชุดควบคุม (Control) 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ś. ผลการวจิยั 

การศึกษาการแสดงออกของ Antimicrobial peptide ของยนี Crustin, Penaeidin 3 (Litvan 

PEN3) และ LvALF1 ในกุง้ขาวทีÉเลีÊยงดว้ยอาหารสาํเร็จรูปผสมเบตา้กลแูคนและเซลลย์สีตใ์น

ปริมาณทีÉแตกต่างกนั และโปรไบโอติกจากนํÊ าหมกัชนิดต่าง ๆ ดว้ยเทคนิค quantitative Real-Time 

PCR โดยใช ้β-actin เป็นยนีควบคุม (reference gene) ไดผ้ลดงัต่อไปนีÊ  

 

ś.ř การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเม็ดเลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารเสริม

เบต้ากลูแคนและเซลล์ยสีต์ในปริมาณทีÉแตกต่างกัน  

ś.ř.ř  การแสดงออกของยนี Crustin ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารเสริมเบต้ากลแูคนและ

เซลล์ยสีต์ปริมาณทีÉแตกต่างกนั  

 จากการศึกษาการแสดงออกของยนีโดยเทคนิค quantitative Real-time PCR พบว่า 

ในช่วง 7 วนัแรก กุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมเบตา้กลแูคน มีการแสดงออกของยนีชนิดครัสติน 1.5 เท่า 

(up-regulation) เมืÉอเทียบกบักลุ่มควบคุม ขณะทีÉกุง้ทีÉไดรั้บเซลลย์สีตป์ริมาณ 105 และ 107 cells ไม่มี

การแสดงออกของยนีนีÊ  (down-regulation) ส่วนกุง้ทีÉไดรั้บเซลลย์สีตที์É 109 cells มีการแสดงออก

ของยนีเป็น 1.2 เท่าของกลุ่มควบคุม (ภาพทีÉ 3-1) 

 
ภาพทีÉ ś-ř การแสดงออกของยนี Crustin ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมเบตา้กลแูคนและเซลล์

ยสีตป์ริมาณทีÉแตกต่างกนัของ ş วนัและ řŜ วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

                      สาํหรับวนัทีÉ 14 พบว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมเบตา้กลแูคน มีการแสดงออกของยนี

ชนิดครัสติน 1.6 เท่า (up-regulation) ขณะกุง้ทีÉไดรั้บเซลลย์สีตป์ริมาณ 109 cells ไม่มีการแสดงออก 

(down-regulation) ส่วนกุง้ทีÉไดรั้บเซลลย์สีตป์ริมาณ 105 และ 107 cells มีการแสดงออก (up-

regulation) เป็น 1.3 เท่า และ 1.4 เท่า ตามลาํดบั (ภาพทีÉ ś-ř) 

 อยา่งไรก็ตาม เมืÉอเปรียบเทียบผลระหว่างช่วง 7 วนั และ14 วนั พบว่า การทดลองทีÉ 14 

วนั กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมยสีตที์Éระดบัต่าง ๆ มีแนวโนม้การแสดงออกของยนีครัสตินเพิÉมขึÊน (up-

regulation) มากกว่าวนัทีÉ 7 โดยทีÉยสีตที์Éระดบั 107 cells มีการแสดงออกของยนีมากทีÉสุด เมืÉอ

เปรียบเทียบกบัอาหารผสมเซลลย์สีตด์ว้ยกนั (ภาพทีÉ ś-ř) 

ś.ř.2  การแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารเสริมเบต้ากลแูคน

และเซลล์ยสีต์ปริมาณทีÉแตกต่างกนั  

  การศึกษาการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค quantitative Real-Time PCR พบว่าใน

ระยะเวลา ş วนั กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมเบตา้กลแูคน  มีการแสดงออก (up-regulation) ของยนี Litvan 

PEN3 เป็น 1.13 เท่า ในขณะทีÉกุง้ทีÉไดรั้บเซลลย์สีตจ์ากชานออ้ย ทีÉระดบัความเขม้ขน้105, 107 และ

109 cells ไม่มีการแสดงออก (down regulation) (ภาพทีÉ 3-2) 

ภาพทีÉ 3-2 การแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมเบตา้กลแูคนและ

เซลลย์สีตป์ริมาณทีÉแตกต่างกนัของ ş วนัและ řŜ วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

  สาํหรับวนัทีÉ 14 พบว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมเบตา้กลแูคน มีการแสดงออก (up-

regulation) ของยนี Litvan PEN3  เป็น 2.45 เท่า  และเซลลย์สีตจ์ากชานออ้ย ทีÉระดบัความเขม้ขน้

řŘŝ, řŘş และřŘš cells มีการแสดงออก (up-regulation) ของยนี เป็น 1.59, 1.31 และ 1.54 เท่า 

ตามลาํดบั (ภาพทีÉ ś-2) อยา่งไรก็ตาม เมืÉอเปรียบเทียบผลระหว่างช่วง 7 วนั และ14 วนั พบว่า การ

ทดลองทีÉ 14 วนั การแสดงออกของยนี Litvan PEN3  มีแนวโนม้เพิÉมขึÊน (up-regulation) มากกว่า

วนัทีÉ 7 (ภาพทีÉ ś-2) 

ś.ř.ś  การแสดงออกของยนี LvALF1 ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารเสริมเบต้ากลแูคนและ

เซลล์ยสีต์ปริมาณทีÉแตกต่างกนั  

  การศึกษาการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค quantitative Real-Time PCR พบว่าใน

ระยะเวลา ş และ řŜ วนั กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมเบตา้กลแูคน และเซลลย์สีตจ์ากชานออ้ย ไม่มีการ

แสดงออก (down-regulation) ของยนี LvALF1 (ภาพทีÉ 3-3) 

 

 
ภาพทีÉ ś-ś การแสดงออกของยนี LvALF1ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมเบตา้กลแูคนและเซลล์

ยสีตป์ริมาณทีÉแตกต่างกนัของ ş วนัและ řŜ วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ś.2 การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเม็ดเลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารผสมโปร

ไบโอตกิจากนํÊาหมักชนิดต่าง ๆ 

การแสดงออกของ Antimicrobial peptide ของกุง้ขาวแวนนาไมทีÉไดรั้บจากอาหารเสริม

โปรไบโอติก ในรูปแบบต่าง ๆ คือ นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง, นํÊ าหมกัสบัปะรด และนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล 

(Super biotic) โดยมีระดบัความเขม้ขน้ของเชืÊอจุลินทรีย ์109 cells/ml ไดผ้ลการทดลองดงัต่อไปนีÊ  

ś.2.ř  การแสดงออกของยนี Crustin ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารผสมโปรไบโอตกิจากนํÊา

หมกัชนดิต่าง ๆ 

  จากการศึกษาพบว่า ทีÉระยะเวลา 7 วนั ไม่มีการแสดงออกของยนีครัสติน (down-

regulation) ในทุกกลุ่มการทดลอง ในขณะทีÉวนัทีÉ řŜ ของการใหอ้าหารเสริม พบว่ากุง้ทีÉไดรั้บ

อาหารผสมนํÊ าหมกัมีการแสดงออกของยนีครัสติน (ภาพทีÉ 3-4) 

 

 
ภาพทีÉ 3-4 การแสดงออกของยนี Crustin ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก ระยะเวลา 

7 และ 14 วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

สาํหรับวนัทีÉ řŜ พบว่ากุง้ขาวแวนนาไมทีÉเลีÊยงดว้ยอาหารผสมโปรไบโอติกชนิด   ต่าง ๆ มี

การแสดงออกของยนีครัสติน (up-regulation) โดยกุง้ทีÉเลีÊยงดว้ยอาหารกุง้สาํเร็จรูปผสมกบันํÊ าหมกั

