
 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การศึกษาคณุลักษณะ Complementary DNAs (cDNAs) และการแสดงออกของยีน Anti-
lipopolysaccharide Factors ในกุงกามกราม (Macrobrachium  rosenbergii, de Man) 

 

 Molecular Characterization of Complementary DNAs (cDNAs) and Expression of Anti-
lipopolysaccharide Factor Genes in Giant Freshwater Prawn (Macrobrachium  
rosenbergii, de Man) 

  

นามผูวิจัย  นางสาวนวนิตย  คลองแคลว 
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    

 ( อาจารยประพนัธศักดิ์  ศีรษะภูม,ิ Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( รองศาสตราจารยนนทวิทย  อารียชน, Ph.D. ) 
หัวหนาภาควชิา    

 ( ศาสตราจารยอุทัยรัตน  ณ นคร, Ph.D. ) 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัที่               เดือน                  พ.ศ.                   

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การศึกษาคณุลักษณะ Complementary DNAs (cDNAs) และการแสดงออกของยีน  
Anti-lipopolysaccharide Factors  ในกุงกามกราม  

(Macrobrachium  rosenbergii, de Man) 
 

Molecular Characterization of Complementary DNAs (cDNAs) and Expression of  
Anti-lipopolysaccharide Factor Genes in Giant Freshwater Prawn  

(Macrobrachium  rosenbergii, de Man) 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวนวนิตย  คลองแคลว 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา) 

พ.ศ. 2552    



 

นวนิตย  คลองแคลว  2552: การศึกษาคุณลักษณะ Complementary DNAs (cDNAs) และการ
แสดงออกของยีน Anti-lipopolysaccharide Factors  ในกุงกามกราม (Macrobrachium  rosenbergii, de 
Man)  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา) สาขาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา ภาควิชาเพาะเลี้ยง
สัตวน้ํา  อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: อาจารยประพันธศักดิ์  ศีรษะภูมิ, Ph.D.  124 หนา 
 
 

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor (ALF) ในกุง
กามกราม  โดยใชเทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACEs) และการสืบคนในหองสมุด Comple -
mentary DNA (cDNA) ที่ไดจากเม็ดเลือดและ Androgenic gland ของกุงกามกราม ทําใหสามารถคนพบ cDNAs 
ของยีน ALF ของกุงกามกรามอยางนอย 3 Isoforms คือ Mr-ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 โดยมีลําดับนิวคลี-
โอไทดทั้งหมดของ cDNAs เทากับ 794, 959 และ 833 bp  และเปนสวนของลําดับนิวคลีโอไทดที่สามารถถอด 
รหัสเปนกรดอะมิโน (Open reading frame, ORF) ขนาด 345, 399 และ 366 bp  โดยเปนลําดับของกรดอะมิโน 
114, 132 และ 121 Residues ตามลําดับ เมื่อนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNAs ดังกลาว มาทํานายโครงสราง
ของโปรตีนจะพบตําแหนงของ LPS binding motif ซึ่งมีความสําคัญในการจับกับเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอม ที่
อยูระหวางกรดอะมิโน Cysteine 2 ตําแหนงที่จับกันเกิดเปนพันธะ Disulfide อยูภายในโมเลกุล  อีกทั้งยังมี
บริเวณที่เปน Consensus pattern [(W/T/R)CP(G/S)W(T/A)] เชนเดียวกับยีน ALF ของสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น  
นอกจากนี้ยังพบตําแหนงของ Glycosylation จํานวน 1 ตําแหนงในลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 และ 
Mr-ALF3 อีกดวย  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ 
Mr-ALF ทั้งสาม Isoforms ของกุงกามกราม พบวาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF1 
จะมีความคลาย คลึงกับ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) มากที่สุด  ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยการสราง Phylogenetic tree  สวน Mr-ALF2 จะมีความคลาย คลึงกับ White 
shrimp (Litopenaeus schmitti) และ Kuruma prawn (Marsupenaeus japonicus) มากที่สุด  และ Mr-ALF3 จะมี
ความคลายคลึงกับ American lobster (Homarus americanus) และ Bristled river shrimp (M. olfersii) มากที่สุด  
นอกจากนี้การศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม ดวย
เทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) พบวายีน Mr-ALF1 มีการแสดงออกมาก
ที่สุดในเซลลเม็ดเลือด หัวใจ ทางเดินอาหารสวนกลางและตับและตับออน  สวนการแสดงออกของยีน Mr-
ALF2 มีการแสดงออกมากที่สุดในกลุมของเม็ดเลือด กานตา ทางเดินอาหารสวนตน เหงือกและหัวใจ  และเมื่อ
ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ภาย หลังจากทําการ
ฉีดเชื้อ Aeromonas hydrophila และใหกินอาหารผสมสาร β-glucan ในอัตรา 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ดวย
เทคนิค Quantitative Real-Time PCR พบวาในวันที่ 1 ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 จะ
เพิ่มสูงขึ้นกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แต Mr-ALF2 เทานั้นจะมีระดับการแสดงออกที่
เพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องในวันที่ 3 และวันที่ 7 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  สวน
ระดับการแสดง ออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ภายหลังจากใหกินอาหารผสมสาร β-glucan นั้นจะไม
พบความแตกตางของระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในกลุมทดลองเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมอยางมีนัย สําคัญ (P≥0.05) 
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Full length of complementary DNAs (cDNAs) encoded for anti-lipopolysaccharide factor (ALF) 

genes of giant freshwater prawn were isolated using Rapid Amplification of cDNA Ends (RACEs) technique 
and surveying in cDNA libraries of haemocytes and androgenic gland. At least 3 diffent isoforms (Mr-ALF1, 
Mr-ALF2 and Mr-ALF3) of ALF were discovered. cDNAs of these isoforms contained nucleotide sequences 
of 794, 959 and 833 bp respectively. The open reading frames of these cDNAs were 345, 399 and 366 bp 
(114, 132 and 121 amino acid residues) respectively. Amino acid sequence analysis indicated that these 
cDNAs bearing the LPS binding motif which actually use to bind cell wall components of pathogens were 
identified. This motif was observed to situate between two conserved cysteines at the middle part of the 
protein molecules. The consensus patten [(W/T/R)CP(G/S)W(T/A)] which similar to those of invertebrates 
ALFs  was also found in Mr-ALF1, Mr-ALF2 and Mr-ALF3. In addition, one glycosilation site was shown in 
only Mr-ALF2 and Mr-ALF3. Nucleotide and amino acid sequence analysis demonstrated that Mr-ALF1 was 
closely similar to bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii), corresponding to phylogenetic tree analysis. 
Mr-ALF2 was more similar to white shrimp (Litopenaeus schmitti) and kuruma prawn (Marsupenaeus 
japonicus), while Mr-ALF3 relatively homologued to american lobster (Homarus americanus) and bristled 
river shrimp (M. olfersii).  Tissues expression analysis of Mr-ALF1 and Mr-ALF2 gene investigated by RT-
PCR indicated that Mr-ALF1 gene was highly expressed in haemocytes, heart, mid gut and hepatopancreas. 
On the contrary, Mr-ALF2 gene was observed to be expressed lightly in heamocytes, eyestalk, fore gut, gills 
and heart.  Transcriptinal responses of giant freshwater prawn Mr-ALF1 and Mr-ALF2 to Aeromonas 

hydrophila and β-glucan were investigated by quantitative real-time PCR. Mr-ALF1 was showed to be 
significantly up-regulated only in day 1 after injected with A. hydrophila. Interestingly, Mr-ALF2 showed the 
expression levels higher than that of control (P<0.05) at day 1, 3 and 7 after injection. Transcriptional levels 

of Mr-ALF1 and Mr-ALF2 were also determined in prawns that experimentally fed with β-glucan 
supplemented and normal feed for 14 days.  No significant differences of these ALFs between two prawn 
groups were observed during experimental periods (P≥0.05).  
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Primers และลําดับนิวคลีโอไทดของ Primers ที่ใชในการทดลอง 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF1 ที่มีคา       
E-value สูงสุดใน 5 อันดับแรก  โดยการ BlastN 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF1 ที่มีคา       
E-value สูงสุดใน 5 อันดับแรก  โดยการ BlastX 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF2 ที่มีคา       
E-value สูงสุดใน 5 อันดับแรก  โดยการ BlastX 
ความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF3 ที่มีคา       
E-value สูงสุดใน 5 อันดับแรก  โดยการ BlastX 
การเปรียบเทยีบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms 
ลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ Consensus pattern  ของยนี ALF ของกุง
กามกรามและสัตวไมมีกระดูกสันหลังในกลุม Crustacean  ชนิดอื่น ๆ  
การเปรียบเทยีบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF1 กับสัตวไมมกีระดูกสันหลังในกลุม 
Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 
การเปรียบเทยีบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 กับสัตวไมมกีระดูกสันหลังในกลุม 
Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 
การเปรียบเทยีบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF3 กับสัตวไมมกีระดูกสันหลังในกลุม 
Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 
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แผนที่ของ DNA พาหะ (Cloning vector) และลําดับนวิคลีโอไทดที่อยูในตําแหนง 
Polylinker ของ  pGEM-T  Easy  vector 
แบบแผนของการโคลน Full-length ของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกราม 
(Mr-ALF1)  
แบบแผนการหาลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF2)  
แบบแผนการหาลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF3)  
ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดบัของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF1)  
ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน 
ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-ALF1) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-
ALF1)   
ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดบัของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF2) 
ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน 
ALF2 ของกุงกามกราม (Mr-ALF2) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF2 ของกุงกามกราม (Mr-
ALF2) 
ลําดับนวิคลีโอไทดและลําดบัของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF3) 
ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน 
ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-ALF3) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของยีน ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-ALF3) 
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การเปรียบเทยีบลําดับของกรดอะมิโนของยนี ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม 
Isoforms 
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms 
การเปรียบเทยีบลําดับของกรดอะมิโนของยนี ALF ของกุงกามกรามกับลําดับของ
กรดอะมิโนของยีน ALF ของสัตวไมมีกระดูกสันหลังในกลุม Crustaceans ชนิด
อ่ืน ๆ 
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของ Mr-ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 กับยีนใน
กลุม AMP ของสิ่งมีชีวิตในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ ที่ไดมีการรายงานไวใน 
GenBank database 
การแสดงออกของ Mr-ALF1 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  เปรียบเทียบกับ
การแสดงออกของยีน β-actin โดยใชเทคนคิ RT-PCR 
การแสดงออกของ Mr-ALF2 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  เปรียบเทียบกับ
การแสดงออกของยีน β-actin โดยใชเทคนคิ RT-PCR 
กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ในการศกึษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 
ของกุงกามกราม  โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ในการศกึษาการแสดงออกของยนี Mr-ALF2 
ของกุงกามกราม  โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR     
Dissociation curve ในการศกึษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกราม  
โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
Dissociation curve ในการศกึษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ของกุงกามกราม  
โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
การแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ในเม็ดเลอืดของกุงกามกราม  ภายหลังจากที่ทํา
การกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila 
การแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในเม็ดเลอืดของกุงกามกราม  ภายหลังจากที่ทํา
การกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila 
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การแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ในเม็ดเลอืดของกุงกามกรามภายหลังจากที่ทํา
การกระตุนการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
การแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในเม็ดเลอืดของกุงกามกรามภายหลังจากที่ทํา
การกระตุนการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 

 
95 
 

96 
 
 



 

(6) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ALF = Anti-lipopolysaccharide factor 
AMP = Antimicrobial peptide 
cDNA = Complementary DNA 
RNA = Ribonucleic acid 
PCR = Polymerase chain reaction 
O.D. = Optical density 
CFU = Colony forming unit 
W/V = Weigth by volume 
oC = Degree celcius 
Da = Dalton 
bp = Base pair 
M = Molar 
mM = Milimolar 
μM = Micromolar 
μg = Microgram 
ng = Nanogram 
ml = Mililitre 
μl = Microlitre 
Ala (A) = Alanine 
Arg (R) = Arginine 
Asn (N) = Asparagine 
Asp (D) = Aspartic acid 
Cys (C) = Cysteine 
Glu (E) = Glutamic acid 
Gln (Q) = Glutamine 
Gly (G) = Glycine 
His (H) = Histidine 
Ile (I) = Isoleucine 



 

(6) (7) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 
Leu (L) = Leucine 
Lys (K) = Lysine 
Met (M) = Methionine 
Phe (F) = Phenylalanine 
Pro (P) = Proline 
Ser (S) = Serine 
Thr (T) = Threonine 
Trp (W) = Tryptophan 
Tyr (Y) = Tyrosine 
Val (V) = Valine 
Asx (B) = Asparagine หรือ Aspatic acid 
Glx (Z) = Glutamine หรือ Glutamic acid 
Xle (J) = Leucine หรือ Isoleucine 
Xaa (X) = Unspecified หรือ unknown amino acid 
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การศึกษาคุณลักษณะ Complementary DNAs (cDNAs) และการแสดงออกของยีน 
Anti-lipopolysaccharide Factors  ในกุงกามกราม  

(Macrobrachium  rosenbergii, de Man) 
 

Molecular Characterization of Complementary DNAs (cDNAs) and Expression of 
Anti-lipopolysaccharide Factor Genes in Giant Freshwater Prawn 

(Macrobrachium  rosenbergii, de Man) 
 

คํานํา 
 

 กุงกามกราม (Macrobrachium  rosenbergii, de Man)  เปนสัตวน้ําที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย  จากขอมูลสถิติของกรมประมงพบวาในป พ.ศ. 2548  มี
ผลผลิตกุงกามกรามอยูที่ 31,800 ตัน  คิดเปนมูลคา 4,359.1 ลานบาท  ซ่ึงลดลงกวาป พ.ศ. 2547 ถึง 
1,200 ตัน (กรมประมง, 2550)  ทั้งนี้เนื่องมาจากในระยะ 2-3 ปที่ผานมา  การเพาะเลี้ยงกุงกามกราม
ของประเทศไทยประสบกับปญหาการระบาดของโรคหลายชนิด  โดยเฉพาะอยางยิ่งโรคที่เกิดจาก
เชื้อไวรัสชนดิ Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) และไวรัส Extra small virus (XSV)  
ซ่ึงเปนสาเหตสํุาคัญที่ทําใหเกิดการตายของลูกกุงกามกรามในโรงเพาะฟกเปนจํานวนมาก  และการ
ระบาดของโรคดังกลาวยงัคงทวีความรุนแรงเพิ่มมากขึ้นในปจจุบนั  สงผลใหเกษตรกรที่เพาะพนัธุ
ลูกกุงกามกรามขาดทุนเปนจํานวนมากและสงผลตอเนื่องถึงเกษตรกรผูเล้ียงกุงกามกรามในบอดิน
เกิดการขาดแคลนลูกพันธุที่จะปลอยลงเล้ียง   
 

ดวยสาเหตุดังกลาวนี้ทําใหมผูีเร่ิมสนใจที่จะศึกษาระบบภูมิคุมกันของกุงกามกรามเพิ่มมาก
ขึ้น  เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการแกไขปญหาโรคระบาดของกุงกามกราม  กุงกามกรามเปนสัตว
ไมมีกระดกูสนัหลัง  จัดอยูในกลุม Crustacean ที่มีการศึกษาเกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันที่นอยมาก  
ซ่ึงจากขอมูลการศึกษาในปจจุบันพบวาสัตวในกลุมนี้จะมีระบบภูมิคุมกันเปนแบบไมจําเพาะ
เจาะจง (Non-specific immune response)  โดยอาศัยเซลลเม็ดเลือด (Haemocytes) เปนศูนยกลางใน
การตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่เขามาภายในรางกาย  ซ่ึงทําใหเกดิกระบวนการ   
ตาง ๆ ไดแก  กระบวนการกลืนกินเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis), กระบวนการหอม
ลอมเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม (Nodule formation และ Encepsulation), การแข็งตวัของเลือด 
(Blood clotting) และกระบวนการ Prophenoloxidase (proPO) cascade ที่เกี่ยวของกับยีนในระบบ



 

2 

ภูมิคุมกันหลายชนิด  ซ่ึงในปจจุบันความรูทางดานอณชีูวโมเลกุล (Molecular biology) ไดเขามามี
บทบาทสําคัญในการศึกษาวจิัยทางดานระบบภูมิคุมกันของสัตวชนิดตาง ๆ เพิ่มมากขึ้น  และใชเปน
เทคนิคหรือเครื่องมือในการศึกษายนีหลายชนิด  รวมทั้งยนีในกลุม Antimicrobial peptides (AMPs) 
ที่เปนองคประกอบสําคัญในระบบภูมิคุมกนัแบบที่มีมาตัง้แตกําเนิด (Innate immunity) ของสัตวที่มี
กระดกูสันหลัง สัตวไมมีกระดูกสันหลังและพืช  ซ่ึงเปนที่ทราบกันวายนี AMPs ของสัตวในกลุม 
Crustacean มีอยู 3 กลุมใหญ ๆ ไดแก Crustin, Penaeidin และ Anti-lipopolysaccharide factor 
(ALF) โดย AMPs มีหนาทีห่ลักในการตานทานเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม  ซ่ึงโดยทั่วไปแลวจะมี
ผลตอผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต เชื้อราและโปรโตซัว  ทําให
โครงสรางของผนังเซลลเกิดเปนรูและสงผลใหเกิดการ Lysis ของเซลลตามมา  เมื่อเกิดการบุกรุก
จากเชื้อโรคดังกลาว (Bachère et al., 2000; Hancock and Sahl, 2006) 