สบัปะรดมีการแสดงออกของยนีครัสตินสูงทีÉสุด (1.76 เท่า) รองลงมา คือ นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง 

(1.66 เท่า) และ Super biotic (1.17 เท่า) ตามลาํดบั เมืÉอเทียบกบัชุดควบคุม (control) 

ś.2.Ś  การแสดงออกของยนี LitvanPEN3  ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารผสมโปรไบโอติ

กจากนํÊาหมกัชนดิต่าง ๆ 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ดว้ยเทคนิค quantitative Real-

Time PCR ทีÉระยะเวลาการเลีÊยง 7 วนั พบว่าไม่มีการแสดงออกของยนีครัสติน (down-regulation) 

ในทุกกลุ่มการทดลอง (ภาพทีÉ ś-ŝ) 

 
ภาพทีÉ 3-5 การแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก 

ระยะเวลา 7 และ 14 วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 

 

  สาํหรับวนัทีÉ 14 พบว่า กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติกจากนํÊ าหมกัสบัปะรดมี

การกระตุน้การแสดงออกของยนี LitvanPEN3 สูงทีÉสุด (ř.ŠŞ) รองลงมาคือนํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง 

(ř.Ŝş) และ Super biotic (1.21) (ภาพทีÉ ś-ŝ) 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ś.2.ś  การแสดงออกของยนี LvALF1  ในเมด็เลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารผสมโปรไบโอตกิจากนํÊา

หมกัชนดิต่าง ๆ 

  การศึกษาการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค quantitative Real-Time PCR พบว่าใน

ระยะเวลา ş และ řŜ วนั กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติกจากนํÊ าหมกัชนิดต่าง ๆไม่มีการ

แสดงออก (down-regulation) ของยนี LvALF1 (ภาพทีÉ 3-Ş) 

 
ภาพทีÉ 3-6 การแสดงออกของยนี LvALF1ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก ระยะเวลา 

7 และ 14 วนั โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 
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Ŝ. อภปิรายผลการวิจยั 

Ŝ.ř การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเม็ดเลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารเสริม

เบต้ากลูแคนและเซลล์ยสีต์ในปริมาณทีÉแตกต่างกัน   

จากการศึกษาการแสดงออกของยนี Crustin และ LitvanPEN3 ในเมด็เลือดกุง้ทีÉไดรั้บ

อาหารผสมเบตา้กลแูคนและอาหารผสมเซลลย์สีตใ์นปริมาณเซลลที์Éแตกต่างกนั พบว่า การให้

อาหารเสริมเบตา้กลแูคนมีการแสดงออก (up-regulation) ของยนี Crustin และ LitvanPEN3 มาก

ทีÉสุด ซึÉงอาจเกิดจากโครงสร้างของกลแูคน ทีÉมีขนาดเลก็ ประกอบดว้ยโมเลกุลของนํÊ าตาลทีÉมีขนาด

เลก็ เช่น กลโูคส ซึÉงจะง่ายต่อการดดูซึมเขา้สู่กระแสเลือด (Manner et al., 1973) นอกจากนีÊ  เบตา้

กลแูคนเป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีÉเหมาะสมของกุง้ เนืÉองจากเมด็เลือดกุง้มีรีเซ็ปเตอร์(receptor) 

สาํหรับเบตา้กลแูคนมี ไดแ้ก่ dectin-1 และ toll-like receptor (TLR)-2 ซึÉงจะกระตุน้ Syk และ Raf-1 

การกระตุน้นีÊ มีผลต่อกลไกการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั (Goodridge et al. , 2009)  จากการศึกษา 

Time series expression ของยนีครัสตินในกุง้ขาว (ขนาด 15-20 กรัม) ทีÉไดรั้บเบตา้กลแูคนทีÉสกดั 

จาก Schizophyllum commune (Taito co. Ltd, Tokyo, Japan) 2 กรัมต่อกิโกรัมอาหาร พบว่าการ

แสดงออกของ mRNA ของครัสติน มีการแสดงออกมากทีÉสุดใน 24 ชั Éวโมง และการทดลองของ 

Rattanachai et al. (2004) ทีÉทดลองเสริม peptidoglycan ในอาหารของกุง้ Marsupenaeus japonicas 

พบการแสดงออกของครัสตินตัÊงแต่วนัทีÉ 1 ถึง 7 วนั    นอกจากนีÊ ยงัการทดลองของ Yu-Chi Wang 

et al., 2007 ไดศึ้กษาการแสดงออกในเวลาทีÉแตกต่างกนัของยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของ

กุง้ขาวแวนนาไมในการตอบสนองต่อการไดรั้บอาหาร β-1 ,3-glucan ทีÉสกดัจาก Schizophyllum 

commune ทีÉ 3 ระดบัความเขม้ขน้ (0%, 0.2% และ 1 %) โดยใชเ้ทคนิค Real-time PCR พบว่า กุง้ทีÉ

ไดรั้บการเสริมเบตา้กลแูคนเขา้สู่ร่างกาย ไม่มีการแสดงออก (down- regulation) ของยนี Penaeidin 

เมืÉอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง จากนัÊนจึงมีการศึกษาอยา่งต่อเนืÉองจนถึง        

7 วนั พบว่ากุง้ทีÉไดรั้บการเสริมเบตา้กลแูคนเขา้สู่ร่างกายอยา่งต่อเนืÉองมีแนวโนม้ทางดา้นการ

ตอบสนองทางภูมิคุม้กนัเพิÉมขึÊน พบว่า มีการแสดงออกของยนี Penaeidin (up-regulation)  เมืÉอ

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม รวมทัÊงจารุวรรณ ชินกร (2550) ไดศึ้กษาผลของการเสริมเบตา้กลแูคนใน

อาหารทีÉระดบั 1, 3 และ5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ในกุง้กุลาดาํ โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR พบว่ายนี 

Penaeidin มีการแสดงออกอยา่งเห็นไดช้ดัเจนตัÊงแต่วนัทีÉ ś ของการทดลองและยนีมีการแสดงออก

ไดสู้งทีÉสุดในวนัทีÉ řŜ ของการใหอ้าหารเสริมเบตา้กลแูคน เมืÉอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
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ในการทดลองทีÉ 14 วนัจะเห็นว่าการแสดงออกของยนี Crustin และ LitvanPEN3 ในกุง้ทีÉ

ไดรั้บอาหารผสมยสีตที์Éระดบัต่าง ๆ พบว่ามีแนวโนม้เพิÉมขึÊน (up-regulation) มากกวา่วนัทีÉ 7 โดย

ยสีตที์Éระดบั 107 เซลลต่์อกิโลกรัมอาหาร มีการแสดงออกของยนีมากทีÉสุด เมืÉอเปรียบเทียบกบั

อาหารผสมยสีตด์ว้ยกนั สาํหรับอาหารผสมยสีต ์105 เซลลต่์อกิโลกรัมอาหาร มีปริมาณนอ้ยเกินไป

อาจจะไม่กระตุน้ และอาหารผสมยสีต ์109 เซลลต่์อกิโลกรัมอาหาร มีปริมาณทีÉมากเกินไปอาจ

ส่งผลใหเ้กิดการยบัย ัÊง ดงันัÊนจากงานวจิยันีÊ แสดงใหเ้ห็นว่า ปริมาณสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีÉเหมาะสม

จะมีประสิทธิภาพต่อการกระตุน้ภูมิคุม้กนั 

กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมยสีต ์มีการผลิต Crustin และ LitvanPEN3 ไดเ้พิÉมขึÊน เมืÉอมีการให้

อยา่งต่อเนืÉอง ซึÉงในการทดลองนีÊพบว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารเสริมดว้ยเซลลย์สีตใ์นวนัทีÉ řŜ มีการผลิต 

Crustin และ LitvanPEN3 ไดม้ากกว่าวนัทีÉ ş ซึÉงอาจเป็นไปไดว้่ายสีตมี์การปรับตวัในระยะแรก  

โดยเมืÉอเซลลย์สีตเ์ขา้ไปในร่างกายของสตัวน์ํÊ า เซลลย์สีตจ์ะมีการปรับตวักบัสิÉงแวดลอ้มใหม่ ระยะ

ต่อมาเซลลย์สีตจ์ะเริÉมมีการแบ่งตวัและเพิÉมจาํนวนขึÊน  นอกจากนีÊ  รายงานของ Antony et al. (2011) 

ทดลองใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเพืÉอศึกษาการแสดงออกของยนีครัสตินในกุง้ขนาด 20-25 กรัม โดย

ใช ้0.2% glucan ทีÉสกดัจาก Candida haemulonii S27 glucan และ Candida sake S165 glucan และ 

10%(w/w) ของ marine yeast ทีÉไดจ้าก Candida haemulonii S27 whole cell และ Candida sake 

S165 whole cell พบว่า มีการเพิÉมผลผลิตของ crustin-like AMP ซึÉงยสีต ์C. haemulonii (marine 

yeast) หรือ whole cell เป็นรูปแบบทีÉดีทีÉสุดของการแสดงออกของยนีAMPsหลงัการฉีดเชืÊอ WSSV 

แสดงใหเ้ห็นว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมดว้ยยสีตท์ัÊงเซลล ์(whole cell) มีประสิทธิภาพการแสดงออก

ของ AMPs มากกว่ายสีตส์กดั   

จากการทดลองผสมเบตา้กลแูคนและเซลลย์สีตใ์นครัÊ งนีÊ ยงัไม่พบการแสดงออกของยนี 

LvALF1 อยา่งชดัเจน อาจเนืÉองมาจากการติดตามในระยะเวลาทีÉห่างกนั ซึÉงจากการทดลองของ      

นวนิตย ์คล่องแคล่ว (2552) และ Li et al. (2008) ไดเ้สนอแนะอยา่งตรงกนัว่า การกระตุน้การ

แสดงออกของยนี ALF นีÊ  จะเกิดขึÊนในระยะสัÊนและหายไปอยา่งรวดเร็ว ซึÉงตอ้งมีการติดตามระดบั

ชั Éวโมง และ Nagoshi et al. (2006) ก็ไดร้ายงานว่ายนี ALF มีความแปรปรวนสูง มีการแสดงออก

อยา่งรวดเร็ว  
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4.2 การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเม็ดเลอืดกุ้งทีÉได้รับอาหารผสมโปร

ไบโอตกิจากนํÊาหมักชนิดต่าง ๆ 

การใชโ้ปรไบโอติกในรูปแบบต่าง ๆ  เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั โดยการติดตามการ 

transcription ของ mRNA ของยนี Crustin และ LitvanPEN3 พบว่า วนัทีÉ 7 กุง้ทีÉไดรั้บโปรไบโอติก 

ในทุกรูปแบบ ไม่มีการแสดงออก (down-regulation) ของยนี Crustin และ LitvanPEN3 ซึÉงตรงกนั

ขา้มกบัวนัทีÉ 14 ของการเลีÊยงพบว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติกชนิดนํÊ าหมกัสบัปะรด มีการ

แสดงออกของยนี (up-regulation) นีÊ สูงทีÉสุด รองลงมา คือ นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง และ Super biotic 

ตามลาํดบั ในอาหารหมกัแต่ละสูตรมีจุลินทรียแ์กรมบวก การใชโ้ปรไบโอติกในปัจจุบนัมีส่วนช่วย

ในการเสริมสุขภาพกุง้ทีÉสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น Ś ดา้นใหญ่ ๆ คือ การทาํงานของแบคทีเรียทีÉมี

ประโยชน์ จะเขา้ไปแทนทีÉแบคทีเรียก่อโรค โดยการแยง่อาหาร และหลั Éงเอนไซมที์Éทาํใหแ้บคทีเรีย

ก่อโรคไม่สามารถลงเกาะทีÉผนงัเซลลข์องลาํไสไ้ด ้ และการทาํงานอีกดา้นหนึÉงคือ การทาํหนา้ทีÉใน

การกระตุน้ภูมิคุม้กนั โดยเมืÉอแบคทีเรีย เขา้สู่ร่างกายกุง้จะมีการทาํงานของโปรตีนกลุ่ม Pattern 

recognition receptors (PRRs) ทีÉเกิดจากการเหนีÉยวนาํของโปรตีนในกลุ่ม specific pattern 

recognition proteins (PAMPs) ทีÉมาจากแบคทีเรีย และต่อมาจะกระตุน้ signaling pathways ของการ

ตอบสนองทางภูมิคุม้กนั รวมทัÊงกระบวนการ phagocytosis, nodule formation, encapsulation และ 

การสงัเคราะห์ของ AMPs ซึÉงจะเห็นไดว้่า การทาํงานของ AMP ตอ้งมีการกระตุน้ดว้ยเชืÊอต่าง ๆ ทีÉ

เซลลเ์มมเบรนของเมด็เลือดก่อน จึงจะเกิดกระบวนการในขัÊนตน้ได ้การศึกษาการใชโ้ปรไบโอติก

ในการกระตุน้การแสดงออกของยนี เริÉมมีการศึกษากนัมากขึÊน เช่นการศึกษาของ (Swapna  et al., 

2011) ไดท้าํการศึกษาการแสดงออกของยนีเปปไทดต์า้นจุลชีพ ชนิดครัสติน ในกุง้กุลาดาํทีÉไดรั้บ

อาหารผสมโปรไบโอติก ทีÉประกอบไปดว้ยกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก กลุ่ม Bacillus sp. และ 

Micrococcus sp. ในขณะทีÉมีการติดเชืÊอไวรัสตวัแดงดวงขาว พบวา่กุง้ทีÉไดรั้บโปรไบโอติก สามารถ

กระตุน้การทาํงานของยนีครัสตินใหเ้พิÉมมากขึÊน เปปไทดนี์Ê จะทาํใหไ้วรัสไม่สามารถสงัเคราะห์สาร

พนัธุกรรมได ้ส่งผลใหอ้ตัราการตายของกุง้ทีÉรับเชืÊอลดลง นอกจากนีÊ ยงัมีการศึกษาของ จนัทร์

ประภา อิÉมจงใจรัก (2553) ไดศึ้กษาคุณสมบติัของเปปไทดต์า้นจุลชีพครัสติน (CrusSp) พบว่ามี

คุณสมบติัในการตา้นเชืÊอแบคทีเรียแกรมบวกได ้และการศึกษาของ (Rattanachai et al. 2004) ได้

ศึกษาการแสดงออกของยนี Crustin-like peptide ในกุง้ M. japonicus จากเมด็เลือด พบว่ามีลาํดบั   

นิวคลีโอไทดค์ลา้ยกบั L. setiferus, L. vannamei และ C. maenas ถึง 80%, 80% และ 44% 

ตามลาํดบั จากการตรวจสอบการแสดงออก ดว้ยวิธี RT-PCR ในอวยัวะต่าง ๆ ไดแ้ก่ หวัใจ เมด็
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เลือด ตบัและตบัอ่อน เหงือก ลาํไสส่้วนหนา้ ลาํไสส่้วนกลาง กลา้มเนืÊอ เนืÊอเยืÉอใตเ้ปลือก และรังไข่ 

พบว่า Crustin ของกุง้มีการแสดงออกในส่วนเมด็เลือดเท่านัÊน นอกจากนีÊ ยงัพบว่า ระดบัการ

แสดงออกของยนี Crustin เพิÉมขึÊนอยา่งมีนยัสาํคญั ทีÉ 1, 3 และ 7 วนั หลงัใหอ้าหารทีÉผสมเปปติโดก