 
ดังนั้นในการศกึษาครั้งนี้จึงมวีัตถุประสงคเพื่อทําการศึกษาโครงสราง Complementary 

DNA (cDNA) ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor ของกุงกามกราม  ตลอดจนทําการศึกษา
คุณสมบัติ ลักษณะการทํางานและการแสดงออกของยีนชนิดนี้ในสภาวะตาง ๆ ซ่ึงขอมูลพื้นฐานที่
ไดจากการศึกษาครั้งนี้  จะเปนสวนสําคัญที่จะทําใหเรามีความรูความเขาใจในการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุมกนัของกุงกามกรามมากยิ่งขึ้น  ซ่ึงจะนําไปสูการพัฒนาวิธีการในการปองกันและรกัษา
โรคในกุงกามกรามที่มีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต 
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วัตถุประสงค 

 
 1.  เพื่อทําการโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Complementary DNAs 
(cDNAs) ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor  ของกุงกามกราม 
 
 2.  เพื่อทําการศึกษาโครงสราง คุณสมบัติและลักษณะการทํางานของ cDNAs ของยีน Anti-
lipopolysaccharide factor  ของกุงกามกราม  เมื่อเปรียบเทียบกับสัตวไมมีกระดกูสันหลังชนิดอื่น ๆ  
 
 3.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน Anti-lipopolysaccharide factor  ในอวัยวะตาง ๆ  ของ
กุงกามกราม 
 
 4.  เพื่อศึกษารปูแบบการแสดงออกของยีน Anti-lipopolysaccharide factor  ในเมด็เลือด
ของกุงกามกราม  ภายหลังจากการกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila  และสาร β-glucan   
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การตรวจเอกสาร 

 
1.  ลักษณะทางอนุกรมวิธานและลักษณะทางชีววิทยาของกุงกามกราม 

 
กุงกามกราม  มีช่ือสามัญวา Giant freshwater prawn  และมีช่ือวิทยาศาสตรวา  

Macrobrachium rosenbergii, de Man  หรือมีช่ือเรียกภาษาทองถ่ินของไทยหลากหลายช่ือ เชน กุง
นาง กุงหลวง กุงใหญ กุงกามเกล้ียง เปนตน (ยนต, 2529; สมพงษ, 2546)  ซ่ึง Houlthuis (1995)  ได
จัดจําแนกลักษณะทางอนุกรมวิธานของกุงกามกรามไวดังนี ้

 

Phylum  Arthropoda 
         Class  Crustacea 
              Subclass  Malacostraca 
                    Superorder  Eucarida 
                          Order  Decapoda 
                                Section  Caridea 
                                     Family  Palaemonidae 
                                            Subfamily  Palaemoninae 
                                                  Genus  Macrobrachium 
                                                         Species  rosenbergii 

 
 กุงกามกรามเปนสัตวน้ําไมมีกระดูกสันหลังท่ีมีเปลือกหุมเปนโครงรางแข็งอยูภายนอก 
รางกาย (Exoskelaton) ซ่ึงมีสารไคติน (Chitin) เปนสวนประกอบท่ีสําคัญ  มีเลือดใสไมมีสี  แตเม่ือ
ถูกออกซิไดซแลวจะเปนสีน้าํเงิน  เนื่องจากมีสารพวก Hemocyanin เปนองคประกอบ กุงกามกราม
เปนสัตวสองน้ํา (Catadromous) ขนาดใหญ  อาศัยอยูในน้ําจืดหากินตามบริเวณหนาดินของแมน้ําลํา
คลอง  มีความตองการออกซิเจนสูง  จึงมักพบในท่ี ๆ น้ําไหลและใสสะอาด มีนิสัยชอบเกาะซุก
ซอนตัวอยูตามเสาไมและรากไมตลอดจนโขดหินท่ีจมอยูใตน้ํา กุงกามกรามมีความไวตอแสง 
วองไวปราดเปรียวหลบหลีกศัตรูไดคลองแคลวเม่ือถูกรบกวน  ตามปกติกุงกามกรามจะออกหากนิ
ในเวลากลางคืน สวนในตอนกลางวันจะซุกซอนตัวในแหลงหลบซอน  กินอาหารไดทุกประเภท 
ท้ังอาหารมีชีวติและซากท่ีเนาสลาย ท้ังพืชและสัตว ไดแก เนื้อปลา เนื้อหอย พันธุไมน้ํา เมล็ดขาว
ถ่ัว ตัวออนของแมลง หนอน เปนตน  นอกจากนีย้ังมีนิสัยดุรายกินกันเอง โดยเฉพาะในระยะท่ีกําลัง
ลอกคราบ จะออนแอ ถูกทํารายและเปนเหยื่อของกุงตัวท่ีแข็งแรงกวา (ยนต, 2529) 
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กุงกามกรามมีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปเอเชีย  แพรกระจายอยูท่ัวไปตามแหลงน้ําจืดท่ีมีทางน้ํา
ติดตอกับทะเล  และแหลงน้ํากรอยบริเวณปากแมน้ําลําคลองและทะเลสาบ  พบชุกชุมในประเทศ
ไทย พมา เวียดนาม กัมพูชา มาเลเซีย บังคลาเทศ อินเดีย ศรีลังกา อินโดนีเซียและฟลิปปนส  แต
สําหรับในประเทศไทยนั้นพบกุงกามกรามแพรกระจายอยูเกือบท่ัวทุกภาค  ในภาคเหนือพบกุงชนดิ
นี้ในแมน้ําเมย  ซ่ึงเปนสาขาของแมน้ําสาละวนิของประเทศพมา  สวนภาคกลางมีชุกชุมในลุมแมน้าํ
สําคัญตาง ๆ ไดแก แมน้ําทาจีน แมน้ําเจาพระยา แมน้ําแมกลอง แมน้ําปราณบุรี แมน้ํานครนายก 
และแมน้ําบางปะกง  สวนภาคตะวันออกพบในแมน้ําจันทบุรี แมน้ําเวฬุ แมน้าํระยอง และแมน้ํา
ตราด  ทางภาคใตมีชุกชุมในแมน้ําหลังสวน แมน้ําตาป แมน้ํากระบุรี แมน้ําตรัง แมน้ําปตตานี และ
ทะเลสาบสงขลา (บรรจง, 2535; เรืองวิชญ, 2544)  และในภาคตะวันออกเฉียงเหนอืมีเล้ียงกันใน
จังหวดัขอนแกน กาฬสินธุ มหาสารคาม อํานาจเจริญ รอยเอ็ด และอุบลราชธานี (วณชิยา, 2544) 

 
2.  สถานการณการเพาะเลี้ยงกุงกามกรามของประเทศไทยในปจจุบัน 
 
 การเพาะเล้ียงกุงกามกรามของประเทศไทยเร่ิมตนข้ึนต้ังแตป พ.ศ. 2504  โดยกรมประมง
เร่ิมทําการเพาะเล้ียงกุงกามกรามข้ึนเปนคร้ังแรกและทําการพัฒนาการเลี้ยงกุงกามกรามเร่ือยมา
จนกระท่ังป พ.ศ. 2512  กรมประมงประสบความสําเร็จสามารถเพาะเล้ียงและอนุบาลลูกกุง
กามกรามวยัออนได  ทําใหวงการการเพาะเลี้ยงกุงกามกรามของไทยเจริญเติบโตมากยิง่ข้ึน  สงผล
ใหมีฟารมเพาะเล้ียงกุงกามกรามแพรกระจายอยูท่ัวทุกภมิูภาคของประเทศไทย (กณัฑรีย, 2550) 
 

จากอดีตจนถึงปจจุบันกุงกามกรามยังคงจดัเปนสัตวน้ําท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกจิชนิด
หนึ่งของประเทศไทย  โดยมูลคาการผลิตกุงกามกรามในป พ.ศ. 2548  มีคาเทากับ 4,359.1 ลานบาท  
ซ่ึงมาจากปริมาณผลผลิตกุงกามกรามท้ังส้ิน 31,800 ตัน  ลดลงจากป พ.ศ. 2547  ถึง 1,200 ตัน (กรม
ประมง, 2550)  ปริมาณผลผลิตกุงกามกรามท่ีลดลงนี้  คาดวาเนื่องมาจากการเล้ียงกุงกามกราม
ประสบกับปญหาการผลิตตาง ๆ  ไดแกปญหาเร่ืองตนทุนการผลิตสูงข้ึน ปญหาราคากุงตกตํ่า แต
ปญหาท่ีสําคัญท่ีสุดและยากที่จะปองกนัคือปญหาการระบาดของโรค (พิสิษฐ, 2550)  โดยเฉพาะ
อยางยิ่งโรคหางขาว (White tail disease)  ท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสชนิด Macrobrachium rosenbergii 
nodavirus (MrNV) และไวรัส Extra small virus (XSV) (พุทธรัตน, 2550)  ซ่ึงทําใหลูกกุงกามกราม
ท่ีเพาะพนัธุไดจากโรงเพาะฟกเกิดการตายเปนจํานวนมาก  สงผลตอเนื่องถึงเกษตรกรผูเล้ียงกุง
กามกรามขาดแคลนลูกพันธุท่ีจะปลอยลงเลี้ยง  จึงทําใหปริมาณผลผลิตกุงกามกรามในป พ.ศ. 2548  
ลดลงตามไปดวย  ซ่ึงจากสถานการณการระบาดของโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสท้ังสองชนิดดังกลาว
ยังคงทวีความรุนแรงเพ่ิมมากข้ึนในปจจุบัน 
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3.  โรคของกุงกามกรามท่ีเกิดขึ้นในระหวางการเพาะเลี้ยง 
  

โรคของกุงกามกรามแบงออกเปน 2 ชวง  คือโรคกุงกามกรามในชวงเพาะฟกและอนุบาล  
กับโรคในชวงของการเล้ียง (ยนต, 2529)  ซ่ึงโรคท่ีเกิดข้ึนกับกุงกามกรามในชวงเพาะฟกและ
อนุบาลนั้นมีความคลายคลึงกับชนิดท่ีเกิดข้ึนในลูกกุงทะเล  โดยท่ัวไปแลวโรคท่ีมักเกิดข้ึนกับลูกกุง
กามกรามมีหลายชนิด เชน โรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย  ก็เปนสาเหตุหนึง่ท่ีทําใหกุงตายเปนจํานวน
มาก  โดยจะติดเช้ือแบคทีเรียท่ีผิวเปลือกของลําตัวหรือติดเช้ือภายในระบบตาง ๆ ของรางกาย  ซ่ึง
ชนิดท่ีพบมากในโรงเพาะฟก ไดแก Vibrio spp., Pseudomonas spp. และ Aeromonas spp. 
(Phatarpekar et al., 2002)  สําหรับชนิดท่ีพบมากท่ีสุด คือ Vibrio harveyi  ท่ีกอใหเกิดโรคเรืองแสง
หรือโรคเพชรพลอย  ซ่ึงทําใหลูกกุงกามกรามระยะกอนคว่ําตายดวยอาการเรืองแสง (จิราพรและ
คณะ, 2530)  สวนโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัว  สวนใหญจะเปนโปรโตซัวพวกท่ียึดเกาะที่พบมากคือ 
Zoothamnium sp. และ Epistylis sp.  พบมากในบอเพาะและอนุบาล  และบางคร้ังอาจพบวามี 
Vorticella sp. และ Acineta sp. อีกดวย  ซ่ึงโปรโตซัวเหลานี้จะมีผลทําใหลูกกุงเสียการทรงตัว  ไม
กินอาหาร ออนแอ ถามีมากจะขัดขวางการลอกคราบ  ยับยั้งการเจริญเติบโตละตายในท่ีสุด  
(ไพบูลย, 2544) 
 

โดยในปจจุบันมีรายงานการเกิดโรคชนิดใหมท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัส คือ 
Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) กอโรครวมกบัไวรัสอีกชนิดหนึ่งคือ Extra small 
virus (XSV)  ซ่ึงกําลังเปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหเกิดการตายของลูกกุงกามกรามในโรงเพาะฟกเปน
จํานวนมาก  โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศอินเดีย จีนและไตหวัน  โดยอาการของโรคท่ีพบคือ
กลามเนื้อบริเวณหลังหรือสวนทองมีลักษณะขาวขุน  สามารถสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน  อัตราการ
ตายอาจสูงถึง 100% ภายใน 3-5 วัน (จักรพงศ, 2549; Qian et al., 2003; Sudhakaran et al., 2006) 

 
นอกจากนี้ผลการศึกษาของนิติและคณะ (2548)  ท่ีตรวจพบการติดเช้ือไวรัส MrNV และ 

XSV  ในกุงกามกรามของประเทศไทย  ทําใหทราบวาเช้ือไวรัสท้ัง 2 ชนิดนี้เปนไวรัสชนิด RNA  
สายเดี่ยวมีขนาดของสายพันธุกรรม (Genomes) ประมาณ 2.9 และ 1.3 กโิลเบส  ตามลําดับ  และเม่ือ
ทําการศึกษาทางพยาธิสภาพ  จะพบ Basophilic cytoplasmic inclusions อยูในชองวาง (Vacuoles) 
ภายในเซลลตับและตับออน  บางเซลลจะติดสีน้ําเงินอมมวง (Basophilic-violet intranuclear 
inclusions) อยูในนวิเคลียสท่ีขยายใหญข้ึน (Hypertrophic nuclei) ภายในเซลลของตับและตับออน  
นอกจากนี้ยังพบการตายของกลามเนื้อลาย (Striated muscle necrosis)  ท่ีสวนทอง  หวั  หางและ
รยางคของลูกกุง  บางคร้ังจะพบลักษณะการหดตัวอัดรวมกันแนนของนิวเคลียส (Pyknotic  nuclei)  
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ภายในกลุมของเซลลกลามเนื้อท่ีตาย  และเม่ือศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน
พบอนุภาคของไวรัสมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 22 - 25  นาโนเมตร  พบเซลลเปนจํานวน
มากท่ีเกิด Inclusion bodies  ในเซลลตับและตับออน  และในเซลลกลามเนื้อลายท่ีเกดิการตาย  ซ่ึง
ปจจุบันยังไมมีวิธีการในการรักษาโรคดังกลาว  อยางไรก็ตามวิธีการในการปองกันโรคท่ีเกิดจาก
เช้ือไวรัสท้ังสองชนิดนี้คือการตรวจสอบเช้ือไวรัสท้ังสองชนิดในพอแมพันธุกุงกามกรามกอนท่ีจะ
นํามาผสมพนัธุวางไข  และในลูกกุงวัยออนกอนท่ีจะนําไปปลอยลงเล้ียงในบอดิน  ซ่ึงการ
ตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR พิสูจนแลวพบวาเปนการตรวจสอบท่ีดี เหมาะสมและแมนยําท่ีสุดกวา
วิธีอ่ืน ๆ ในการตรวจวนิิจฉัยเช้ือไวรัสท้ังสองชนิดนี้ (ศุภมาศ, 2549) 
 
 ในสวนของโรคของกุงกามกรามท่ีพบในระหวางการเล้ียงกุงกามกรามขนาดใหญนั้น  เปน
โรคท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรียรวมท้ังโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัว  และในบางคร้ังอาจพบโรคแคระ
แกร็น  โดยลักษณะของกุงกามกรามท่ีเปนโรคดังกลาว  จะมีลักษณะคลายเม็ดสาคูขนาดเล็กบริเวณ
ตับและตับออน  จํานวนของลักษณะท่ีเหมือนเม็ดสาคูนีมี้จํานวนมากนอยแตกตางกนัไป  ซ่ึงกุง
กามกรามท่ีมีเม็ดสาคูเหลานีจ้ะกนิอาหารลดลง  และจากการศึกษาพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อท่ีสราง
เม็ดเลือด (Hematopoietic tissue)  พบวามี Inclusion body  อยูภายในเซลลเหลานี้จํานวนมาก  ซ่ึง
เปนลักษณะคลายกับการติดเช้ือไวรัสท่ีทําใหเกิดโรคแคระแกร็นหรือโรคตัวพิการ (Infectious 
Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV)  ในกุงขาว Litopenaeus vannamei (ชลอ
และพรเลิศ, 2547)    
 