ลยัแคน (ส่วนประกอบของแบคทีเรียแกรมบวก)  

จากการศึกษาครัÊ งนีÊ วนัทีÉ 14 กุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก มีการแสดงออก (up-

regulation) ยนี Crustin และ LitvanPEN3 ในขณะทีÉวนัทีÉ ş ไม่พบการแสดงออกของยนีเหล่านีÊ ในกุง้ 

ซึÉงอาจเป็นไปไดว้่าเชืÊอจุลินทรียน์ัÊน อาจจะมีการปรับตวัเขา้สู่ตวัของกุง้ โดยระยะแรกจะมีการ

สะสมอาหาร การปรับตวักบัสิÉงแวดลอ้มต่าง ๆ ในตวักุง้ และ เพิÉมจาํนวน (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 

2547) อาจส่งผลใหก้ารแสดงออกของยนีนีÊ ไม่พบในระยะแรกของการไดรั้บโปรไบโอติก แต่เมืÉอมี

การกระตุน้ใน  ทุก ๆ วนัจึงทาํใหเ้ชืÊอจุลลินทรียโ์ปรไบโอติกสามารถมีการเพิÉมจาํนวนเชืÊอจุลินทรีย์

เหล่านีÊ  ใหมี้จาํนวนทีÉมากพอ ทีÉจะช่วยในการกระตุน้การสร้าง หรือการแสดงออกของยนี Crustin 

และ LitvanPEN3 ได ้ ซึÉงจากการศึกษาของ จาํเริญศรี ถาวรสุวรรณ และคณะ (2553) ทีÉศึกษา

ประสิทธิภาพของนํÊ ามนักระเทียมต่อความสามารถในการตา้นเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคในกุง้ได ้โดย

การเก็บตวัอยา่งกุง้เพืÉอตรวจวดัการทาํงานของภูมิคุม้กนัและความตา้นทานเชืÊอแบคทีเรียและเชืÊอ

ไวรัสในวนัทีÉ 7 และ 14 ของการเลีÊยง พบว่าหลงัเลีÊยงกุง้ดว้ยอาหารทดลอง 7 วนั ไม่มีความแตกต่าง

ของปริมาณเมด็เลือดระหว่างชุดทดลอง หลงัจากทีÉทดลองเลีÊยงต่อไป 14 วนั พบว่า นํÊ ามนักระเทียม

มีประสิทธิภาพในการตา้นเชืÊอแบคทีเรีย เพิÉมการทาํงานของภูมิคุม้กนั และเพิÉมความสามารถในการ

ตา้นเชืÊอแบคทีเรียในกุง้ขาว การทดลองในครัÊ งนีÊอาจเสนอแนะไดว้่า ถา้ตอ้งการส่งเสริมใหมี้การ

ทาํงานของเปปไทดช์นิด Crustin และ LitvanPEN3 ควรมีการใชโ้ปรไบโอติกอยา่งต่อเนืÉอง 

การศึกษาในครัÊ งนีÊ ยงัพบอีกว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก ชนิดนํÊ าหมกัสบัปะรด มี

การแสดงออกของยนีนีÊ สูงทีÉสุด เพราะในการทดลองนีÊ  เชืÊอทีÉอยูใ่นนํÊ าหมกัชนิดนีÊ  มีแบคทีเรีย      แก

รมบวก ทัÊงหมด ś ชนิด ในขณะทีÉการหมกักากถั Éวเหลืองใหเ้ชืÊอแกรมบวก 2 ชนิด และนํÊ าหมกั

กากนํÊ าตาล ใหแ้บคทีเรียแกรมบวกเพียงชนิดเดียว จึงเป็นไปไดว้่า การทีÉมีเชืÊอหลายชนิดสามารถ

กระตุน้ใหกุ้ง้มีการผลิตเปปไทดช์นิดนีÊ  ไดม้ากกว่าเชืÊอเดีÉยว ซึÉงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 

Enujiugha (2009) ทีÉไดศึ้กษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาดาํ ขนาด řŘ-řŚ กรัม โดยการ

เสริมเชืÊอแบคทีเรียแบบเดีÉยว (Bacillus subtilis) และแบบผสมหลายเชืÊอ (B. subtilis, Micrococcus 

sp. และ Lactobacillus sp.) จากผลการทดลองพบว่ากุง้ทีÉไดรั้บอาหารผสมเชืÊอแบคทีเรียทีÉหลากลาย

ชนิด สามารถกระตุน้ปริมาณเมด็เลือดรวม กระบวนการฟาโกไซโทซีส และการสร้างซุปเปอร์

ออกไซดไ์ดม้ากขึÊน รวมทัÊงการตา้นทานเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มวิบริโอ ก็เพิÉมมากขึÊนดว้ยเช่นกนั 
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นอกจากนีÊอาจเป็นเพราะว่าสบัปะรดประกอบไปดว้ยสารอาหารทีÉช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั เช่น 

มีวิตามินซีและวิตามินบีสูง และทีÉสาํคญัมีเอนไซม ์บรอมีเลน (Bromelain) ช่วยยบัย ัÊงการอกัเสบ มี

ฤทธิÍ ช่วยในระบบการยอ่ยอาหาร สามารถยอ่ยโปรตีนใหมี้โมเลกุลเลก็ลง ช่วยลดหรือยบัย ัÊงการ

เจริญของแบคทีเรีย โดยเฉพาะกลุ่มวิบริโอไดดี้ ช่วยเพิÉมประสิทธิภาพในการนาํพาสารอาหาร เขา้สู่

เนืÊอเยืÉอในร่างกาย นอกจากนีÊสบัปะรด ยงัประกอบดว้ย เบตา้แคโรทีน แมงกานีส ปริมาณมาก     

(ชยัวุฒิ สุดทองคง, 2556) การทดลองนีÊ เห็นไดอ้ยา่งชดัเจนว่า การใชแ้บคทีเรียทีÉหลากหลายชนิด

ใหผ้ลในการกระตุน้การแสดงออกของยนีไดดี้กว่าเชืÊอเดีÉยว 

 

ŝ. สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

ŝ.ř สรุปผลการวจิยั 

ř. อาหารเสริมเบตา้กลแูคน และเซลลย์ีสต์ (whole cell yeast)  สามารถกระตุน้ให้กุง้มีการ

ผลิต antimicrobial peptide ชนิด Crustin และ Penaeidin ได ้ 

Ś. อาหารจุลินทรียโ์ปรไบโอติกจากนํÊ าหมกั สามารถกระตุน้ให้กุง้มีการผลิต antimicrobial 

peptide ชนิด Crustin และ Penaeidin (up-regulation) ได้ โดยเฉพาะนํÊ าหมกัจากสับปะรด มี

แนวโนม้กระตุน้การตอบสนองของภูมิคุม้กนั โดยการผลิต AMP ในกุง้ไดดี้ทีÉสุด 

ś. การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั ตอ้งมีการใชอ้ย่างต่อเนืÉอง จึงจะส่งผลต่อประสิทธิภาพใน

การกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกุง้ได ้

Ŝ.  จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า เซลลย์สีตส์ามารถใชเ้ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ขาว

ได ้ถึงแมว้่าประสิทธิภาพการกระตุน้อาจจะไม่ดีเท่าเบตา้กลแูคน แต่เมืÉอพิจารณาถึงตน้ทุนการผลิต 

การใชย้สีตที์ÉเลีÊยงจากชานออ้ยยงัคงมีตน้ทุนถกูกว่ามาก  

5. การใชน้ํÊ าหมกัสปัปะรดเป็นแนวทางเลือกของเกษตรกร ซึÉงมีวิธีการทาํนํÊ าหมกัทีÉง่ายไม่

ซบัซอ้น ใชว้สัดุทีÉหาไดใ้นทอ้งถิÉน และมีราคาถกู จากการศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่า นํÊ าหมกัสบัปะรด 

สามารถใชเ้ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ขาวไดดี้ แต่อยา่งไรก็ตามตอ้งระวงัการปนเปืÊ อนจาก

แบคทีเรียตวัอืÉนทีÉจะเกิดขึÊนจากการหมกั ดงันัÊนจึงตอ้งมีการควบคุมพีเอชใหอ้ยูใ่นช่วง 3.8-4.0 

เท่านัÊน 

ŝ.Ś ข้อเสนอแนะ 

 ř. ผลการทดลองในครัÊ งนีÊ  เป็นการรายงานผลของการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัใน

หอ้งปฏิบติัการ ซึÉงการนาํไปใชใ้นระดบัฟาร์มจะตอ้งมีการศึกษาในระดบัฟาร์มต่อไป 
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 2. การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเป็นวิธีการหนึÉงในการจดัการสุขภาพ การเพาะเลีÊยงกุง้ตอ้ง

อาศยัความเอาใจใส่ตลอดระยะเวลาเลีÊยง 

 

Ş. ผลผลิต  

 - ผลงานตพีมิพ์ในวารสารระดับชาต:ิ อยู่ในระหว่างการดําเนินงาน 
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รายงานสรุปการเงนิ 

เลขทีÉโครงการระบบบริหารงานวิจยั 2557A10802191  สญัญาเลขทีÉ ś/Śŝŝş 

โครงการวิจยัประเภทงบประมาณเงินรายไดจ้ากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผน่ดิน) 

ประจาํปีงบประมาณ พ.ศ. Śŝŝş 

มหาวิทยาลยับูรพา 

ชืÉอโครงการ “การศึกษาการแสดงออกของเปปไทดต์า้นจุลชีพในกุง้ทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใชโ้ปรไบโอติก และสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ” 

ชืÉอหวัหนา้โครงการวจิยัผูรั้บทุน   ดร. มลฤดี  สนธิ   

รายงานในช่วงตัÊงแต่วนัทีÉ   ตุลาคม พ.ศ. ŚŝŝŞ        ถึง กนัยายน พ.ศ. Śŝŝş 

ระยะเวลาดาํเนินการ ř ปี ตัÊงแต่วนัที  ř ตุลาคม พ.ศ. ŚŝŝŞ 

      รายรับ 

จาํนวนเงินทีÉไดรั้บ 

งวดทีÉ ř (ŝŘ%)   291,500   เมืÉอ  กุมภาพนัธ ์Śŝŝş 

งวดทีÉ 2 (ŜŘ%)   233,200   เมืÉอ  มีนาคม ŚŝŝŠ 

งวดทีÉ 3 (1Ř%)   58,300   เมืÉอ   กนัยายน ŚŝŝŠ 

  รวม  ŝŠś,ŘŘŘ  บาท 

      รายจ่าย 

รายการ งบประมาณทีÉตัÊงไว ้ งบประมาณทีÉใชจ้ริง จาํนวนเงินคงเหลือ/

เกิน 

ř. ค่าตอบแทน ŝŠ,śŘŘ ŝŠ,śŘŘ 0 

Ś. ค่าจา้ง řřŜ,ŘŘŘ řřŜ,ŘŘŘ 0 

ś. ค่าวสัดุ śśŚ,ŜŘŘ śśŚ,ŜŘŘ 0 

Ŝ. ค่าใชส้อย ŚŘ,ŘŘŘ ŚŘ,ŘŘŘ 0 

ŝ.ค่าครุภณัฑ ์ Ř Ř Ř 

Ş. ค่าสาธารณูปโภค ŝŠ,śŘŘ ŝŠ,śŘŘ 0 

รวม ŝŠśŘŘ0 ŝŠś,ŘŘ0 Ř 
  

(………………………………………………..) 

                                                                  ลงนามหวัหนา้โครงการวิจยัผูรั้บทุน 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

ขัÊนตอนการเพาะเลีÊยงเชืÊอบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทัÉวไป (TSA) ย้อมสีแกรม ตรวจสอบแบคทีเรีย

วบิริโอในนํÊา/ตบัและตบัอ่อนบนอาหาร TCBS และตรวจสอบลักษณะตบัภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ภาคผนวก ก 

ขัÊนตอนการเพาะเลีÊยงเชืÊอบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทัÉวไป (TSA) ย้อมสีแกรม ตรวจสอบแบคทีเรียวบิริโอใน

นํÊา/ตบัและตบัอ่อนบนอาหาร TCBS และตรวจสอบลกัษณะตบัภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ขัÊนตอนการเพาะเลีÊยงเชืÊอ 

ทาํการเลีÊยงเชืÊอจากนํÊ าหมกัสบัปะรด นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง และนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล โดยทาํ

การ      ปิเปตตวัอยา่งนํÊ าหมกัแต่ละชนิด ชนิดละ 0.1 ml ผสมกบันํÊ าเกลือ 0.9 ml จากนัÊนทาํการ 

Dilution ใหไ้ด ้109  แลว้ปิเปตนํÊ าหมกัลงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ TSA 1 ml บ่มเชืÊอไว ้24 ชั Éวโมง สงัเกต

และบนัทึกขอ้มลู 

 

 

ภาพ ก-1  แสดงการเลีÊยงเชืÊอในอาหาร TSA 

ก. นํÊ าหมกัสบัปะรด บนอาหารเลีÊยงเชืÊอ TSA 

ข. นํÊ าหมกัสบัปะรด บนอาหารเลีÊยงเชืÊอ TSA 

ค. นํÊ าหมกัสบัปะรด บนอาหารเลีÊยงเชืÊอ TSA 
 

 พบว่า นํÊ าหมกัสบัปะรดมีโคโลนีทัÊงหมด ś รูปแบบ นํÊ าหมกักากถั Éวเหลืองมีโคโลนี 2 ชนิด 

และนํÊ าตาลมีโคโลนีรูปแบบเดียว  

 

ก. 

ข. 

ค. 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ขัÊนตอนการตรวจสอบเชืÊอโดยการย้อมสีแกรม (Gram staining) 

 การยอ้มแกรมเป็นเทคนิคในการศึกษาจุลินทรีย ์โดยดูสีทีÉยอ้มติดกบัตวัจุลินทรียล์กัษณะ

การยอ้มติดทีÉตวัเซลลเ์ป็นแบบ differential strain ซึÉงเป็นการใชสี้ยอ้มมากกว่าหนึÉงชนิด สีจะติดตาม

ไซโตพลาสซิมและผนงัเซลลท์าํใหเ้ห็นความแตกต่างระหว่างเซลล ์แบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ได ้

ผูที้Éคิดคน้การยอ้มสีวิธีนีÊ คือ Hans Christian Gram ในปี คศ. 1884 ผลของการยอ้มสีแกรม

ทาํใหจ้าํแนกแบคทีเรียออกได ้2 กลุ่ม คือ 

1. แกรมบวก (Gram Positive) แบคทีเรียทีÉยอ้มติดสีนํÊ าเงินม่วง 

2. แกรมลบ (Gram Negative) แบคทีเรียทีÉยอ้มติดสีแดง 
 

ขัÊนตอนการย้อมสีแกรม 
 

เริÉมตน้จากการป้ายเชืÊอทีÉตอ้งการยอ้มลงบนแผน่สไลด ์ควรใชดิ้นสอเขียนแกว้ช่วยระบุตาํแหน่งทีÉ

ป้าย เพืÉอความสะดวกในการยอ้มและการดูสไลด ์

 

Smear เชืÊอทีÉตอ้งการยอ้มลงบนสไลดที์Éสะอาด ทิÊงใหแ้หง้ จากนัÊนตรึงตวัเซลลด์ว้ยการผา่นเปลวไฟ 