นอกจากนี้การเกิดโรคของกุงกามกรามในระหวางการเล้ียงกุงกามกรามขนาดใหญนัน้อาจ
มีสาเหตุมาจากวิธีการเล้ียงและการจัดการฟารมท่ีไมเหมาะสม  ทําใหคุณภาพน้ําในบอและสภาพ
ของพื้นบอเกดิการเนาเสีย  จึงทําใหเกิดโรคตาง ๆ ข้ึนได เชน โรคเหงือกดํา ท่ีมีสาเหตุมาจากการเนา
เสียของพื้นบอ  เปนตน 
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4.  ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุมครัสเตเชียน  (Crustacean) 
 
 สัตวน้ําในกลุมครัสเตเชียน  เชนกุงและปู  จัดเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Invertebrate)  
ท่ีมีระบบภูมิคุมกันเปนแบบท่ีมีมาต้ังแตกําเนิด (Innate immunity)  โดยมีการตอบสนองตอเช้ือโรค
และส่ิงแปลกปลอมเปนแบบไมจําเพาะเจาะจง (Non-specific immune response)  ซ่ึงสามารถจําแนก
ออกไดเปน 2 ระบบท่ีมีการทํางานรวมกนัอยางใกลชิด คือ ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล (Cellular 
immunity)  และระบบภมิูคุมกันท่ีอาศัยสารนํ้าในเลือด (Humoral immunity) 
 

4.1  ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล 
 
       เซลลท่ีมีบทบาทสําคัญคือเซลลเม็ดเลือด 3 ชนิด คือ Hyaline cell (Hyalinocyte), Semi-

granular cell (Semi-granulocyte) และ Large-granular cell (Granulocyte) ซ่ึงเซลลเม็ดเลือดแตละ
ชนิดจะมีคุณสมบัติแตกตางกันออกไป  ดงันี้ 

  
        4.1.1  Hyaline cell  หรือ Hyalinocyte  เปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด  มีรูปราง
แบน กลม ผิวเรียบ  บางคร้ังอาจพบรูปรางคลายกระสวยหรือพระจันทรเส้ียว  มีนวิเคลียสขนาด
ใหญอยูตรงกลางเซลล  ลักษณะโครงสรางท่ีผิวของเซลลไมพบ Microvilli  หรือเทาเทียม 
(Pseudopodia)  ไมมี Granules  ภายใน Cytoplasm  ขนาดเซลลมีเสนผาศูนยกลาง 6.4 - 8.3  
ไมครอน (ในกรณีท่ีเปนเซลลกลม)  หรือขนาดความกวาง 2.5 - 3.6 ไมครอน  ยาว 6.8 - 13.9 
ไมครอน (ในกรณีท่ีเซลลเปนรูปรีหรือรูปกระสวย) (กิจการและคณะ, 2543)  ภายใน Cytoplasm มี
โปรตีนจําพวก Lysozymes รวมถึง Proteolytic enzyme หลาย ๆ ชนิด  ซ่ึงเปนคุณสมบัติพิเศษของ
เซลล (Söderhäll and Cerenius, 1992)  อีกท้ังยังทําหนาท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการจับกินส่ิง
แปลกปลอมหรือฟาโกซัยโตซิส (Phagocytosis) (วัชริยา, 2549) 
 
 4.1.2  Semi-granular cell หรือ Semi-granulocyte  เปนเซลลท่ีมีรูปรางเปนรูปไขหรือ
กระสวย  นวิเคลียสอยูตรงกลางหรือท่ีขอบ  มีเม็ด Granules  ขนาดเล็กและพบจํานวนนอย  ภายใน 
Cytoplasm  เปนเซลลท่ีเกาะพื้นผิวแกวไดดีมีสวนยื่นของเซลล (Cell process)  หรือเทาเทียม
คอนขางมาก  บริเวณผิวเซลลอาจจะพบ Microvilli บางเล็กนอย  ขนาดเสนผาศูนยกลางของเซลลมี
ความกวาง 4.2 - 6.8 ไมครอน และความยาว 9.0 - 14.2 ไมครอน (กิจการและคณะ, 2543)  ทําหนาท่ี
โดยตรงในกระบวนการ Nodule formation และ Encapsulation  รวมท้ังในกระบวนการ 
Prophenoloxidase  (วัชริยา, 2549) 
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 4.1.3  Large-granular cell หรือ Granulocyte  เปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมีขนาดใหญท่ีสุด  มี
รูปรางเปนรูปไข  นิวเคลียสอยูบริเวณขอบ  ภายใน Cytoplasm  มีเม็ด Granules ขนาดใหญกวาเม่ือ
เทียบกับ  Semi-granular cell  ลักษณะการยดืของเทาเทียมหรือสวนยืน่ของเซลลชนิดนี้เห็นได
ชัดเจน (Bauchau, 1981; วัชริยา, 2549)  ขนาดของเซลลมีเสนผาศูนยกลาง 8-10 ไมครอน  ความ
กวาง  7.2 - 7.8 ไมครอนและความยาว 12.2 - 14.6 ไมครอน (กิจการและคณะ, 2543)  เซลลเม็ด
เลือดชนิดนี้มีหนาท่ีหลักในการทํางานในกระบวนการ Prophenoloxidase (Söderhäll and Cerenius, 
1992)   
 
 ในสวนของกุงกามกรามก็มีรายงานการศึกษาเซลลเม็ดเลือดเชนกนั  พบวาสามารถแบง
เซลลเม็ดเลือดไดเปน 3 ชนิด  เชนเดยีวกับสัตวในกลุม Crustacean  ท่ัวไป  แตเม็ดเลือดชนิด 
Hyaline cell กลับพบวามีปริมาณ Granules  ภายใน Cytoplasm อยูเปนจํานวนมาก  สวนเม็ดเลือด
ชนิดอ่ืนกลับพบวามีเพยีงเล็กนอยเทานัน้  นอกจากนีย้ังพบวา Semi-granular cell และ Large-
granular cell มีความวองไวในกระบวนการ Phagocytosis มากกวา Hyaline cell (Gargioni and 
Barracco, 1998) 
 

4.2  ระบบภมิูคุมกันท่ีอาศัยสารน้ําในเลือด 
 
       ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยสารน้ํานี้เกิดจากการทํางานของหลาย ๆ กระบวนการรวมกัน  

เชน การแข็งตัวของเลือด (Blood clotting)  และการทํางานของโปรตีนบางชนิดในกระบวนการ 
Prophenoloxidase  สามารถทําใหเกิดการสราง Melanin (Melanin formation หรือ Melanization)  
และเกดิกระบวนการ Opzonization  ซ่ึงเปนระบบการปองกันตัวท่ีพบไดในสัตวไมมีกระดูกสัน-
หลังโดยท่ัวไปเชนกัน (ชัยชาญ, 2545 อางถึง Lackie, 1980)  นอกจากนี้ยังเกี่ยวของกับกระบวนการ
การสังเคราะหสารในกลุมของ Antimicrobial peptides อีกดวย (จารุวรรณ, 2550) 

 
5.  กลไกการปองกันเชื้อโรคและส่ิงแปลกปลอมของสัตวในกลุมครัสเตเชียน 
 

5.1  กลไกการรับรูระหวางเซลลโดย  Pattern  Recognition Proteins (PRPs) 
 
       เนื่องจากสัตวในกลุมครัสเตเซียนไมมีการสราง Antibody  (Immunoglobulin)  ซ่ึงใช

ในการจดจํากบัส่ิงแปลกปลอมแบบจําเพาะเจาะจงที่พบในสัตวช้ันสูง  ดังนั้นสัตวในกลุมนี้จะมีการ
ผลิตสารบางอยางเพื่อชวยในการจดจําและจับกับเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมอยางงาย ๆ  สารท่ีวานี้
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เรียกวา “Pattern Recognition Proteins หรือ PRPs”  ดังนัน้ PRPs  จึงมีหนาท่ีหลักในการจดจําและ
ตอบสนองตอเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ีบุกรุกเขามาภายในเซลล โดยการอาศัยการจดจําโมเลกุล
ขนาดเล็กท่ีผิวเซลลของเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม  ซ่ึงโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการรับรูระหวางเซลล
ท่ีสําคัญมีหลายชนิดไดแก Lectin ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีสามารถเช่ือมจับกับคารโบไฮเดรตท่ีเปน
องคประกอบหน่ึงของผนังเซลลซ่ึงประกอบดวย Polysaccharide และ Glycan โดย Lectin จะมี
ความสามารถในการเช่ือมตอกับเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมไดถึง 2 เซลล  ซ่ึงเปนผลเนื่องมาจาก 
Lectin มีคุณสมบัติเปน Bivalent  หนาท่ีหลักของ Lectin ในกลุมของสัตวไมมีกระดกูสันหลังนั้นยัง
ไมเปนท่ีแนชัดนัก  แตมีการสันนิษฐานวา Lectin  จะทําหนาท่ีในการปองกันตัวจากเช้ือโรคและส่ิง
แปลกปลอมได  โดยจะไปเหน่ียวนําทําใหเกิดการจับกนิส่ิงแปลกปลอมท่ีบุกรุกเขามา (Jomori and 
Natori, 1992)  และตกตะกอนเซลลแบคทีเรียและจุลชีพหลายชนิด (Fragkiadakis and Stratakis, 
1997)   

 
       นอกจากนี้ยังพบโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ท่ีเกี่ยวของกับ PRPs ดวย เชน โปรตีนท่ีพบบนผิว

เซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุมพวก Arthropod  ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับ β-1,3 glucan ท่ีเปน
สวนประกอบหลักของผนังเซลลของเช้ือราได  เรียกวา β-1,3 glucan binding protein (βGBP) 
(Söderhäll and Unestam, 1979; Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000; Sritunyalucksana 
and Söderhäll, 2000)  ซ่ึงเม่ือเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ีมีองคประกอบเหลานี้เขามาภายใน
รางกาย PRPs  ชนิด βGBP จะทําปฏิกิริยาโดยการเขาจับเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมนั้น  ทําให
เซลลเม็ดเลือดมีการหล่ังเอนไซมและโปรตีนชนิดตาง ๆ ท่ีอยูภายใน Granules ออกมา 
(Degranulation)  อีกท้ังยังชวยในการเพิ่มประสิทธิภาพในการทํางานของกระบวนการ 
Prophenoloxidase  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Unestam and Söderhäll (1997)  ท่ีรายงานวา β-1,3 
glucan สามารถไปกระตุนระบบ Prophenoloxidase  ในกุง Crayfish ได  นอกจากนีย้งัพบ PRPs ท่ี
สามารถทําปฏิกิริยากับ Lipopolysaccharide  ซ่ึงเปนองคประกอบหลักท่ีพบบริเวณผิวเซลลของ
แบคทีเรียแกรมลบ  เรียก PRPs  ชนิดนี้วา Lipopolysaccharide binding protein (LPBP) เปนตน 
(เสาวลักษณ, 2550) 
  

5.2 กระบวนการ Prophenoloxidase  (Prophenoloxidase activating system) 
 
       เปนกระบวนการท่ีมีความสําคัญในระบบภูมิคุมกันของครัสเตเซียน  เปนกระบวนการ

ทําลายเช้ือโรคและควบคุมการแพรกระจายของเช้ือโรค  ซ่ึงกระบวนการ Prophenoloxidase นี้จะ
ประกอบดวยเอนไซมท่ีสําคัญคือ Phenoloxidase (PO)  ซ่ึงอยูในรูปของ Proenzyme  ท่ีเรียกวา 
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Prophenoloxidase (proPO)  กระบวนการนี้สามารถพบไดใน Granules  ของเซลลเม็ดเลือดท้ัง 
Semi-granular cell และ Large-granular cell  เม่ือถูกกระตุนดวย β-1,3 glucan (Vetvicka and Sima, 
2004; Marques et al., 2006)  Lipopolysaccharide (Okumura, 2007)  และ Peptidoglycan  
(Rattanachai et al., 2005)  ซ่ึงอาศัยกลไกการรับรูระหวางเซลลผานทาง PRPs ท้ังหลาย  จะทําให
เกิดการปลอย Granules  ซ่ึงมีสารตาง ๆ ออกมาภายนอกเซลล  รวมท้ัง Prophenoloxidase  ท่ีจะถูก
เปล่ียนไปเปน Phenoloxidase  ซ่ึงอยูในรูป Active form  และสามารถยึดจับกับผิวของจุลชีพได  
โดยอาศัยเอนไซมท่ีเรียกวา proPO-activating enzyme (PPAE)  และโคแฟกเตอร Serine proteinase 
homologues (SPHs)  ท่ีถูกปลอยออกมาพรอมกับ Prophenoloxidase  ซ่ึงท้ัง PPAEs  และ SPHs  
สามารถรวมกันไดเปน proPO-activating factor (PPAFs)  หลังจากนัน้ Phenoloxidase  จะเรง
ปฏิกิริยา Hydroxylation  เปล่ียน Tyrosinase  ใหเปน Dihydroxylation  และออกซิไดซ  
Dihydroxyphenylalanin (DOPA)  ใหเปนสารประกอบ Quinone  หลังจากนั้น Quinone  จะ
เปล่ียนไปอยูในรูปของ Dopachrome  เกาะรวมตัวกันเกดิเปนเม็ดสีดําหรือ Melanin  และ Toxic 
metabolites  ตัวอ่ืน ๆ ในท่ีสุด  นอกจากนี้ Melanin ยังทําหนาท่ีชวยยับยั้งหรือปองกนัการ
เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียอีกดวย (เสาวลักษณ, 2550)   

 
       ในสภาพปกติท่ีเซลลเม็ดเลือดยังไมพบกับเช้ือโรค  การทํางานของกระบวนการ 

Prophenoloxidase  นี้จะมีประสิทธิภาพต่ํา  แตเม่ือเซลลเม็ดเลือดไดสัมผัสกับเช้ือโรคแลว  
กระบวนการนี้จะถูกกระตุนโดยอาศัยการทํางานของเอนไซมหลาย ๆ  ชนิดอยางรวดเร็ว  สําหรับ
การศึกษาท่ีเกีย่วกับกระบวนการ Prophenoloxidase  ในสัตวกลุมครัสเตเชียนนัน้  ไดมีการรายงาน
ผลการศึกษาในสัตวกลุมนี้ไวหลายชนิดท้ังในระดับอณชีูววิทยาและระดับของโปรตีน  เชน  
การศกึษาการทํางานของเอนไซม Phenoloxidase  ของกุง Penaeus californiensis  หลังจากท่ีทําการ
กระตุนดวย β-1,3 glucan  และยังสามารถจําแนก βGBP  ไดจาก Plasma  โดยการใช Polyclonal 
antibody  ตอ βGBP  จาก P. paulensis (Vargas-Albores et al., 1996)  และนอกจากนี้ยังมีการศกึษา
ในกลุมของ European crayfish Astacus astacus (Söderhäll and Unestam, 1979; Unestam and 
Söderhäll, 1997),  P. monodon (Sung et al., 1998) และ Macrobrachium rosenbergii (Liu et al., 
2004; Lu et al., 2006) อีกดวย 
 

5.3 การแข็งตัวของเลือด (Blood clotting) 
 

       เปนกลไกที่สําคัญท้ังในสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดกูสันหลัง  เพื่อ
ปองกันการติดเช้ือจากภายนอกและปองกันการสูญเสียเลือดจากการเกิดบาดแผลของรางกาย  ซ่ึง
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กระบวนการนี้เกิดข้ึนโดยเม็ดเลือดชนิด Hyaline cell  มีการหล่ังเอนไซม Tranglutaminase หรือ 
TGase  ออกมา  เพื่อไปเปล่ียนแปลงโครงสรางของ Clottable protein หรือ Coagulogen  ตรงบริเวณ
ท่ีเกิดบาดแผล  ทําใหเกิดปฏิกิริยา Polymerization  ไดเปนเจลหรือโครงขายของโปรตีนปดบริเวณ
บาดแผล  เพื่อปองกันส่ิงแปลกปลอมจากภายนอกเขาสูรางกาย  รวมทั้งการสูญเสียของเหลวภายใน
รางกายอีกดวย (เสาวลักษณ, 2550) 
 
        นอกจากนี้ยังพบวากระบวนการแข็งตัวของเลือดนี้จะเกดิข้ึนพรอมกับกระบวนการ
สรางเม็ดสี (Melanization)  ท่ีเกดิข้ึนในกระบวนการ Prophenoloxidase (Sritunyaluksana and 
Söderhäll, 2000)  ในบางคร้ังการท่ีเลือดไมสามารถแข็งตัวไดนั้น  อาจเกิดมาจากการท่ีเม็ดเลือด
ชนิด Hyaline cell มีปริมาณลดลงเนื่องมาจากการติดเช้ือจุลินทรียบางชนิด (วัชริยา, 2549) 
 

5.4 การกลืนกินเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม (Phagocytosis) 
 