 (ระวงัเซลลจ์ะแตกตายก่อนดว้ย) การตรึงเซลลจ์ะช่วยใหเ้ซลลแ์หง้ติดกบัแผน่กระจกสไลด ์

 

หยด crystal violet บนเชืÊอทีÉ smear นานประมาณ 1 - 2 นาที แลว้เทสีทิÊง 

 

หยดสารละลายไอโอดีนตามลงไปนานประมาณ 2 นาที แลว้เททิÊง  

สารละลายไอโอดีนจะช่วยใหเ้ซลลย์อ้มติดสีไดดี้ขึÊน 

 

ลา้งสีดว้ยเอทิลแอลกอฮอล ์95% นาน 30 วินาที แลว้จึงตามดว้ยนํÊ ากลั Éน 

 

หยดสี Safranin O บนเชืÊอนานประมาณ 15-30 วินาที ลา้งสีดว้ยนํÊ า แลว้จึงมองเซลลผ์า่นทางกลอ้ง

จุลทรรศน ์
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตาราง ก-1 แสดงลกัษณะการเปลีÉยนแปลงระหว่างการยอ้มแกรมของแบคทีเรีย 

สีและสารละลายทีÉใช้ ปฏิกริิยาทีÉเกดิขึÊน 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

1. crystal violet เซลลติ์ดสีม่วง เซลลติ์ดสีม่วง 

2. สารละลายไอโอดนี สารละลายไอโอดีนรวมกบั crystal 

violet เป็นสารประกอบทีÉมีโมเลกุล

ขนาดใหญ่ ภายในเซลลย์งัติดสีม่วง 

สารละลายไอโอดีนรวมกบั crystal 

violet เป็นสารประกอบทีÉมีโมเลกุล

ขนาดใหญ่ ภายในเซลลย์งัติดสีม่วง 

3. เอทธิลแอลกอฮอล์ 

95% 

ไซโตพลาสซึมและผนงั เซลลสู์ญเสีย

นํÊ า จึงเกิดการเหีÉยวหรือหดตวั ทาํใหรู้

ของผนงัเซลลมี์ขนาดเลก็ 

สารประกอบของสีซึÉงมีโมเลกุลชนาด

ใหญ่ไม่สามารถละลายออกมาได ้เซลล์

จึงติดสีม่วง 

สารพวกลิปิดทีÉผนงั เซลลถ์กูละลาย

ออกไป ทาํใหรู้ของผนงัเซลลมี์ขนาด

ใหญ่ขึÊน สารละลายของสีจึงสามารถ

ละลายออกจากเซลลไ์ด ้เซลลไ์ม่ติดสี 

4.Safranin เซลลไ์ม่ทาํปฏิกิริยากบัสีนีÊ  เซลลติ์ดสี

ม่วงตามเดิม 

เซลลติ์ดสีแดงของSafranin 

ทีÉมา : Josephine (1991) 

 จากการยอ้มสีนํÊ าหมกัทัÊง 3 ชนิด พบว่า แบคทีเรียทีÉเกิดขึÊนจากการหมกัของนํÊ าหมกั

สบัปะรด นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือ และนํÊ าหมกักากนํÊ าตาล เป็นแกรมบวก 

 

 

 

 

ภาพ ก-2 เชืÊอโปรไบโอติกทีÉไดจ้ากนํÊ าหมกัแต่ละชนิด 

ก. นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง 

ข. นํÊ าหมกัสบัปะรด 

ค. นํÊ าหมกักากนํÊ าตาล 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตรวจสอบแบคทีเรียวบิริโอในนํÊา/ตบัและตบัอ่อนบนอาหาร TCBS  

 

ภาพทีÉ ก-3 ภาพแบคทีเรีย Vibrio sp. ทีÉเจริญบนอาหาร TCBS จากนํÊ าและตบักุง้ในบ่อเลีÊยงทดลอง 

ตรวจสอบลกัษณะตบัภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ ก-4 ลกัษณะตบัของกุง้ในบ่อเลีÊยงทดลอง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 40x 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

นํÊาหนัก และความยาวของกุ้งขาวแวนนาไม อาหารเหลือ และผลของคุณภาพนํÊา 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ภาคผนวก ข 

นํÊาหนัก (g) ความยาว (cm) กุ้งขาวแวนนาไม อาหารเหลอื และผลของคุณภาพนํÊา 

ตาราง ข-1   การเปลีÉยนแปลงของคุณภาพนํÊ าตลอดระยะเวลาการเพาะเลีÊยง  14 วนั 

พารามเิตอร์ 
วนัทีÉ 

ระดับช่วงของค่าทีÉวดัได้ 

Control Beta-glucan Yeast 105 Yeast 107 Yeast 109 

ออกซิเจนละลายนํÊ า 

(mg/L) 

7 5.1-6.2 5.0-6.2 5.3-6.7 4.7-6.0 5.2-6.7 

14 4.8-7.2 5.6-7.1 5.5-7.5 5.0-7.0 4.7-7.2 

อุณหภูมิ (°C) 
7 20.8-24.8 20.7-25.0 20.9-24.9 21.5-24.8 20.2-24.8 

14 18.8-21.0 18.7-21.2 18.8-20.9 18.9-21.2 17.9-21.3 

พีเอช 7 7.2-7.8 7.0-7.8 7.0-7.9 7.1-7.9 7.0-7.7 

14 7.4-8.0 7.4-8.0 7.2-7.9 7.3-8.0 7.3-7.9 

แอมโมเนีย 

(ppm) 

7 0.04-0.32 0.08-0.32 0.05-0.29 0.14-0.19 0.02-0.31 

14 0.02-0.73 0.14-0.53 0.02-0.61 0.30-0.39 0.02-0.17 

ไนไตร์ท 

(ppm) 

7 0.02-0.03 0.02 0.02 0.02-0.03 0.02-0.03 

14 0.02 0.02 0.01-0.02 0.01-0.02 0.02 

ความเค็ม (ppt) 20-22 

อลัคาไลน์ (ppm) 80-160 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตาราง ข-2  ชั ÉงวดันํÊ าหนกัและความยาวกุ ้

 

ชุดการทดลอง 
วนัทีÉ 7 วนัทีÉ 14 

นํÊ าหนกั(g) ความยาว(cm) นํÊ าหนกั(g) ความยาว(cm) 

Control 9.40±0.79 11.07±0.34 10.83±1.52 12.09±0.44 

Beta-glucan 9.31±0.67 11.48±0.49 10.46±0.91 12.42±1.08 

Yeast 105 9.27±1.59 11.51±0.66 10.51±1.47 12.20±0.48 

Yeast 107 10.71±1.23 11.62±0.37 12.10±1.00 12.40±0.44 

Yeast 109 8.61±1.20 11.40±0.42 10.20±0.92 12.11±0.20 

 

ตาราง ข-3 อาหารเหลือภายในถงัทดลองตลอดระยะเวลาการเลีÊยง (นํÊ าหนกัอาหารแหง้) 

 

ชุดการทดลอง 

วนัทีÉ 7 วนัทีÉ 14 

อาหารทีÉให/้วนั  

(g) 

อาหารเหลือ/วนั 

(g) 

อาหารทีÉให/้วนั 

(g) 

อาหารเหลือ/วนั 

(g) 

Control 12 3.59-8.78 12 2.61-6.82 

Beta-glucan 12 5.60-7.40 12 4.54-5.97 

Yeast 105 12 6.45-10.25 12 4.73-6.31 

Yeast 107 12 4.77-8.63 12 3.91-6.45 

Yeast 109 12 5.17-9.84 12 3.88-7.71 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ตาราง ข-4  นํÊ าหนกั ความยาวของกุง้ทีÉเลีÊยงดว้ยโปรไบโอติก 

 

ตาราง ข-5  อาหารกุง้ทีÉเหลือภายในถงัทดลองระยะเวลาการเลีÊยง (นํÊ าหนกัอาหารแหง้) 

 

 

ชุดการทดลอง 

วนัทีÉ 7 วนัทีÉ 14 

อาหารทีÉให/้วนั 

(g) 

อาหารทีÉเหลือ/วนั 

(g) 

อาหารทีÉให/้วนั 

(g) 

อาหารทีÉเหลือ/วนั 

(g) 

Control 12 3.59-8.78 12 2.61-6.82 

นํÊ าหมกัสบัปะรด 12 7.82-3.77 12 8.51-5.72 

นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง 12 6.22-3.90 12 7.99-5.35 

นํÊ าหมกักากนํÊ าตาล 12 6.91-3.18 12 7.07-5.34 

 

 

 

 

 

 

 

ชุดการทดลอง วนัทีÉ 7 วนัทีÉ 14 

นํÊ าหนกั (g) ความยาว (cm) นํÊ าหนกั (g) ความยาว (cm) 

Control 12.33±0.68 10.83±0.80 11.80±0.80 10.10±2.00 

นํÊ าหมกัสบัปะรด 10.09±2.58 11.83±1.06 9.94±1.84 10.90±1.59 

นํÊ าหมกักากถั Éวเหลือง 9.94±1.85 11.67±0.58 9.15±1.82 11.10±0.81 

นํÊ าหมกักากนํÊ าตาล 8.41±2.79 10.85±1.05 9.94±1.88 10.17±1.80 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

 

ตาราง ข-6  การเปลีÉยนแปลงคุณภาพนํÊ าระยะเวลาการเพาะเลีÊยง 14 วนั 

 

 

 

 

 

 

พารามเิตอร์ วนัทีÉ Control กากถัÉวเหลอืง สับปะรด Super biotic 

ออกซิเจนละลายนํÊ า 

(mg/L) 

7 5.1-6.2 4.3-5.9 4.7-5.9 4.9-6.3 

14 4.8-7.2 4.3-6.0 4.6-5.7 4.7-6.0 

อุณหภูมิ 

(°C) 

7 20.8-24.8 20.8-25.0 20.8-25.0 20.8-25.0 

14 18.8-21.0 19.1-23.0 19.3-23.0 19.5-23.0 

พีเอช 7 7.2-7.8 7.4-7.8 7.4-7.8 7.4-7.8 

14 7.4-8.0 7.6-7.8 7.7-8.0 7.7-8.0 

แอมโมเนีย 

(ppm) 

7 0.04-0.32 0.02-0.06 0.02-0.09 0.02-0.03 

14 0.02-0.73 0.06-0.10 0.06-0.08 0.03-0.06 

ไนไตร์ท 

(ppm) 

7 0.02-0.03 0.06-0.07 0.06-0.07 0.05-0.06 

14 0.02 0.06-0.07 0.06-0.07 0.07-0.09 

ความเค็ม 

(ppt) 

7 20-22 20-22 20-22 20-22 

14 20-22 20-22 20-22 20-22 

อลัคาไลน ์

(ppm) 

7 80-160 80-160 80-160 80-160 

14 80-160 80-160 80-160 80-160 
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ภาคผนวก ค 

ลักษณะโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1  และตวัอย่างการคาํนวณข้อมูล 

 โดยวธีิการของ Livak (2-∆∆Cq) 
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ภาคผนวก ค 

ลกัษณะโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1  และตวัอย่างการคาํนวณข้อมูล 

 โดยวธิีการของ Livak (2-∆∆Cq) 

 
ภาพทีÉ ค-1  LightCycler®96 SW1.1 

 

 
ภาพทีÉ ค-2 กราฟแสดงจาํนวนของ product ทีÉเกิดจากการส่งสญัญาณของ SYBR Green I dye เมืÉอมี

การเพิÉมของ product (รูป S shape) ซึÉงจะเปิดแสดงบนโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1       
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ภาพทีÉ ค-3 กราฟแสดงอุณหภูมิทีÉเป็น melting peaks ของ PCR product แต่ละตวั ซึÉงจะเปิดแสดง

บนโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพทีÉ ค-4 แสดงค่า Cq ในโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1 
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ตารางทีÉ ค-1 การคาํนวณขอ้มลูจากโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1 โดยวิธีการของ Livak  

                    (2-∆∆Cq) 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 

 

  วธิีการคาํนวณ 

                  (1)  ∆cq = Cq of Penaeidin – Cq of beta actin (gene reference) 

(ค่า Cq มาจาก โปรแกรม LightCycler®96 SW1.1) 

                   (2)  ∆∆cq  = ∆cq –  mean  ∆cq of control 

                   (3)  จากนัÊนคาํนวณโดยสูตร 2-∆∆cq 

                   (4)  นาํค่าเฉลีÉยแต่ละ pool ของแต่ละชุดการทดลองมาหาค่าเฉลีÉย (Each pool-mean) 

และค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน(SD)  

                   (5)  นาํค่าเฉลีÉยของทุก pool ในชุดการทดลองเดียวกนัมาหาค่าเฉลีÉย(Pool-Mean) และค่า

เบีÉยงเบนมาตรฐาน(SD) จากนัÊนใชค่้าสุดทา้ยไปพลอตกราฟ เพืÉอศึกษาการแสดงออกของยนีทีÉ

ตอ้งการศึกษา  

 

 

 

 

 

 
 



65 
 

 

รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

ประวตัหิัวหน้าโครงการวจิยั 

1.  นางสาวมลฤดี  สนธิ   เลขบตัรประจาํตวัประชาชน  śŞşŘŞ ŘŘŜšś ŞŠŞ 

    Miss Molruedee SONTHI 

ตาํแหน่ง อาจารย ์คณะเทคโนโลยทีางทะเล มหาวิทยาลยับูรพา วิทยาเขตจนัทบุรี 

 ŝş หมู่ ř ถนนชลประทาน ต. โขมง อ. ท่าใหม่ จ. จนัทบุรี ŚŚřşŘ 

 โทรศพัทที์Éทาํงาน:  Řśš-śřŘŘŘŘ 

 โทรศพัทมื์อถือ:    ŘŠ6-1569561 

 โทรสาร:    Řśš-śřŘřŚŠ 

         E-mail: molruedee@buu.ac.th, mamsonthi@gmail.com 

 

Ś.  ประวตักิารศึกษา 

พ.ศ. 2543     วิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา) มหาวิทยาลยับูรพา   

  พ.ศ. 2547     วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (วาริชศาสตร์) มหาวิทยาลยับูรพา  

  พ.ศ. 255Ş      Ph.D (Parasitology, Microbiology) Montpellier University,   

                                       ประเทศฝรัÉงเศส 

 

3. สาขาวชิาการทีÉมคีวามชํานาญ 

- โรคสตัวน์ํÊ า (Fish and shellfish diseases) 

- ภูมิคุม้กนัในสตัวน์ํÊ า (Fish and shellfish immunology) 

- Host-pathogen interaction 

 

4. ผู้อาํนวยการแผนงานวจิยั   

-  ความสัมพนัธ์ระหว่างสิÉงแวดลอ้ม ปริมาณและการถ่ายทอดเชืÊอไวรัสตวัแดง

ดวงขาวในกุง้กุลาดาํ แหล่งทุน:  สาํนกังานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ ประจาํปีงบประมาณ ŚŝŝŘ 

 

5. หัวหน้าโครงการวจิยั และแหล่งทุน   

ř.  ความสมัพนัธร์ะหว่างปริมาณเชืÊอไวรัสตวัแดงขาว (white spot syndrome virus, 

WSSV) กบัการถ่ายทอดโรคในกุง้กุลาดาํ แหล่งทุน:  สาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ 

ประจาํปีงบประมาณ ŚŝŝŘ 
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รายงานวิจัยฉบบัสมบรูณ์: การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ต้านจุลชีพในกุ้งทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และไวรัส 