       เปนกระบวนการการปองกันตัวดานแรก (The first line of defense) และเปน
กระบวนการทีไ่มจําเพาะเจาะจง  เม่ือมีเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมบุกรุกผานเปลือกหรือโครงราง
แข็งภายนอกเขาไปในรางกาย  จะมีเซลลเม็ดเลือดชนิด Hyaline cell  มากลืนกินเช้ือโรคและส่ิง
แปลกปลอมท่ีเปนเซลลหรืออนุภาคเล็ก ๆ เขาไปใน Phagosome  และจะรวมตัวกับ Lysosome  ท่ีอยู
ภายในเซลล  เกิดเปน Phagolysosome  ซ่ึงภายใน Lysosome  นี้จะบรรจุเอนไซมหลายชนิดท่ีทํา
หนาท่ียอยสลายเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมหรือท่ีเรียกวา Acid hydrolases  ซ่ึงรวมถึงเอนไซม 
DNases, RNases, Proteases, Phophatases และ Lipases ท่ีสามารถยอยและลดขนาดของโมเลกุลของ
เช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมลงใหเหลือเปนหนอยยอย ๆ  หลังจากนัน้เช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ี
ถูกยอยสลายแลวจะถูกปลอยออกสูภายนอกเซลล (วัชริยา, 2549) 

 
 เม่ือ Phagocyte  เขาจับกับอนุภาคของส่ิงแปลกปลอมท่ีบริเวณผิวเซลล  จะเกิดการ
กระตุนการโอบลอมรอบอนุภาค  โดยเยื่อหุมเซลลของ Phagocyte เกิดเปน Phagosome ตอมาจะเกิด
การสราง Superoxide  ท่ีเรียกวากระบวนการ Respiratory burst  หรือการแตกตัวของออกซิเจน 
(Oxygen burst) ของ Phagocyte  ซ่ึงจะเกดิข้ึนเม่ือเม็ดเลือดมีการรับรูและเขาจับกนิเช้ือโรค  โดย
อาศัย Cell adhesion receptor หรือ Peroxinectin  จากนั้นมีการนําเอาออกซิเจนเขาสูเซลลอยาง
รวดเร็ว และเกดิขบวนการ Reduction ของออกซิเจน  เกิดการสราง Superoxide anion (O-

2)  ดวย
เอนไซม NADPH oxidase ซ่ึงตอมาจะเปล่ียนเปน Toxic peroxide ในรูปของ H2O2 โดยเอ็นไซม 
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Superoxide dismutases (SOD) ซ่ึง H2O2 ท่ีเกิดข้ึนจะทําปฏิกิริยากับไอออนอิสระพวก Halides เกิด
เปนกรดท่ีเปนสารพิษ เชน HOCl ท่ีสามารถทําลายเช้ือโรคไดโดยตรง (เสาวลักษณ, 2550) 
 

5.5 การหอมลอมเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม (Nodule formation and Encapsulation) 
 

       เปนกระบวนการท่ีมีความซับซอนมากกวากระบวนการ Phagocytosis ซ่ึงการหอมลอม
เช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมนี้  จะสามารถกําจัดเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดใหญหรือมี
จํานวนมากได  โดยเม่ือมีเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมบุกรุกเขามาภายในรางกายเปนจํานวนมาก  
เกินความสามารถที่กระบวนการ Phagocytosis จะกําจัดได  ก็จะเกดิการสราง Nodule เปนกลุมกอน
มาลอมรอบเซลลของเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมนั้น  เพื่อไมใหเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม
แพรกระจายไปท่ัวรางกาย  ซ่ึงมักพบการสราง Nodule  ท่ีบริเวณของเหงือกและตับ  ในสวนของ
การหอมลอมเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม  โดย Encapsulation จะเกิดข้ึนเม่ือเช้ือโรคและส่ิง
แปลกปลอมท่ีบุกรุกเขามาภายในรางกายมีขนาดใหญ (วชัริยา, 2549)  โดยเซลลเม็ดเลือดชนิด 
Semi-granular cell และ Large-granular cell  เปนเซลลท่ีมีหนาท่ีหลักในการหอมลอมเช้ือโรคและ
ส่ิงแปลกปลอมในกระบวนการนี ้(Ratcliffe et al., 1985)  

 
6.  กลุมยีน  Antimicrobial peptides 
 
 Antimicrobial peptides (AMPs)   เปนโมเลกุลท่ีมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบท่ีมี
มาต้ังแตกําเนดิ (Innate immunity) ในส่ิงมีชีวิตทุก ๆ ชนดิต้ังแตกลุมของแบคทีเรียจนถึงส่ิงมีชีวิต
ช้ันสูงจําพวกมนุษย  ซ่ึง AMPs นั้นจะถูกจําแนกออกเปนหลาย ๆ ชนดิดวยกนั (Bulet et al., 1999; 
Hancock and Diamond, 2000)  AMPs มีลักษณะเปนสารชีวโมเลกุลพื้นฐาน  โดยเปนโมเลกุลท่ีมี
ขนาดเล็ก  มีจาํนวนของกรดอะมิโนประมาณ 150-200 Residues  โครงสรางมีลักษณะเปนสายยาว 
(Amphipathic)  และมีคุณสมบัติเปน Cationic แตก็ยังคงคุณสมบัติท่ีเปน Anionic peptides ไวอยู  
ซ่ึง AMPs มีความหลากหลายและความแตกตางกันของลําดับของกรดอะมิโน  ลักษณะโครงสราง
และกระบวนการในการเกิดปฏิกิริยาอยางมาก  โดยสวนใหญแลว AMPs จะเกิดกระบวนการในการ
ตอตานการทํางานของจุลชีพอยางกวางขวาง  ไดแกเช้ือแบคทีเรียและเชื้อราเสนใย (Filamentous 
fungi)  อีกท้ังยังมีสวนในการยับยั้งการทํางานของไวรัสและปรสิตได (Hancock and Diamond, 
2000; Murakami et al., 1991; Pan et al., 2000)  และอาจจะยับยั้งการเจริญเติบโตของ Tumor cell  
ไดอีกดวย (Cruciani et al., 1991)  ในส่ิงมีชีวิตจําพวก Arthropods ก็พบวา AMPs ยังทําหนาท่ีใน
การตอตานการบุกรุกของจุลชีพไดอยางกวางขวางเชนกนั  คือสามารถตอตานการบุกรุกของเช้ือ
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แบคทีเรียและเชื้อราเสนใย  ซ่ึงมีรายงานในพวกแมลง (Insects),  แมงดาทะเล (Horseshoe crab)  
และในสัตวจําพวกกุง (Shrimp) หลายชนดิเชนกนั (Bachère et al., 2004; Bulet et al., 1999; Vizioli 
and Salzet, 2002)   
 

โดยท่ัวไปแลว AMPs  สามารถจําแนกออกเปน 4 กลุมหลัก  โดยอาศัยหลักการในจําแนก
จากลําดับของกรดอะมิโน  โครงสรางลําดับท่ี 2 (Secondary structure)  และหนาท่ีการทํางานท่ี
คลายคลึงกัน  ซ่ึง Bulet et al. (2004) ไดจําแนก AMPs  ออกเปน 4 กลุม  ดังนี ้

 
กลุมท่ี 1  คือ Linear  basic peptide  ท่ีมีรูปรางเปน Amphipathic α-helice  และไมมี

ตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine  ไดแก Cecropin  ซ่ึงเปน AMPs ชนดิแรกท่ีพบในน้ําเลือดของ
แมลง   

 
กลุมท่ี 2  คือ Peptides  ท่ีมีสวนของพันธะ Disulfide ภายในโมเลกุล 1 ถึง 6 พันธะ  ไดแก 

Defensins  พบในกลุมของ Arthropod  เชนใน Drosophila  จะพบ Drosomycin และ Metchnikowin  
สวน Podisus จะพบ Thanatin  และใน Limulus  จะพบ Tachyplesin, Big defensin, Tachycitin และ 
Anti-lipopolysaccharide factor   

 
กลุมท่ี 3  คือ Peptide ท่ีมีกรดอะมิโนชนิดเดยีวกันซํ้ากัน 1-2 Residues  ไดแก Arginine-, 

Tryptophan-, Histidine-, Glycine- และ Proline-rich peptides  ซ่ึง Glycine-rich peptide เชน 
Attacins, Diptericin และ Sarcotoxins  สวน Proline-rich peptides ไดแก Apidaecins และ Drosocin 

 
และกลุมท่ี 4  คือ Peptide ท่ีไดมาจาก Partial hydrolysis ของโปรตีนท่ีเปน Precursor  

ขนาดใหญ  ไดแก Histone และ Hemocyanin  
 
 โดยท่ัวไปแลวประจุบวกท่ีอยูบนโครงสรางแบบ Amphipathic ชอบท่ีจะไปจับกับประจุลบ
ท่ีอยูบนผนังเซลลของจุลชีพ  ซ่ึงแตกตางจากผนังเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมท่ัวไปจะมี
โครงสรางท้ังประจุบวกและประจุลบอยูในโมเลกุลเดียวกัน (Zwitterionic)  ดังนั้น AMPs จะเกิด 
ปฏิกิริยาท่ีเปนพิษกับจุลชีพแตจะไมเกิดการทําปฏิกิริยากบัสัตวเล้ียงลูกดวยนม  โดยลักษณะเฉพาะ
ของ AMPs คือจะมีความเปนพิษตอจุลชีพบางชนิดเทานัน้  อีกท้ังยังสามารถฆาเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
ขนาดเล็ก  โดยจะสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพไดอยางกวางขวางและยังสามารถตาน 
ทานการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไดอีกดวย (Matsuzaki, 2001)  ซ่ึง AMPs หลาย ๆ ชนิดนั้นจะ
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เกิดปฏิกิริยาท่ีผนังเซลลของจุลชีพเปาหมายไดโดยตรง  ยกเวน AMP ชนิด Nisin Z ท่ีจะใช 
Anchored cell wall precursor lipid II เปน Receptor (Shai and Oren, 2001)  นอกจากนี้ AMPs ยัง
สามารถเกิดปฏิกิริยาและสอดแทรกเขาไปภายในช้ันไขมัน (Lipid bilayer)  ซ่ึงเปนสาเหตุใหผนัง
เซลลของจุลชีพเกิดการยุบตัวลง  ทําใหจุลชีพสูญเสียองคประกอบของผนังเซลลบางประการ  
รวมถึงสูญเสียแหลงพลังงานท่ีใชในการดํารงชีพอีกดวย (กุลยา, 2547)   
 
 ในส่ิงมีชีวิตพวก Arthropods นั้น  AMPs หลาย ๆ ชนดิ ไดมีการแยกและศึกษาคุณสมบัติ
ของยีนในกลุมนี้ในสัตวหลายชนิด  เชนในกลุมของแมลงโดยเฉพาะอยางยิ่ง Drosophila และ
แมงดาทะเล (Chelicerates) (Iwanaga et al., 1998)  ท่ีพบวา AMPs ท่ีสังเคราะหไดสวนใหญจะมา
จากเซลลเม็ดเลือด ซ่ึงถูกเก็บไวใน Cytoplasmic granules  โดยเซลลเหลานี้จะไวตอการถูกกระตุน
ดวย Lipopolysaccharide (LPS)  ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ
และจะตอบสนองตอการกระตุนดวย LPS โดยเกดิกระบวนการ Degranulation ภายใน Granules  
โดยกระบวนการตาง ๆ เหลานี้ของแมงดาทะเลจะแตกตางจากกระบวนการของส่ิงมีชีวิตจําพวก
แมลง (Engström, 1999)  และจะชักนําทําใหเกิดความเสียหายในกระบวนการ AMP Gene 
transcription  สงผลตอกระบวนการการสังเคราะหและกระบวนการหล่ัง AMP ในกระแสเลือด
ตามมา 
  

สวนส่ิงมีชีวิตในกลุมของ Crustaceans นั้นมีรายงานท่ีทําการศึกษาเกี่ยวกับ AMP อยูอยาง
จํากัด  ซ่ึงจากการศึกษาในแมงดาทะเลพบวากลุมของ Tachyplesin และ Anti-lipopolysaccharide 
factor นั้นจะทําปฏิกิริยากับแบคทีเรียแกรมลบ (Aketagawa et al., 1986; Muta et al., 1990; 
Nakamura et al., 1988; Ohashi et al., 1984)  ในป ค.ศ. 1997  พบเปปไทดขนาดเล็กท่ีมีช่ือวา 
Callinectin ซ่ึงเปนชนิดหลักท่ีเกี่ยวของกับการตอบสนองในกระบวนการ Antimicrobial activity  
ไดถูกคนพบในเลือดของปู (Callinectes sapidus) (Khoo et al., 1999)  และในเวลาตอมามีการ
คนพบ AMP กลุมใหมคือ Penaeidins  ท่ีจะทําปฏิกิริยากบัแบคทีเรียแกรมบวกและเช้ือราในกุงขาว 
Litopenaeus vannamei (Destoumieux et al., 1997)  โดย Penaeidin นั้น  มีสวนท่ีเปน Proline rich 
domain  ท้ังทางดานปลาย N-terminal และ Carboxy-terminal  ซ่ึงภายใน Domain จะประกอบดวย
กรดอะมิโน Cysteine 6 residues  ท่ีสามารถจับกันเปนพันธะ Disulfides ได 3 พันธะ  ซ่ึงภายหลัง 
cDNA ของ Penaeidin  ไดถูกศึกษาและทําการแยกมาจากเม็ดเลือดของกุง L. vannamei และ L. 
setiferus (Gross et al., 2001)  และในกุงกลุาดํา Penaeus monodon (Supungul et al., 2004)  สวน 
AMP ท่ีมี Cystein rich และมีน้ําหนกัโมเลกุล 11.5 กิโลดาลตัน (kDa) ท่ีมีช่ือวา Crustin  ไดถูก
คนพบจากการศึกษาในเลือดของปู (Shore crab หรือ Carcinus maenas) (Relf et al., 1999)  และยัง
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พบในกุงอีกสองชนิด คือ L. vannamei และ L. setiferus (Bartlett et al., 2002; Vargas-Albores et 
al., 2004)  นอกจากนี้ยังมีการคนพบเปปไทดท่ีไดมาจากเลือดของ L. vannamei, P. stylirostris และ 
P. monodon  ซ่ึงมีคุณสมบัติในกระบวนการ Antiviral activity อีกดวย (Destoumieux-Garzon et al., 
2001; Patat et al., 2004; Zhang et al., 2004)  และในเวลาตอมามีรายงานวา Histones และ Histone 
derived peptides  ของ L. vannamei เปน Innate immune effectors  เพราะมีความสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได (Patat et al., 2004) 
 
7.  ยีน Anti-lipopolysaccharide factor 
 
 ยีน Anti-lipopolysaccharide factor (ALF) เปนยีนในกลุมของ AMP ชนิดหนึ่ง  โดยในกลุม
ของส่ิงมีชีวิตจาํพวก Arthropods  มีการศึกษาคร้ังแรกใน Amebocytes  ของแมงดาทะเล (Horseshoe 
crab)  Limulus polyphemus และ Tachypleus tridentatus โดยใหช่ือวา LALF และ TALF ตามลําดับ 
(Tanaka et al., 1982; Morita et al., 1985; Aketagawa et al., 1986; Muta et al., 1987)  ซ่ึงยีน ALF 
เปนโปรตีนขนาดเล็ก  ท่ีมีคุณสมบัติเปน Cationic  ทําหนาท่ีในการจับและยับยั้งการทํางานของ
แบคทีเรียแกรมลบ ชนิด R  อยางรุนแรง โดยสามารถจับกับ Endotoxin ท่ีเปนสวนประกอบของ 
Lipopolysaccharide (LPS) ท่ีผนังเซลลแลวขจัดพษิของ Endotoxin ได (Morita et al., 1985)  แตใน
บางคร้ังยังพบวา ALF สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรม
ลบและเช้ือราเสนใยไดอีกดวย (Somboonwiwat et al., 2005; Li et al., 2008)  และยังมีความ 
สามารถในการตอบสนองตอเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ีบุกรุกเขาไปในรางกายไดอยางรวดเร็ว
อีกดวย (Li et al., 2008)   
 
 เม่ือทําการศึกษาลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF  ของแมงดาทะเลสองชนิดคือ L. 
polyphemus และ T. tridentatus  พบวายีน ALF  จะเปน Polypeptides สายเดี่ยว  ท่ีประกอบดวย
กรดอะมิโนจํานวน 101 หรือ 102 Residues  มีกรดอะมิโน Cysteine อยู 2 ตําแหนง  จบักันเกดิเปน
พันธะ Disulfide ภายในโมเลกุล  ทําใหในบริเวณนี้เปนบริเวณของ LPS binding domain  ซ่ึงเปน
บริเวณท่ีมีสําคัญท่ีใชในการจับกับผนังเซลลของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Ried et al., 1996; 
Imjongjirak et al., 2007; Andrä et al., 2004)  โดยวิไลรัตน (2544) และเอกรินทร (2546) ได
ทําการศึกษาน้าํหนักโมเลกุลของยีนชนิดนีใ้นกุงกุลาดํา  พบวามีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 12 กิโล-
ดาลตัน  และจากการศึกษาโครงสราง 3 มิติ  แสดงใหเหน็วาโมเลกุลของโปรตีน ALF นี้มีกลุมหลัก
อยูหนึ่งกลุมท่ีประกอบดวย α-Helices 3 สายท่ีเกาะอยูกบั β-sheet 4 สาย  ทําใหโมเลกุลเปนรูปทรง
ล่ิม  สูง 40 oA และกวาง 28 oA (Hoess et al., 1993)    
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 ในเวลาตอมามีผูทําการศึกษายีน ALF  ของสัตวในกลุม Crustacean เพิม่มากข้ึน  โดย Liu 
et al. (2005)  ไดทําการศึกษายีน ALF จากเซลลเม็ดเลือดของกุง Fenneropenaeus chinensis  พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF  มีความยาวท้ังส้ิน 600 bp  ซ่ึงประกอบดวย
สวนของ Open  reading  frame  มีความยาวเทากับ 369 bp  สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโนได 
123 residues  โดยมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 13,799.16 ดาลตันและมีคา Theoretical  pI  เทากับ 10.3  
และเม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนพบวามีความคลายคลึงกับ L. 
polyphemus และ T. tridentatus  ถึง 56%  ในสวนของการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF  ใน
อวัยวะตาง ๆ โดยใชเทคนิค Northern blot  นั้นพบวายีน ALF  จะมีการแสดงออกมากที่สุดในเซลล
เม็ดเลือด  รองลงมาคือ เหงือกและลําไส  ตามลําดับ 
 
 นอกจากนี้ในการศึกษาของ Nagoshi et al. (2006)  ท่ีทําการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด
ท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF  จากเซลลเม็ดเลือดของกุง Marsupenaeus japonicus  พบวาลําดบั
นิวคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF  มีความยาวท้ังส้ิน 746 bp  ซ่ึงสามารถถอดรหัสเปน
กรดอะมิโนได 123 residues  อีกท้ังในสวนปลายทางดาน 3’ Untranslated region ยังพบตําแหนง
ของ AU rich element motif  (ATTTA) ถึง 4 ตําแหนง  ซ่ึงตําแหนงของ AU rich element motif นี้  
เปนตําแหนงท่ีมีความสําคัญตอการคงสภาพของ mRNA (mRNA stabilizing function)  และใน
การศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ALF  พบวามีความคลายคลึงกับยีน 
ALF ของ Japanese horseshoe crabs มากท่ีสุดถึง 42%  และเม่ือทําการศึกษาการแสดงออกของยีน 
ALF ในอวัยวะตาง ๆ โดยใชเทคนิค RT-PCR  พบวามีการแสดงออกมากท่ีสุดในเซลลเม็ดเลือด  
รองลงมาคือ  Lymphoid organs, หัวใจ  ลําไสและเหงือกตามลําดับ  และเม่ือทําการกระตุนดวย LPS  
พบวาการแสดงออกของยีน ALF ใน Lymphoid organs จะมีการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึนและมีการ
แสดงออกมากที่สุดในช่ัวโมงท่ี 3 หลังจากทําการกระตุน  หลังจากนัน้การแสดงออกของยีน ALF 
จะคอย ๆ ลดตํ่าลงจนกลับมาอยูในระดับปกติท่ีช่ัวโมงท่ี 6 
 
 Imjongjirak et al. (2007)  ไดทําการศึกษาลักษณะของยนี ALF จากหองสมุด cDNA ของ
เซลลเม็ดเลือดของ Scylla paramamosain พบวาลําดับนวิคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน 
ALF มีความยากท้ังส้ิน 614 bp  สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโนได 123 residues  มีน้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 11.18 กิโลดาลตัน  และพบ Conserve cysteines จํานวน 2 residues  อีกท้ังยังพบ
บริเวณท่ีจัดเปนสวนของ  Putative LPS binding domain  ท่ีเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ   เม่ือทําการศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับ
นิวคลีโอไทดกับส่ิงมีชีวิตชนดิอ่ืน  พบวามีความคลายคลึงกับ F. chinensis  มากท่ีสุดถึง 65%  



 

18 

รองลงมาคือ L. vennamei  64%  และ M. japonicus 63%  ตามลําดับ  สวนความยาวท้ังหมดของ 
Genomic DNA นั้นมีความยาวเทากับ 1,075 bp  ซ่ึงจะประกอบดวย 3 Exons และ 2 Introns  โดยยนี 
ALF นี้จะมีการแสดงออกมากท่ีสุดในเซลลเม็ดเลือด  รองลงมาคือลําไสและกลามเนือ้  สวนกานตา
เปนอวยัวะท่ีไมพบการแสดงออกของยีน ALF เลย 
 
 สวนการศึกษาลักษณะและคุณสมบัติของยนี ALF จากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา P. 
monodon  นั้น  มีผูท่ีทําการศึกษาไวหลายรายงาน  ตัวอยางเชน  Somboonwiwat et al. (2005)  ทํา
การสังเคราะห Recombinant protein ของยนี ALF (rALF)  และเม่ือนํา rALF  ท่ีได  มาทําการ
วิเคราะหคุณสมบัติดวยวิธี Anti-microbial assay นั้น  พบวา rALF  มีคุณสมบัติในการตอตานการ
ทํางานของจุลชีพไดอยางกวางขวาง  ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราเสนใย  และยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบได   สวนในการศึกษาของ  Tharntada 
et al. (2008)  ไดทําการศึกษายีน ALF จากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา P. monodon  ในฐานขอมูล 
EST (Expressed sequence tag)  ซ่ึงสามารถจําแนกออกไดเปน 2 กลุม  โดยยนี ALF  ของกลุม A  
จะประกอบดวย 3 Exons และ 2 Introns  และในขณะท่ีกลุม B  จะประกอบดวย 4 Exons และ 3 
Introns  ตามลําดับ 
 
 Li et al. (2008)  ไดทําการศึกษาคุณลักษณะของยีน ALF จากเซลลเม็ดเลือดของ Chinese 
mitten crab (Eriocheir sinensis)  พบวาลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของยีน ALF มีความยาวท้ังส้ิน 
700 bp  มีสวนของ Open reading frame เทากับ 363 bp  ซ่ึงสามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโนได 
120 residues  เม่ือทําการศึกษาการแสดงออกของยีนดังกลาวในอวยัวะตาง ๆ  พบวาอวยัวะท่ีมีการ
แสดงออกของยีน ALF  คือเซลลเม็ดเลือด  หัวใจและอวยัวะสืบพันธุ   และทําการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีน ALF  ดวยเทคนิค Real time RT-PCR  เม่ือทําการกระตุนดวยเช้ือ Vibrio 
anguillarum แลว  พบวายีน ALF  จะมีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนในช่ัวโมงท่ี 2 และช่ัวโมงท่ี 12  และ
ยังพบวายีนชนิดนี้มีความยาวทั้งหมดใน Genomic DNA เทากับ 1,174 bp  ประกอบดวย 3 Exons 
และ 2 Introns  และเม่ือทําการวิเคราะหคุณสมบัติของ Recombinant protein ของยีน ALF แลว
พบวา rALF  ท่ีผลิตไดสามารถตอตานการทํางานของเช้ือแบคทีเรียไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและ
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 
 
 de la Vega et al. (2008)  ไดทําการศึกษาคุณลักษณะของยีน ALF  จากกุงขาว Litopenaeus 
vannamei  แลวพบวายีน ALF ของกุงขาวท่ีทําการศึกษานีมี้ 2 Isoforms  โดย Isoform แรกท่ีพบนัน้
คาดวามีความยาวของลําดับของกรดอะมิโนท้ังส้ิน 120 Residues  สวน Isoform ท่ีสองคาดวามีความ
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ยาวประมาณ 93 Residues  และทําการศึกษาลักษณะการตอบสนองของยีน ALF  ตอเช้ือแบคทีเรีย 
Vibrio penaeicida และ Fusarium oxysporum และเช้ือไวรัส White spot syndrome virus (WSSV)  
ดวยการตรวจสอบอัตราการตาย ซ่ึงเม่ือทําการ Knockdown ยีน ALF แลวพบวาอัตราการตายของกุง
ในกลุมท่ีติดเช้ือ V. penaeicida และ F. oxysporum  มีคาเพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญ  ขณะท่ีกุงใน
กลุมท่ีไดรับ ALF1 dsRNA นั้นจะมีประสิทธิภาพในการปองกันการติดเช้ือ WSSV เพิ่มมากข้ึน 
 
 Beale et al. (2008)  ทําการศึกษาลักษณะการทํางานของยีน ALF  ของ American lobster 
(Homarus americanus)  พบวายนี ALF ของ American lobster นี้มี 2 Isoforms  โดยท่ีท้ังสอง 
Isoforms  นี้จะมีตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteines 2  ตําแหนงจับกนัเกิดเปนพันธะ Disulfide  เม่ือ
ทําการทํานายโครงสรางลําดับท่ี 2  ของยนี ALF  แลวพบวามีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ
ยีน ALF  ของ Horseshoe crab (L. polyphemus)  และจากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน 
ALF  เม่ือทําการกระตุนดวยเช้ือ V. fluvialis  โดยใชเทคนิค Real time RT-PCR  พบวายนี ALF  ท้ัง
สอง Isoforms นั้นจะมีการแสดงออกมากที่สุดในเหงือก 
 
 ขณะท่ี Rosa et al. (2008)  ไดทําการศึกษาลักษณะของยนี ALF  จากเซลลเม็ดเลือดของกุง
น้ําจืด Macrobrachium olfersi, Farfantepenaeus paulensis และ Litopenaeus schmitti  พบวายนี 
ALF นี้เปนโมเลกุลท่ีมีคุณสมบัติเปน Cationic สูง  และพบตําแหนงของ Conserve cysteins จํานวน 
2  ตําแหนงอยูในบริเวณ LPS-binding domain  เชนเดยีวกับยีน ALF ของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีได
รายงานไวกอนหนานี ้
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณและสารเคมี 

 
 1.  กุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii)  น้ําหนักประมาณ 60-80 กรัม 
 2.  อาหารกุงกามกรามสําเร็จรูป 
 3.  ตูกระจก  ขนาด 18 x 50 x 30 เซนติเมตร 
 4.  เครื่องใหอากาศพรอมอุปกรณ 
 5.  เครื่องชั่ง METTLER PJ 400 
 6.  เข็มฉีดยาขนาด 24G x 1.5 นิ้ว พรอมกระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 3 มิลลิลิตร 
 7.  β-glucan  ที่มีสารออกฤทธิ์ 100 เปอรเซ็นต 
 8.  น้ํามันปลาหมึก 

9.  -20 oC Freezer (Mirage) 
 10.  -80 oC ULT Freezer (Thermo Forma)  
 11.  Microwave oven (Sanyo Electric Co., Ltd.) 
 12.  Microcentrifuge MIKRO 200R (Hettich) 
 13.  Centrifuge DYNAC II (Centrifuge Clay Adams) 
 14.  Minicentrifuge, Profuge 6K Korea 
 15.  Waterbath shaker, GFL 1083 
 16.  Incubater 37 oC (Memmert) 
 17.  Vortex-2 Genic, Scientific Industries, USA 
 18.  Autoclave (Hirayama) 
 19.  Hot air oven (Memmert) 
 20.  Erlenmeyer flask  ขนาด 125, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 21.  Cylinder  ขนาด 100 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 22.  Pipette  ขนาด 10 มิลลิลิตร 
 23.  Plastic box for tube  ขนาด 1.5 หรือ 2 มิลลิลิตร  และ 10 x 10 channel 
 24.  Centrifuge tube 15 และ 50 มิลลิลิตร 
 25.  Pipette tips  ขนาด 1,000, 200 และ 20 ไมโครลิตร (Costar) 
 26.  PCR tube  ขนาด 0.2 มลิลิลิตร (Costar) 
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 27.  Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 และ 0.6 มิลลิลิตร 
 28.  96 Well Polypropylene plates และ Optical cap (Stratagene) 

29.  Glass/Teflon potter homogenizers 
 30.  TaKaRa gradient thermal cycler (Takara) 
 31.  Stratagene’s Mx3000P real-time PCR system 

32.  Spectrophotometer, Spectronic 401 (Milton Roy) 
 33.  Spectrophotometer: spectronic 2000 (Bausch&Lomb) 
 34.  Automatic micropipette  ขนาด P20, P200 และ P1000 (Bio-Rad) 
 35.  Power supply power PAC 200 (Bio-Rad) 
 36.  Electrophoresis electric, MyRun (Bioactive) 
 37.  Gel documentation (Syngene) 

38.  สารเคมีสําหรับงานทางอณูชีวโมเลกุล 
 -  Absolute ethanol; C2H5OH (Merck) 
 -  Boric acid; H3BO3 (Merck) 
 -  Chloroform, CHCl3 (Merck) 
 -  Diethyl pyrocarbonate (DEPC), C6H10O5 (Sigma) 
 -  Sodium chloride; NaCl (Merck) 
 -  TRIZOL reagent (Molecular Research Center) 
 -  Amphicillin sodium salt (Bio Basic INC.) 
 -  Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 
 -  Formamide และ Formaldehyde (BDH) 
 -  Tris-base; Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
 -  Sterile distilled water; dH2O 
 -  Oligonucleotide M13 primer 
 -  Magnesium chloride; MgCl2 
 -  GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus 0.05 mg (WardMedic) 
 -  Isopropyl-β-D-thiogalactoside; IPTG (Sigma) 
 -  100 mM dNTP (WardMedic) 
 -  5-bromo-4-cholo-3-indoyl-β-D-galactopyranoside; X-gal (Sigma) 
 -  Agarose (Conda) 
 -  Tri-Sodium Citrata Dihydrate (Scharlau) 
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 -  Ethidium bromide, EtBr 
 -  2X Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix  (Stratagene) 
 -  3-[N-morpholino] propane-sulfonic acid; MOPS (BIO BASIC INC.) 
 39.  ชุด Kit สําเร็จรูป 
 -  Quick Prep® Micro mRNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech) 

 -  BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) 
 -  iScriptTM Select cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) 
 -  NucleoTrap  Gel Extratc  kit (Clontech) 
 -  Plasmid DNA Extraction kit (BioExcellence) 
 40.  เอนไซม  เอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzymes) และ Vector 
 -  Taq DNA polymerase (Fermentas) 
 -  Eco RI (Fermentas) 
 -  pGEM-T Easy vector (Promega)  

41.  สายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย 
 -  Escherichia coli  สายพันธุ JM109 
 -  Aeromonas hydrophila   
 42.  สารเคมีและอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 -  Technical agar (Difco, USA) 
 -  Sodium chloride; NaCl (Merck) 
 -  Bacto trypetone (BD, France) 
 -  Yeast extract (Scharlau) 
 -  Super Optimal Culture medium (SOC medium) 
 -  Luria Bertani broth (LB broth) และ Luria Bertani agar (LB agar) 
 - Tryptic Soy broth (TSB) และ Tryptic Soy agar (TSA)  

43.  ลําดับนิวคลีโอไทดของ Primer 
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ตารางที่ 1  Primer และลําดบันิวคลีโอไทดของ Primers ที่ใชในการทดลอง  
 
Oligonucleotide primers Sequences 5’          3’ 
β-actin (1) Forward 
β-actin (1) Reverse 
β-actin (2) Forward 
β-actin (2) Reverse 
 
ALF1 (1) Forward 
ALF1 (1) Reverse 
ALF1 (2) Forward 
ALF1 (2) Reverse 
 
ALF2 (1) Forward 
ALF2 (1) Reverse 
ALF2 (2) Forward 
ALF2 (2) Reverse 
 
UPM Long 
 
UPM Short 
 
M13 Forward 
M13 Reverse 

CATCGTTACTAACTGGGACG 
AGGATTCCATACCCAGGAAG 
TTCACCATCGGCATTGAGAGGTTC 
CACGTCGCACTTCATGATGGAGTT 
 
GGGCACACGTGTCAGTACAGCGTT 
AAGCCAGACCCTTGCTTGCTCCTC 
GCACACGTGTCAGTACAGCGTTAA 
GAAGGCTTTCCTGACGAAGTCTTG 
 
GGAAGCTCCAGTTATACTTCGACG 
CCTTCTGCAGGAAATCTTGGACTG 
TCAAAGGAGAAGCTCTGACC 
GGGTCACCAATTGTGCTACA 
 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAAC 
AACGCAGAGT 
CTAATACGACTCACTATAGGGC 
 
AAAACGACGGCCAG 
AACAGCTATGACCATG 
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วิธีการทดลอง 

 
1.  การโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด (Full-length)  ของ Complementary DNA 
(cDNA)  ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor (ALF)  ในกุงกามกราม 
 

1.1  การสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ cDNAs ของยีน ALF ของกุงกามกราม  
จากหองสมุด cDNAs ที่สรางจากเม็ดเลือด (Haemocyte) และ Androgenic gland ของกุงกามกราม 

 
 ทําการสืบคนหาลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของ cDNAs ของยีน ALF ของกุง