ภายหลงัการใช้โปรไบโอติก และสารกระตุ้นภมิูคุ้มกันชนิดต่าง ๆ 

 

Ś.  การศึกษาภูมิคุม้กนัและการประยกุตใ์ชบี้ตา้กลแูคนในหอยหวาน   Babylonia 

areolata Link 1807  แหล่งทุน:  สาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ ประจาํปีงบประมาณ ŚŝŝŘ 

ś.  ลกัษณะพยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ทีÉเป็น

โรคตายด่วน. แหล่งทุน:  คณะเทคโนโลยทีางทะเล ประจาํปีงบประมาณ Śŝŝŝ งบประมาณ 50,000 

บาท 

Ŝ.  รูปแบบการจดัการฟาร์ม และการควบคุมอินทรียส์ารในบ่อกุง้ของเกษตรกร  

เพืÉอป้องกนัโรคตายด่วน ในกุง้ทะเล แหล่งทุน:  สาํนกังานคณะกรรมการอุดมศึกษา ประจาํปี

งบประมาณ Śŝŝş งบประมาณ 222,000 บาท 

 ŝ.  การศึกษาการแสดงออกของเปปไทดต์า้นจุลชีพในกุง้ทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และ

ไวรัส ภายหลงัการใชโ้ปรไบโอติก และสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ แหล่งทุน:  สาํนกังาน

คณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ ประจาํปีงบประมาณ Śŝŝş งบประมาณ ŝŠŘ,ŘŘŘ บาท และ ŚŝŝŠ 

(ต่อเนืÉอง) งบประมาณ ŞšŘ,ŘŘŘ บาท 

6. การปรากฎของ Covert Mortality Nodavirus ในกุง้ขาวทีÉเลีÊยงในฟาร์มจงัหวดั

จนัทบุรี แหล่งทุน:  คณะเทคโนโลยทีางทะเล ประจาํปีงบประมาณ ŚŝŝŠ งบประมาณ 60,000 บาท 

 

 Ş.  ผลงานวชิาการ 

สุทศัน์  แดงสมสุขเจริญ, นภาพร  เลียดประถม, บญัชา  นิลเกิด และมลฤดี  สนธิ. (ŚŝŝŘ). ผลของ

แอมโมเนียต่อปริมาณเมด็เลือดรวมของหอยหวาน. การประชุมวิชาการประมง ประจาํปี 

ŚŝŝŘ กรุงเทพ. 

วศิน  ยวุนะเตมีย ์และ มลฤดี  สนธิ. (ŚŝŝŚ). ความสมัพนัธร์ะหว่างปริมาณเชืÊอไวรัสตวัแดงขาว 

(white spot syndrome virus, WSSV) กบัการถ่ายทอดโรคในกุง้กุลาดาํ. รายงานวิจยัฉบบั

สมบูรณ์ งบประมาณปี ŚŝŝŘ-Śŝŝř เสนอสาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ. 

ชลี  ไพบูลยกิ์จกุล, มลฤดี  สนธิ, เบ็ญจมาศ  ไพบูลยกิ์จกุล และ บญัชา  นิลเกิด. (ŚŝŝŚ). การศึกษา

ภูมิคุม้กนัและการประยกุตใ์ชเ้บตา้กลแูคนในหอยหวาน   Babylonia areolata Link 1807. 

รายงานวิจยัฉบบัสมบูรณ์ งบประมาณปี ŚŝŝŘ-Śŝŝř เสนอสาํนกังานคณะกรรมการวจิยั

แห่งชาติ. 

มลฤดี  สนธิ และ กรรณิการ์  เชีÉยวชาญยนต.์ (Śŝŝŝ).  ลกัษณะพยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนกุง้

ขาว (Litopenaeus vannamei) ทีÉเป็นโรคตายด่วน. รายงานวจิยัฉบบัสมบูรณ์  คณะ

เทคโนโลยทีางทะเล.  
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มลฤดี  สนธิ และนิศารัตน์  ดาราวิโรจน์. (ŚŝŝŠ).   รูปแบบการจดัการฟาร์ม และการควบคุมอินทรีย์

สารในบ่อกุง้ของเกษตรกร  เพืÉอป้องกนัโรคตายด่วน ในกุง้ทะเล.  รายงานวิจยัฉบบั

สมบูรณ์  ปีงบประมาณ Śŝŝş เสนอสาํนกังานคณะกรรมการอุดมศึกษา.  

Sonthi, M., Toubiana, M., Pallavicini, A., Venier, P. and Roch, P. (2011). Diversity of coding 

sequences and gene structures of the antifungal peptide Mytimycin (MytM) from the 

Mediterranean Mussel, Mytilus galloprovincialis. Marine Biotechnology; 13-857. 

Sonthi, M., Cantet, F., Toubiana, M., Trapani, M.R., Parisi, M.,G., Cammarata, M. and Roch, P. 

(2012). Gene expression specificity of the mussel antifungal mytimycin (MytM). Fish 

and Shellfish Immunology; 32-45. 

Cantet, F., Toubiana, M., Parisi, M.G., Sonthi, M., Cammarata, M. And Roch, P. (2012). 

Individual variability of mytimycin gene expression in mussel.  Fish & Shellfish 

Immunology; 1-4. 

Napaporn Leadprathom, Pornpimon Teangtarn, Kedsiri Ing-Kanorn, Jayakody A. Sumith and 

  Molruedee Sonthi. (2012). Determining the Effect of Sediment Resuspension from the 

Activity of Phenoloxidase in Penaeid Shrimp Post Larvae.  American Journal of 

Environmental Sciences 8; 304-310. 

Molruedee Sonthi, Mylène TOUBIANA and Philippe ROCH. Antifungal peptide, Mytimycin 

(MytM) from Mediterranean mussle (Mytilus galloprovincialis). Burapha 

University International Conference 2013 July 4 - 6, 2013, Pattaya Chonburi Thailand. 

(poster presentation) 

มลฤดี สนธิ,วราวฒิุ สืบเพง็  และบลัลงัก ์เนืÉองแสง. (ŚŘřŜ). ผลของเบต้ากลแูคนต่อองค์ประกอบ

เลือด ระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่จาํเพาะ และความต้านทานโรควิบริโอซิสในปลานิลแดง 

(Oreochromis niloticus x O. mossambicus). นาํเสนอปากเปล่า ในการประชุมวิชาการ

ระดบัชาติวิทยาศาสตร์วิจยั ครัÊ งทีÉ Ş, ŚŘ-Śř มีนาคม Śŝŝş, มหาวิทยาลยับูรพา ชลบุรี.  

มะลิวลัย ์คุตะโค, ทนงศกัดิÍ  โตเจริญ, มลฤดี สนธิ, รชนิมุข หิรัญสจัจาเลิศ และ จนัทร์จรัส วฒันะ

โชติ. (2558). ปริมาณผลผลิตและรูปแบบโปรตีนคอลลาเจนจากเกลด็ปลากระบอกดาํ 

(Liza subviridis) ทีÉสกดัดว้ยเปปซินความเขม้ขน้แตกต่างกนั. แก่นเกษตร 43 ฉบบัพิเศษ 

1; 562-567. 
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7. โครงการซึÉงยงัอยู่ระหว่างดําเนินการ  

  ř.  การศึกษาการแสดงออกของเปปไทดต์า้นจุลชีพในกุง้ทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย  และ

ไวรัส ภายหลงัการใชโ้ปรไบโอติก และสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ แหล่งทุน:  สาํนกังาน

คณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ ประจาํปีงบประมาณ  ŚŝŝŠ  

Ś.  การปรากฎของ Covert Nodavirus ในกุง้ขาวทีÉเลีÊยงในฟาร์มจงัหวดัจนัทบุรี 

แหล่งทุน:  คณะเทคโนโลยทีางทะเล ประจาํปีงบประมาณ ŚŝŝŠ 

 
 