กามกรามจากหองสมุด cDNAs ที่สรางจากเม็ดเลือด (Srisapoome et al., 2007. Direct submittion 
accession number EL608988-EL610004 และ EL695504-EL696577)  และ Androgenic gland ของ
กุงกามกราม (Srisapoome et al., 2008. Direct submittion accession number GH624059-
GH626155) หลังจากนั้นเมื่อพบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ cDNAs ของยีน ALF ของกุง
กามกรามแลว  จะทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNAs ของยีน ALF ของกุงกามกราม
ดวยเทคนิค 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (5’ RACE) และถาหาก cDNAs ที่พบบรรจุ
ลําดับนิวคลีโอ-ไทดทั้งหมดของยีนทั้งสามชนิด  ก็จะทาํการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดทั้ง
ทางดาน 5’ และ 3’  โดยใช M13 Forward และ M13 Reverse primers เพื่อใหไดลําดบันิวคลีโอไทด
ทั้งหมดที่สมบรูณของ cDNAs ของยีนทั้งสามชนิดตอไป 
 

1.2  การสกัด Total RNA จากเม็ดเลือดของกุงกามกราม  โดยใช Trizol reagent 
 
 ทําการเก็บเลือดจากกุงกามกรามปกติ  ขนาด 80 กรัม  จํานวน 1 ตวั  ตรงตําแหนงของ
แองเลือดที่อยูบริเวณอก (Ventral sinus) ที่ปลองทองปลองที่ 1 ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยใช
เข็มฉีดยาขนาด 24G และกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร  ที่บรรจุสารปองกันการแขง็ตัวของเลือด 
(10% Tri-sodium citrate dehydrate, W/V)  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมเลือดกับสารปองกันการ
แข็งตัวของเลอืดใหเขากัน  จากนั้นนําสารผสมที่ไดใสลงใน Microcetrifuge tubes ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร  แชในน้ําแข็ง  แลวนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที  ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  เพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดออกจากน้ําเลือด  หลังจากนั้นดูดสวนใสดานบน
ทิ้ง  แลวเติม Trizol reagent (Molecular Research Center) 200 ไมโครลิตร  และทําการสกัด Total 
RNA ตามวิธีการของบริษัท (QIAGEN Sciences)  โดยบดตัวอยางทั้งหมดใหละเอียด  หลังจากนัน้
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ทําลาย Genomic DNA  โดยการใชเข็มฉดียาดึงขึน้ลง  ประมาณ 3-5 คร้ัง  และบมที่อุณหภูมิหอง  
เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นเติม Chloroform 200 ไมโครลิตร  ผสมสารละลายใหเขากันโดยการพลิก
หลอดไปกลับไปกลับมานานประมาณ 15 วินาที  แลวบมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 3 นาที  นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  และดูดสวน
ใสดานบนที่เปนชั้นของ RNA ไปใสใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5  มิลลิลิตรหลอดใหม  เติม 
Isopropyl alcohol 500 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลบัไปกลับมา  แลวทําการ
บมที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 10 นาที  นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใสดานบนทิ้ง  จากนั้นเติม 75% Ethanol 1 มิลลิลิตร  แลว
เก็บรักษาตะกอน RNA ที่ไดที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  จนกวาจะใช 
 

1.3  การตรวจสอบคุณภาพของ RNA โดยใช Formaldehyde agarose gel electrophoresis 

 
 ทําการเตรียม 1% Formaldehyde agarose gel โดยเตรียมใน 1X MOPS buffer นําไปตม

จนละลายเปนเนื้อเดียวกนั จากนั้นเติม 37% Formaldehyde และ Ethidium bromide ลงในเจล ผสม
ใหเขากนั เทลงถาด ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว  หลังจากนั้นเตรยีมตัวอยาง Total RNA ที่ไดโดยใช Total 
RNA 3.5 ไมโครลิตร  ใสลงใน 50% Formamide ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 10X MOPS buffer 
ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร และ 2.2 M Formaldehyde ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้น
นําไปตมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ีแลวทําใหเยน็ทันทีในน้ําแข็ง  เติม Loading 
dye 3 ไมโครลิตรลงในหลอดตัวอยางแตละหลอด  แลวทําการ load total RNA reaction ลงใน 1% 
Formaldehyde agarose gel  ในบัฟเฟอร 1X MOPS ที่ความตางศักยไฟฟา 50 โวลต  ตรวจสอบแถบ
ของ Total RNA ที่ไดดวยการยอมใน Ethidium bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แลวถายภาพแถบของ Total RNA ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 

1.4  การตรวจสอบคุณภาพและการวัดปริมาณความเขมขนของ  Total RNA 
 
 นํา Total RNA  ที่เก็บอยูใน 75% Ethanol  มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 5 นาที  แลวดูดเอาสวนของ 75% Ethanol  ออก  หลังจากนั้นเติม 
DEPC water  เพื่อละลายตะกอน Total RNA  แลวแบงสารละลาย Total RNA ที่ได 2 ไมโครลิตร
ผสมกับ  DEPC water อีก 68 ไมโครลิตร 
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 หลังจากนัน้นาํสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance)  ดวยเครื่อง  
Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260)  และที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
(A280)  เพื่อทราบความเขมขนของ Total RNA  และตรวจสอบคุณภาพของ Total RNA  โดยการหา
อัตราสวนของ A260: A280  ถาคาที่วัดไดมีคาระหวาง 1.65-1.85  แสดงวามี DNA ปนอยู  แตถาไดคา
มากกวา 1.85  แสดงวาได RNA  บริสุทธิ์  และถาไดคานอยกวา 1.65  แสดงวามีโปรตีนหรือสารฟ-
นอลปนอยูในตัวอยาง RNA   
  
 จากนั้นทาํการคํานวณหาคาความเขมขนของ RNA  ไดจากสูตร (Sambrook et al., 1989) 
   [RNA] (μg/μl)  =  A260  x  dilution  factor  x  40 
 
 1.5  การสกัด mRNA 
 

 ทําการสกัด mRNA จาก Total RNA โดยใชชุด Quick Prep® Micro mRNA 
Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech)  ตามวิธีการของบริษัท  โดยทําการเตมิสารละลาย 
Extraction buffer 400 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย Total RNA ที่มีปริมาตร 50  ไมโครลิตร  และ
เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นาํสวนผสมทั้งหมดใสลงใน Oligo (dT)-
cellulose ที่เตรียมไว เขยาเบา ๆ 3 นาที  หลังจากนั้นนําสารผสมทั้งหมดไปปนเหวีย่งดวยความเรว็ 
13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วินาท ี จากนั้นดดูสวนใสดานบนทิ้ง  แลวลางตะกอนที่เหลือดวย 
High-salt buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  จํานวน 5 คร้ัง  หลังจากนั้นลางตะกอนดวย Low-salt buffer 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ัง โดยครั้งสุดทายใหเตมิ Low-salt buffer ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ดดูสารละลายตัวอยางใสลงใน Microspin column ที่วางอยูในหลอด Microcentrifuge 
tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วินาท ี เทสวน
ใสทิ้ง  แลวเตมิ Low-salt buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  และทําซ้ํา 2  คร้ัง  หลังจากนั้นยาย 
Microspin column มาใสหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดใหม จากนั้นเตมิ
สารละลาย Elution buffer อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  แลวนําไปปน
เหวีย่งอยางรวดเร็วที่ความเรว็ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วินาท ี และทําซ้ําอีก 1 คร้ัง  จะได 
mRNA ในปริมาตร  400 ไมโครลิตร  ตกตะกอน mRNA ดวยการเติมสารละลายไกลโคเจน 
(glycogen solution) 10 ไมโครลิตร  และเติมสารละลายโพแทสเซียมอะซิเตต (Potasium acetate 
solution) ปริมาตร 40  ไมโครลิตร จากนัน้เติม 95% Ethanol  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่
อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส  จนกวาจะใช 



 

27 

1.6  การสังเคราะห 5’ First strand cDNA  และการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ ALF 
cDNA  โดยใชเทคนิค 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends  หรือ 5’ RACE 
 
 นํา mRNA ที่ไดจากขอ 1.5  มาทําการสังเคราะห 5’ First strand cDNA  โดยใช BD 
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, USA)  ตามวธีิการของบริษัท  หลังจากนัน้
เมื่อได 5’ First strand cDNA แลว  จะนํา 5’ First strand cDNA  นี้มาใชเปน Template ในการทํา
ปฏิกิริยา 5’ RACE  เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5’ ของ ALF cDNA  ซ่ึงจะใช ALF1 (1) 
Reverse primer  (5’ AAGCCAGACCCTTGCTTGCTCCTC 3’) ที่ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอ-
ไทดบางสวนของ cDNA โคลน BG2172  จากหองสมุด cDNA  ของกุงกามกราม  (Accession No. 
EL609255) รวมกับ Universal primer (UPM)  ในการทาํปฏิกิริยา 
 

โดยสวนผสมของการทําปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร  ประกอบดวย 
5’ RACE First strand cDNA  2.5 ไมโครลติร 
10X  Universal  primer   5 ไมโครลิตร 
10 μM Gene-specific primer  2 ไมโครลิตร    

  10X BD Adventage 2 PCR Buffer 5  ไมโครลิตร 
10 mM  dNTP mix     1 ไมโครลิตร 
5 U/UI  Taq  DNA  polymerase  2 ไมโครลิตร 
PCR  Grade  Water   32.5 ไมโครลิตร 

     ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 
  

 นําสารละลายผสมนี้ไปเพิ่มปริมาณ DNA  ดวยเครื่อง Thermal  cycler  ที่กําหนดใหมี
สภาวะการทํางานเปนดังนี้  ในชวงแรกใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  และ 72 องศา-
เซลเซียส  3 นาที เปนจํานวน 5 รอบ   สวนชวงที่สองใชอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส  30  วินาที  70 
องศาเซลเซียส  30 วินาที  และ 72 องศาเซลเซียส  3 นาที เปนจํานวน 5 รอบ  และชวงทีส่ามใช
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  68 องศาเซลเซียส  30 วินาที  และ 72 องศาเซลเซียส  3 นาที 
เปนจํานวน 30 รอบ  แลวเก็บรักษา 5’ RACE PCR Product  ที่ไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  

 หลังจากนัน้ทาํการตรวจสอบผล 5’ RACE PCR Product ที่ได  ดวยวธีิการ 1.5% 
Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร 1X TBE (Tris-Borate-EDTA)  ที่ความตางศักยไฟฟา 50 
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โวลต  ตรวจสอบแถบ DNA ดวยการยอมใน Ethidium bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร แลวถายภาพแถบ DNA ที่ไดภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 

1.7  การสกัด DNA จาก Agarose gel  และการทําใหช้ิน DNA บริสุทธิ์ 
  

 การสกัด DNA  จาก Agarose gel  และทําใหช้ิน DNA บริสุทธิ์ โดยใช NucleoTrap  
Gel Extratc  kit  ทําตามวิธีการของบริษัท (Clontech, USA)  โดยทําการตัด Agarose gel  ซ่ึงมีแถบ 
DNA ที่ตองการ  ใสลงใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร NT1 ปริมาตร
ประมาณ 300 ไมโครลิตรตอน้ําหนกัของ Agarose gel 100 มิลลิกรัม  นําไป Vortex  หลังจากนัน้ใส  
Nucleo trap suspension 10 ไมโครลิตร แลวนําไปบมทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที  โดย
ตองนํามา Vortex เปนครั้งคราว หลังจากนัน้นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 45 วินาท ี ที่อุณหภูมิหอง  เทของเหลว (Supernatant) ทิ้ง  เติมบัฟเฟอร NT2 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร นาํไป Vortex  และปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 45 วินาท ี ที่
อุณหภูมิหอง  เทของเหลวทิง้  แลวเติมบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  นําไป Vortex และ
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 45 วินาที  ที่อุณหภมูิหอง  เทของเหลวทิ้งและ
ปนเหวี่ยงอกีครั้งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 วินาท ี ที่อุณหภูมิหอง  แลวเติม
บัฟเฟอร NE 20-50 ไมโครลิตร  Vortex  แลวละลาย DNA  ที่อุณหภูมหิอง  นาน 10-15 นาที และ
นําไปบมที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาท ี กอนปนเหวี่ยงเก็บสารละลาย DNA ที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 45 วินาที  นําสารละลาย DNA สวนบนใสใน 
Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 ไมโครลิตรหลอดใหม  หลังจากนัน้นาํสารละลาย DNA 100 
ไมโครลิตร  ผสมกับ 75% Ethanol 250 ไมโครลิตร  แลวเก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส  เปน
เวลา 15 นาที  แลวนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  เทของเหลวสวนใสดานบนทิ้ง  เหลือแตตะกอนขาว  จากนั้นตากตะกอน  แลวเติม 
Distilled water 8 ไมโครลิตร  Vortex  ทิ้งไวที่อุณหภมูหิอง  นาน 5 นาที  หลังจากนัน้ปนเหวีย่ง  
แลวเก็บรักษา DNA ที่ไดไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
 ตรวจสอบผลของ Purified product ที่ได  ดวย 1% Agarose gel electrophoresis  ใน

บัฟเฟอร 1X TBE  ที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต  ตรวจสอบแถบ DNA ดวยการยอมใน 
Ethidium bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวถายภาพแถบ DNA ที่ไดภายใต
แสงอัลตราไวโอเลต 
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1.8  การเชื่อมตอ PCR Product  กับ Cloning vector (Ligation) 
 

 การเชื่อมตอ DNA เพื่อสราง Plasmid DNA สายผสม  ทําไดโดยนําสารละลาย DNA ที่
บริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 1.5 จํานวน 1.5 ไมโครลิตร  ผสมกับ T4 DNA ligase 0.5 ไมโครลิตร  2X Rapid 
ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร  และ pGEM-T Easy  vector (ภาพที่ 1)  0.5 ไมโครลิตร ซ่ึงมีปริมาตร
ทั้งหมด 5 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน  แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  ขามคืน 

 
1.9  การเตรียม Competent Cell 

 
 นําเชื้อ Escherichia coli  สายพันธุ JM109 เล้ียงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นแบงเชือ้แบคทีเรีย 1 
มิลลิลิตร  ลงเลี้ยงตอในอาหาร LB Broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง  แลวแชในน้ําแข็ง 10 นาท ี แบงใส Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มลิลิลิตร 6 
หลอด  นําไปปนเหวี่ยงเก็บเซลลที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 3 นาท ี เทสวนใสดานบนทิ้ง  แลวเตมิ 100 mM CaCl2 625 ไมโครลิตร  ผสมสารละลายใหเขา
กัน  แลวแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที  หลังจากนัน้ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที  ที่
อุณหภูม ิ4 องศา-เซลเซียส  เปนเวลา 3 นาที  และเทของเหลวดานบนทิง้  เติม 100 mM CaCl2 ที่มี 
15% Glycerol 375 ไมโครลิตร  ผสมสารละลายใหเขากนั  ถายังไมนําไปใชใหเก็บรักษาไวที่
อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 1  แผนที่ของ DNA พาหะ (Cloning vector)  และลําดับนวิคลีโอไทดที่อยูในตําแหนง 

 Polylinker ของ  pGEM-T  Easy  vector  
 
ท่ีมา: http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf (2008) 

 



 

31 

1.10  การนํา DNA ลูกผสมเขาสูแบคทีเรียเจาบาน (Transformation) 
 

 ใชวิธี Heat shock transformation  โดยนํา Competent cell ที่เตรียมไวในขอ 1.9 
จํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมกับ Ligation product 5 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันโดยการดีดเบา ๆ  
แชในน้ําแข็งเปนเวลา 25 นาที  แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 50 วินาท ี นํา
กลับไปแชในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 3 นาที หลังจากนัน้เตมิ Super Optimal Culture medium (SOC 
medium) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร  ปดปาก Microcentrifuge tubes ดวย Parafilm  นาํไปบมที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที (เขยา) หลังจากนั้นนํามาปนเหวีย่งที่ความเร็ว 
6,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  5 นาที  ลดปริมาตรของสารละลายลงใหเหลือ
เพียง 100 ไมโครลิตร  ผสมตะกอนกับสารละลายใหเขากัน  แลวนําสารละลาย 100 ไมโครลิตร  ไป
เกลี่ยลงบนอาหาร LB Ampicilin, IPTG, X-Gal plate  ที่ทําการเกลี่ย X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  และ IPTG 
(Isopropylthio-β-D-galactoside) เขมขน 100 mM  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ลงบนอาหาร LB 
Agar ไวกอนแลว  นําไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นใชไม
จิ้มฟนหรือ Micropipette tip ที่ปลอดเชื้อมาทําการคัดเลือกเอาโคโลนีที่คาดวาจะมีช้ิน Insert คือ
เลือกเอาเฉพาะแบคทีเรียที่มโีคโลนีสีขาว (Blue-white colony screening) มาเขี่ยลงบนอาหาร LB 
Ampicilin, IPTG, X-Gal plate ใหม  แลวบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง  
เพื่อทําเปน Master plates 
 

1.11  การตรวจสอบผลของการโคลน 
  

 การตรวจสอบผลของการโคลน  จะใชเทคนิค Colony PCR  ซ่ึงใช Universal primers 
2 ชนิด คือ M13 Forward  และ M13 Reverse  และใชโคโลนีสีขาวของแบคทีเรียเปน Template ซ่ึง
สารละลายสวนผสมของปฏิกิริยามีปริมาตรทั้งสิ้น 15 ไมโครลิตร  ประกอบดวย 
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 10X  Taq Buffer  ที่มี  (NH4)2SO4   1.5   ไมโครลิตร 
 2.5 mM  dNTP     1.6   ไมโครลิตร 
 5 mM  M13 forward primer   1.5   ไมโครลิตร 
 5 mM  M13 reverse  primer   1.5   ไมโครลิตร 
 1.25  mM  MgCl2    1.875   ไมโครลิตร 
 5 U/UI  Taq  DNA  polymerase   0.2   ไมโครลิตร 
 Distilled  water     6.825   ไมโครลิตร 
     ปริมาตรรวม 15   ไมโครลิตร 
 
 ทําการเขี่ยโคโลนีสีขาวของแบคทีเรียที่ตองการตรวจสอบจาก Master plate โดยใชไม
จิ้มฟนหรือ Micropipette tip  ที่ปลอดเชื้อ  ใสลงสารละลายที่เตรียมไว  แลวเพิ่มปริมาณ DNA ดวย
เครื่อง Thermal cycler  ที่กําหนดใหในชวงแรกของปฏิกริิยาใชอุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส  นาน 5 
นาที  สวนชวงที่สองใชอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  30 วินาที  55 องศาเซลเซียส  30 วนิาที  และ 72 
องศาเซลเซียส  1 นาที 30 วินาที  เปนจํานวน 30 รอบ  และชวงสุดทายใชอุณหภูมิ 72 องศา-
เซลเซียส  นาน 5 นาที   
 
 ตรวจสอบผลที่ได  ดวย 1% Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร 1X TBE (Tris-
Borate-EDTA)  ที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต  ตรวจสอบแถบ DNA ดวยการยอมใน Ethidium 
bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวถายภาพแถบ DNA ที่ไดภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

 
1.12  การสกัด Plasmid เพื่อนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 ใชชุดสกัด Plasmid DNA จากแบคทีเรีย  ของบริษัท BioExcellence โดยนําเชื้อ

แบคทีเรียโคโลนีสีขาวจาก Master plate ที่นําไปตรวจสอบดวย Colony PCR แลวไดผลบวก  โดยมี
ขนาดของชิ้น PCR Product  ใกลเคียงกับขนาดของชิ้น Insert  ไปเลี้ยงในอาหาร LB  Ampicilin 
broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง  

 
 หลังจากนัน้นาํเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงไวขามคืนมา Vortex  แบงใสใน Microcentirfuge 

tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 นาที  เทอาหารดานบนทิ้ง  และทําซ้ําจนเชื้อแบคทีเรียในหลอดทดลองที่เล้ียงไวหมด  
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หลังจากนัน้เตมิ Cell suspension solution 200 ไมโครลิตร  เพื่อละลายตะกอน  ผสมใหเขากนัโดย
ใชปเปต  จากนั้นเติม Cell lysis solution 200 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัโดยการพลิกหลอดกลับไป
กลับมา  แลวเติม Neutralisation solution 200 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัโดยการพลิกหลอดกลับไป
กลับมา  หลังจากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 5 นาที  ดูดสวนใสใสใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม  ระวังอยา
ใหตะกอนตดิมาดวย  หลังจากนั้นเติม Isopopanol 600 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั  แลวนําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  5 นาที  เทสวนใสทิ้ง  แลวทํา
การลางตะกอนโดยเติม 70% Ethanol 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิ้ง  แตตองระวังอยา
ใหตะกอน DNA หลุดออกมาดวย  ซับ 70% Ethanol ที่เหลือคางอยูโดยคว่ําปากหลอดลงบน
กระดาษซับ  ทิ้งไวจน Ethanol ระเหยออกไปหมด  หลังจากนั้นเติม TE Buffer 20 ไมโครลิตร และ
นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  นาน 1 ช่ัวโมง  โดยตองเขยาหลอดเปนระยะ ๆ หลังจากนั้น
เก็บ Plasmid ที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

1.13  การทํา Restriction enzyme digestion 
 
 pGEM-T Easy  เปน Vector  ที่มีจุดตัดของเอนไซมตัดจาํเพาะ (Restriction enzyme)  
ชนิด  Eco RI  ซ่ึงอยูขนาบขางของชิ้น Insert บน Recombinant DNA  จึงใชเอนไซมชนดินี้ในการ
ตัด Recombinant DNA  ที่ไดจากการโคลน  เพื่อยนืยันผล 
  

ซ่ึงสวนผสมของสารละลายที่ใชในการทําปฏิกิริยา  มีดังนี้   
  Plasmid DNA   2   ไมโครลิตร 
  10X  Buffer  Eco RI  2   ไมโครลิตร 
  Eco RI    0.5   ไมโครลิตร 

Distilled  water   5.5   ไมโครลิตร 
    ปริมาตรรวม 10  ไมโครลิตร 
 

 ผสมสวนผสมทั้งหมดใน Microcentrifuge tubes ขนาด 0.6 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไป
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดวย
วิธีการ 1% Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร 1X TBE (Tris-Borate-EDTA)  ที่ความตาง
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ศักยไฟฟา 100 โวลต  ตรวจสอบแถบ DNA ดวยการยอมใน Ethidium bromide ความเขมขน 0.5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวถายภาพแถบ DNA ที่ไดภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

 
1.14  การหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing)  

 
 เลือก Plasmid  ที่มีช้ินของ Insert  ขนาดความยาวใกลเคียงกับ 5’ RACE PCR Product  
มาทําการตรวจสอบหาลําดบันิวคลีโอไทดทางดาน 5’ ของ cDNA  โดยใช Thermo Sequence 
Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham pharmacia biotech) โดย 
Macrogen, Inc. (Korea)   
 
2.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF  การเปรียบเทียบความ
คลายคลึงกนัของลําดับนิวคลีโอไทดและการศึกษาความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการของยนี ALF ของ
กุงกามกรามกับสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืน ๆ 

 
2.1  การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ ALF cDNA ของกุงกามกราม 

 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาทําการตัดสวนที่เปนลําดบันิวคลีโอไทดของ Vector และ 
Adaptor  ออก โดยใชโปรแกรม Gentyx version 7.0  หลังจากนั้นนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดที่ผาน
การตัดเอา Vector และ Adaptor  ออกแลวนั้น  ไปทําการเปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของยนี
ที่บันทึกไวแลวใน GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  โดยใชโปรแกรม BlastN  ที่
กําหนดใหมีความเหมือนของนิวคลีโอไทดมากกวา 100 คูเบส  และตองมีคาความนาจะเปนของการ
เกิด Random matching (E-value) นอยกวา 10-4  และใชโปรแกรม BlastX  เพื่อเปรียบเทียบความ
เหมือนกนัของกรดอะมิโน  โดยตรงบริเวณที่เหมือนกันนั้นตองมีจํานวนของกรดอะมิโนไมนอย
กวา 10 Residues,  มีเปอรเซ็นตความเหมือนกันไมนอยกวา 45 เปอรเซ็นต  และมีคาความนาจะเปน
ของการเกิด Random matching (E-value) นอยกวา 10-4 (Cao et al., 2001) 
 
 หลังจากนัน้นาํเอาลําดับนิวคลีโอไทดที่ผานการเปรียบเทียบโดยใชโปรแกรม BlastN 
และ BlastX แลว  ใหผลเปนยีน ALF  มาทําการ Alignment  กับลําดับนวิคลีโอไทดของยีน ALF
โคลนที่ไดมาจากหองสมุด cDNA ของกุงกามกราม  เพือ่ใหไดลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด (Full 
length) ของ ALF cDNA ของกุงกามกราม 
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2.2  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและการศึกษาความสัมพันธ
เชิงวิวฒันาการของยีน ALF  ของกุงกามกราม 
 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน ALF ในสัตวไมมกีระดกูสันหลังชนิดอื่น ๆ จาก
ฐานขอมูล GenBank Database  มาทําการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทด
ของยีน ALF ของกุงกามกราม โดยใชโปรแกรม ClustalW (http://www.clustal.org) และ MatGat 
2.01 (http://bitincka.com/ledion/matgat) 

 
 จากนั้นทาํการตัดสวนของ Hydrophobic leader peptide sequence  ของแตละลําดับนวิ- 

คลีโอไทดออก  โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)  หลังจาก
นั้นทําการศึกษาความสัมพนัธเชิงวิวฒันาการของยีน ALF  โดยใชโปรแกรม MEGA version 3.1 
(http://www.megasoftware.net) ดวยวิธี UPGMA  โดยใหคาการสุม (Bootstrap) เทากับ 1,000 คร้ัง 
 
3.  การศึกษาการแสดงออกของยีน ALF  ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  โดยใชเทคนิค Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
  
 3.1  การสกัด Total RNA  จากอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  โดยใช Trizol reagent 
 
 ทําการเก็บเนื้อเยื่อจากอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกรามปกตทิี่มีน้ําหนกัประมาณ 80 กรัม  
ซ่ึงไดแก กานตา (Eyestalk), เหงือก (Gills), อวัยวะสืบพนัธุ (Gonad), หัวใจ (Heart), ตับและตับ
ออน (Hepatopancreas), ทางเดินอาหารสวนตน (Foregut), ทางเดินอาหารสวนกลาง (Midgut), 
ทางเดินอาหารสวนทาย (Hindgut), กลามเนื้อ (Muscle) และเนื้อเยื่อบผิุวใตเปลือก (Subcuticular 
epithelium)  รวมทั้งเม็ดเลือด (Haemocytes)  โดยการเกบ็เม็ดเลือดนั้นจะทําการเก็บเลือดจาก
ตําแหนงของแองเลือดที่อยูบริเวณอก (Ventral sinus) ที่ปลองทองปลองที่ 1 ใหไดปริมาตร 1 
มิลลิลิตร โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G และกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร  ที่บรรจุสารปองกันการ
แข็งตัวของเลอืด (10% Tri-sodium citrate dehydrate, W/V)  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมเลือดกับ
สารปองกันการแข็งตัวของเลือดใหเขากนั  จากนั้นนําสารผสมที่ไดใสลงใน Microcetrifuge tubes 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  แชในน้ําแข็ง  แลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 
นาที  ที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  เพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดออกจากน้ําเลือด  หลังจากนั้นดูดสวนใส
ดานบนทิ้ง  แลวเติม Trizol reagent (Molecular Research Center) 200 ไมโครลิตร  สวนตวัอยาง
อวัยวะอ่ืน ๆ จะใชกรรไกรที่ผานการฆาเชือ้แลว  ตัดเก็บอวัยวะตาง ๆ ใสใน Microcentrifuge tubes 
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ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  แลวเติม Trizol reagent 500 ไมโครลิตร  และบดเนื้อเยื่อและเซลลเม็ดเลือดที่ได
ดวยโกรงบดเนื้อเยื่อ (Homogenizer)  ใหละเอียด หลังจากนั้นทําการสกัด Total RNA ตามวิธีการใน
ขอ 1.2 
 

3.2  การตรวจสอบคุณภาพและการวัดปริมาณความเขมขนของ  Total RNA 
 
 นํา Total RNA  ที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อของอวัยวะตาง ๆ ที่ไดจากขอ 3.1 มาทําการ
ตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณความเขมขนของ Total RNA ตามวิธีการในขอ 1.4 
 
 3.3  การสังเคราะห First strand cDNA จาก Total RNA ที่ไดจากอวัยวะตาง ๆ ของกุง
กามกราม 
  

 การสังเคราะห First strand cDNA  ของ mRNA ที่ไดจากอวัยวะตาง ๆ โดยใช iScriptTM 
Select cDNA Synthesis Kit  ของบริษัท (Bio-Rad, USA)  ซ่ึงเริ่มจากเตมิ Oligo (dT)20 primer 1 
ไมโครลิตร  แลวเติมตัวอยาง  Total RNA  และ Nuclease-free water  ที่แปรผันตามปริมาณความ
เขมขนของ Total RNA ที่ไดมาจากการวดัคาการดูดกลืนแสง  หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  แชในน้ําแข็ง  1 นาที  แลวเติม iScript Select Reaction mix 2 
ไมโครลิตร และเติม iScript Reverse Transciptase 0.5  ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั  บมที่อุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส  นาน 90 นาที  และบมทีอุ่ณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  แลวเก็บ 
First strand cDNA Product  ที่ไดในอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  จนกวาจะใช 

 
3.4  การศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ของกุงกามกราม  โดยใชเทคนิค Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกรามปกติ  ดวย

เทคนิค RT-PCR  โดยใช First strand cDNA ที่เตรียมไดจากอวัยวะตาง ๆ เปน Template  และใช 
Specific Primers ของยีน ALF ในการทําปฏิกิริยา  ซ่ึงไดแก 

 
ALF1 (1) Forward primer คือ  5’ GGGCACACGTGTCAGTACAGCGTT 3’  
ALF1 (1) Reverse primer  คือ  5’ AAGCCAGACCCTTGCTTGCTCCTC 3’   
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และ ALF2 (2) Forward primer คือ  5’ TCAAAGGAGAAGCTCTGACC 3’  
ALF2 (2) Reverse primer  คือ  5’ GGGTCACCAATTGTGCTACA 3’   

 
แลวเปรียบเทยีบกับการแสดงออกของยีน β-actin (Accession No. AY626840)  ซ่ึงจะใช

เปน Internal control  ซ่ึงใช Specific primers ดังนี ้
 
β-actin (1) Forward  primer คือ  5’ CATCGTTACTAACTGGGACG 3’ 
β-actin (1) Reverse primer คือ  5’ AGGATTCCATACCCAGGAAG 3’ 
 

 โดยสวนผสมของสารละลายที่ใชในการทาํปฏิกิริยา  มีดงันี้ 
  First strand cDNA   1 ไมโครลิตร 
  10X  Taq  Buffer   2 ไมโครลิตร 
  10  μM  Forward  Primer   1.5 ไมโครลิตร 
  10  μM  Reverse  Primer   1.5 ไมโครลิตร 
  2.5 mM  dNTP    2 ไมโครลิตร 
  5 U/UI  Taq  DNA  polymerase  0.1 ไมโครลิตร 

 Distilled  water    21.9 ไมโครลิตร 
    ปริมาตรรวม  30   ไมโครลิตร 
 

 ผสมสารละลายทั้งหมดใน PCR tubes นําสารละลายผสมนี้ไปเพิ่มปริมาณ Target 
DNA  ดวยเครือ่ง Thermal  cycler  ที่กําหนดใหมีสภาวะการทํางานเปนดังนี้  ในชวงแรกใชอุณหภมูิ 
95 องศาเซลเซียส  5 นาที  ชวงที่สองใชอุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  55 องศาเซลเซียส  
30 วินาที  และ 72 องศาเซลเซียส  1 นาที 30 วินาทีเปนจํานวน 25 รอบ  และชวงที่สามใชอุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส  5 นาที  แลวเก็บรักษา PCR Products  ที่ไดที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 ตรวจสอบผล PCR Product ที่ไดของยีน ALF และ β-actin  ดวยวิธีการ 1% Agarose 
gel electrophoresis ในบัฟเฟอร 1X TBE (Tris-Borate-EDTA)  ที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต  
ตรวจสอบแถบ DNA ดวยการยอมใน Ethidium bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แลวถายภาพแถบ DNA ที่ไดภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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4.  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน ALF ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ภายหลงัจากการ

กระตุนดวยเชือ้ Aeromonas hydrophila  และสาร β-glucan  โดยใชเทคนิค Quantitative Real-
Time PCR 
 
 4.1  การเตรียมสัตวทดลอง 
 
 นํากุงกามกรามตัวเต็มวัยที่มสุีขภาพแข็งแรง  จํานวน 60 ตัว  ที่มีน้ําหนกัประมาณ 60 
กรัมตอตัว มาเลี้ยงในตูกระจกขนาด 50 ลิตร ในหองปฏิบตัิการการจัดการสุขภาพสัตวน้ํา  ภาควิชา
เพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  คณะประมง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เพื่อทําการปรับสภาพกุงกอนการทดลอง
เปนระยะเวลา 7 วัน ระหวางนี้ใหอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูป 2 คร้ังตอวันในเวลาเชาและเยน็  และ
ทําการเปลี่ยนถายน้ํา  ดูดตะกอนทุก ๆ 2 วัน 
 

4.2  การเตรียมอาหารสําหรับใชในการทดลอง 
 

 นําสาร β-glucan ที่สกัดไดจากยีสต  ช่ังน้ําหนักใหได 5 กรัม  ผสมน้ําปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวนําไปคลุกเคลากับอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูปน้ําหนกั 1 กิโลกรัม  โดยใหกระจายให
เขากัน หลังจากนั้นทําการเคลือบดวยน้ํามนัปลาหมึก 30 มิลลิลิตร แลวทําการคลุกเคลาอีกครั้ง
เพื่อใหอาหารกับน้ํามันปลาหมึกผสมกันในอัตราที่สม่ําเสมอ  นําอาหารที่ไดไปผึ่งลมใหแหง  

 
 สวนกลุมควบคุมและกลุมทีท่ําการกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila นั้น  จะให

อาหารที่คลุกเคลาเฉพาะน้ํามันปลาหมึกในอัตราและวิธีเชนเดยีวกับอาหารที่ผสมดวย β-glucan 
หลังจากนัน้เกบ็อาหารที่เตรียมไวในตูเย็นที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะใช  

 
4.3  การเตรียมเชื้อ Aeromonas hydrophila สําหรับใชการทดลอง 

  
 เขี่ยเชื้อ A. hydrophila  สายพันธุ AQAH001 จากหองปฏบิัติการการจัดการสุขภาพสัตว
น้ํา  ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  คณะประมง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic 
Soy agar แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  จากนั้นนาํเชื้อที่ไดมา
เล้ียงตอในอาหาร Tryptic Soy broth  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง
เชนกัน   
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 หลังจากนัน้นาํเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 รอบตอนาที  นาน 
15 นาที  แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อสวนใสทิ้ง  จากนั้นทาํการลางเซลลแบคทีเรียโดยเติมน้ําเกลือ 0.85% 
และปนเหวีย่งที่ความเร็ว 2,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที  ซ่ึงจะทําการลาง 2 คร้ัง  จากนั้นเตมิ
น้ําเกลือ 0.85% เพื่อละลายตะกอนแบคทเีรีย  แลวนําไปวัดคาดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 560 นา-
โนเมตร ใหไดคา OD ประมาณ 0.1  จะไดความหนาแนนของเซลลแบคทีเรียประมาณ 1.0x107 
Colony forming unit (CFU)/มิลลิลิตร 

 
 4.4  การวางแผนการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน ALF ในเม็ดเลือดของ
กุงกามกราม 
 
 นํากุงกามกรามที่พักไว  แบงออกเปน 4 กลุม กลุมละ 15 ตัว  โดยให 
  กลุมที่ 1  เปนกลุมควบคุม (Control 1)  ที่ทําการฉีดน้ําเกลือ 0.85%  0.1 มิลลิลิตร  
บริเวณปลองทองปลองที่ 3 และเลี้ยงดวยอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูปปกต ิ
  กลุมที่ 2  เปนกลุมที่ทําการกระตุนดวยการฉีดเชื้อ A. hydrophila ที่มีความ
หนาแนนของเซลลแบคทีเรียประมาณ 1 x 107 CFU/มิลลิลิตร  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  บริเวณปลอง
ทองปลองที่ 3  (จะไดความหนาแนนของเชือ้แบคทีเรียเปน 106 CFU/ตัว) และเลี้ยงดวยอาหารกุง
กามกรามสําเร็จรูปปกต ิ
  กลุมที่ 3  เปนกลุมควบคุม (Control 2)  ที่เล้ียงดวยอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูป
ปกต ิ

กลุมที่ 4  เปนกลุมที่ทําการกระตุนดวยการใหกนิอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัม
ตออาหาร 1 กโิลกรัม 

 
 ทําการทดลองเปนเวลา 14 วนั  โดยใหอาหารทดลองวันละ 2 คร้ัง  ในอตัรา 5% ของ

น้ําหนกัตัว  จากนั้นเก็บตัวอยางเม็ดเลือดกุงภายหลังทําการกระตุนแลว ที่ 0, 1, 3, 7 และ 14 วัน  โดย
ทําการเก็บเลือดจากกุงตัวอยางโดยใชกุงกลุมละ 3 ตัว (3 ซํ้า) ในแตละชวงเวลา  มาทาํการสกัด Total 
RNA  และสังเคราะห First strand cDNAs ตอไป 

 
 4.5  การสกัด Total RNA จากเม็ดเลือดของกุงกามกราม  โดยใช Trizol reagent 
 
 ทําการเก็บเลือดตรงตําแหนงของแองเลือดที่อยูบริเวณอก (Ventral sinus) ที่ปลองทอง
ปลองที่ 1 ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G และกระบอกฉีดยาขนาด 3 
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มิลลิลิตร  ที่บรรจุสารปองกันการแข็งตวัของเลือด (10% Tri-sodium citrate dehydrate, W/V)  
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมเลือดกับสารปองกันการแข็งตัวของเลือดใหเขากัน  จากนั้นนําสารผสม
ที่ไดใสลงใน Microcetrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  แชในน้ําแข็ง  แลวนําไปปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที  ที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  เพื่อแยกเซลลเม็ด
เลือดออกจากน้ําเลือด  หลังจากนั้นดูดสวนใสดานบนทิง้  แลวเติม Trizol reagent (Molecular 
Research Center) 200 ไมโครลิตร  และทําการสกัด Total RNA ตามวิธีการในขอ 1.2 
 

4.6  การตรวจสอบคุณภาพและการวัดปริมาณความเขมขนของ  Total RNA 
 
 นํา Total RNA ที่ไดจากขอ 4.5  มาทําการตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณความ
เขมขนของ Total RNA ตามวิธีการในขอ 1.4 
 
 4.7  การสังเคราะห First strand cDNA จาก Total RNA ที่ไดจากเม็ดเลอืดของกุงกามกราม 
  

 การสังเคราะห First strand cDNA  โดยใช iScriptTM Select cDNA Synthesis Kit  ของ
บริษัท (Bio-Rad, USA)  โดยทําตามวิธีในขอ 3.3 

 
4.8  การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี ALF  ในเมด็เลือดของกุงกามกราม  ภายหลัง

จากการกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila  และสาร β-glucan  โดยใชเทคนิค Quantitative 
Real-Time PCR 

 
 นํา First strand cDNA ที่ไดจากการทดลองในแตละชวง  มาใชเปน Templates  และใช 
Specific primers ของยีน ALF  ดังนี้ 

ALF1 (2) Forward primer คือ  5’ GCACACGTGTCAGTACAGCGTTAA 3’ 
ALF1 (2) Reverse primer  คือ  5’ GAAGGCTTTCCTGACGAAGTCTTG 3’   

 
และ ALF2 (1) Forward primer คือ  5’ GGAAGCTCCAGTTATACTTCGACG 3’ 

ALF2 (1) Reverse primer  คือ  5’ CCTTCTGCAGGAAATCTTGGACTG 3’   
 

 แลวทําการเปรียบเทียบกับยนี β-actin ซ่ึงใหเปน Normalizer  มีลําดับนิวคลีโอไทด
ของ Specific primers  ดังนี ้
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β-actin (2) Forward  primer คือ  5’ TTCACCATCGGCATTGAGAGGTTC 3’ 
β-actin (2) Reverse primer คือ  5’ CACGTCGCATTTCATCATGGAGTT 3’ 
 
โดยมีสวนผสมของสารละลายที่ใชในการทําปฏิกิริยา  ดงันี้ 

  First strand cDNA    1 ไมโครลิตร 
  10  μM  Forward  Primer    1 ไมโครลิตร 
  10  μM  Reverse  Primer    1 ไมโครลิตร 
  2X Brilliant II SYBR Green QPCR master mix 12.5 ไมโครลิตร 

 Distilled  water     9.5 ไมโครลิตร 
     ปริมาตรรวม  25   ไมโครลิตร 
 

 ใสสารละลายที่เตรียมไวลงใน 96 Well polypropylene plates จากนัน้นาํไปทําปฏิกิริยา
ใน Stratagene’s Mx3000P Real-time PCR system  ที่กําหนดใหมีสภาวะการทํางานเปนดังนี้  
ในชวงแรกใชอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  10 นาที  ชวงที่สองใชอุณหภูม ิ 95 องศาเซลเซียส  30  
วินาที  56 องศาเซลเซียส  30 วินาที  และ 72 องศาเซลเซียส  1 นาที เปนจํานวน 40 รอบ  และ
ในชวงสุดทายใชอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  1 นาที  55 องศาเซลเซียส  30 วินาที และ 95 องศา-
เซลเซียส  30 วินาที  เปนจํานวน 1 รอบ  แลวบันทึกผลคา Threshold cycle หรือ CT ที่ไดเพื่อใชใน
การวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของยีน ALF  ภายหลังจากที่ไดทําการกระตุน 

 
4.9  การวิเคราะหผลที่ไดจาก Quantitative Real-Time PCR และวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
 นําคา CT  ที่ไดของทุก ๆ กลุมทดลองในแตละชวงเวลา  มาทําการคํานวณเพื่อหาคา 
Relative expression ratio  ตามวิธีการของ Livak และ Schmittgen (2001)  ซ่ึงคา Relative 
expression ratio จะมีสูตรในการคํานวณ  ดงันี้ 
   

Relative expression ratio  =  2-Δ Δ CT 
 
 เมื่อ ΔCT  คือความแตกตางของคา CT ของยีน ALF  กับคา CT ของยีน β-actin ในแต
ละชวงเวลา  โดยสามารถเขียนเปนสมการในการคํานวณ  ดังนี ้
 

ΔCT  =  CT,ALF  -  CT,β-actin 
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 จากนั้นนําคา ΔCT  ที่ไดจากชวงเวลาที่ 0 วัน ((ΔCT)Time 0)  มาใชเปน Calibrator  เพือ่
ปรับคา ΔCT ของแตละชวงเวลา ((ΔCT)Time X )  ใหไดคาที่มีมาตรฐานเดียวกัน  โดยคาที่ไดจากการ
คํานวณดังกลาว  เรียกวา ΔΔCT 
 

ΔΔCT  =  (ΔCT)Time X  -  (ΔCT)Time 0 
 
 นําคา ΔΔCT  ที่ไดมาทําการคํานวณหาคา Relative expression ratio  ตามสูตรในการ
คํานวณขางตน 
 

 หลังจากนัน้ทาํการวิเคราะหความแตกตางของการแสดงออกของยีน ALF ในชวงเวลา   
ตาง ๆ ระหวางกลุมที่ 1 และ 2  และระหวางกลุมที่ 3 และ 4  โดยใชวิธีวเิคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of variance)  ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design)  และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยในแตละชวงเวลาในกลุมการทดลองดังกลาว  โดยใชวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) (อนันตชยั, 
2542) 
 
สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 
 สถานที่ทําการวิจัย 
  

หองปฏิบัติการการจัดการสขุภาพสัตวน้าํ  ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  คณะประมง  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
 
 ระยะเวลาทําการวิจัย 

 
เร่ิมทํางานวิจยัเดือนสิงหาคม  2550  และสิ้นสุดงานวจิัยในเดือนมกราคม 2552 
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1.  การโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด (Full-length)  ของ Complementary DNA 
(cDNA)  ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor (ALF)  ในกุงกามกราม 
  
 จากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ cDNAs (Partial cDNAs) ของยีน ALF 
จากหองสมุด cDNA ที่สรางจากเม็ดเลือดของกุงกามกรามและหองสมดุ cDNA ที่สรางจาก 
Androgenic gland ของกุงกามกราม  พบวาสามารถคนพบและสามารถแบงกลุมของยนี ALF 
ออกเปน 3 Isoforms  โดย Isoform ที่ 1 นั้นพบในหองสมดุ cDNA ที่สรางจากเม็ดเลือดของกุง
กามกราม (Srisapoome et al., 2007. Direct submittion accession number EL608988-EL610004 
และ EL695504-EL696577)  สวน Isoform ที่ 2 และ 3 พบในหองสมุด cDNA ที่สรางจาก 
Androgenic gland ของกุงกามกราม (Srisapoome et al., 2008. Direct submittion accession number 
GH624059-GH626155) 
 

จากนั้นจึงทําการออกแบบ Specific primer ที่มีความจําเพาะจากลําดับนวิคลีโอไทด
บางสวนของ cDNA ของยีน ALF Isoform 1 (ALF1) โคลนรหัส P11353 (Accession No. 
EL696174) ที่ไดจากหองสมดุ cDNA ที่สรางจากเม็ดเลือดของกุงกามกราม คือ ALF1 (1) Reverse 
primer [ALF1 (1) R] เพื่อใชในการทํา 5’ RACE PCR 
 

ผลจากการโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด (Full-length) ของ cDNA ของยีน 
ALF ในกุงกามกรามดวยเทคนิค 5’ RACE โดยใช Universal primer (UPM) รวมกบั [ALF1 (1) R]  
สามารถ Amplify และโคลนลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ โดยใชเทคนิค RACE PCR ของ
ยีน ALF1 ได  โดยเมื่อนําไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทดของ 5’ RACE PCR Product ที่ไดจาก 
[ALF1 (1) R] รวมกับ Universal primer (UPM)  แลวพบวามีความยาว 542 bp  เมื่อนํามาเชื่อมตอ
กับลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA โคลน P11353 จากหองสมุด cDNA ที่สรางจากเม็ดเลือดของกุง
กามกรามที่มีความยาว 588 bp  ทําใหไดลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF1 ของ
กุงกามกราม (Mr-ALF1) ที่มีความยาว 855 bp (ภาพที่ 2)  และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ของ Mr-ALF1 ไปทําการ BlastN และ BlastX  โดยใชโปรแกรม Basic local alignment search tool 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  พบวาลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ Mr-ALF1  มีความ
คลายคลึงกันกบัลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของยีน Anti-lipopolysaccharide 
factor ของ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) มากที่สุด  โดยคา E-value ที่ไดจากการ
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เปรียบเทียบโดยใช BlastN และ BlastX มีคาเทากับ 0.0 และ 8.0E-46 ตามลําดับ (ตารางที่ 2 และ 3)  
และเมื่อพิจารณาความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคา E-value เทากับ 0.0 ซ่ึงมีคาสูงสุด
เปนอันดับที่ 2 เมื่อใช BlastN และมีคา E-value เทากับ 1.0E-31 ซ่ึงอยูในอันดับที่ 5 เมื่อใช BlastX 
จะพบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Mr-ALF1 นี้เปนลําดับ      
นิวคลีโอไทดบางสวนของยนี Anti-lipopolysaccharide factor ของกุงกามกราม ซ่ึงมีผูบันทึกไวใน 
GenBank database กอนหนานี้เชนเดยีวกัน  แตเปนเพียงลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนทีย่ังไม
สมบูรณเทานัน้  
 
ตารางที่ 2  ความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ Mr-ALF1 ที่มีคา E-value สูงสุด 

    ใน 5 อันดับแรก  โดยใชโปรแกรม BlastN 
 

Putative genes  Closeset species Accesion 
number 

E-value Score 
(bits) 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Macrobrachium olfersii EU289220.1 0.0 1027 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Macrobrachium rosenbergii EU826055.1 0.0 930 

Antimicrobial peptide Fenneropenaeus chinensis AY859500.1 1.0E-30 143 
Anti-lipopolysaccharide 
factor 1  

Homarus americanus EU625516.1 2.0E-21 113 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Penaeus monodon EU617325.1 2.0E-21 113 
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ตารางที่ 3  ความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ Mr-ALF1 ที่มีคา E-value  
     สูงสุดใน 5 อันดับแรก  โดยใชโปรแกรม BlastX 

 
Putative genes Closeset species Accesion 

number 
E-value Score 

(bits) 
Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Macrobrachium olfersii EU289220.1 8.0E-46 187 

Antimicrobial peptide Fenneropenaeus chinensis AY859500.1 4.0E-33 145 
Anti-lipopolysaccharide 
factor 1 

Homarus americanus EU625516.1 8.0E-32 141 

Anti-lipopolysaccharide 
factor like protein 

Marsupenaeus japonicus AB210110.1 1.0E-31 140 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Macrobrachium rosenbergii EU826055.1 1.0E-31 140 

 

 
 
ภาพที ่2  แบบแผนของการโคลน Full-length ของ cDNA ของยีน ALF1 (Mr-ALF1) ของกุง 

  กามกราม  (a) แถบ PCR Product ที่ไดจากการใชเทคนคิ 5’ RACE ในการหาลําดับนิวคลี- 
  โอไทดทางดานปลาย 5’ ของ cDNA ของยีน Mr-ALF1  (b) แผนภาพการหาลําดับนิวคลี- 
  โอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-ALF1)  พรอมทั้ง 
  ตําแหนงของ Universal primer (UPM) และ ALF1 (1) Reverse primer [ALF1 (1) R] ที่ใช 
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  ในการศึกษา 
 
 สวนลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของ cDNAs ของยีน ALF Isoform 2 (ALF2)  ที่ไดจาก
หองสมุด cDNA ที่สรางจาก Androgenic gland ของกุงกามกรามนั้นไดมาจาก cDNA โคลนรหัส 
N264 (Accession No. GH624220) ซ่ึงใช M13 Reverse primer ในการ Sequence ทําใหไดลําดับนวิ- 
คลีโอไทดบางสวนทางดานปลาย 5’ ที่มีความยาว 762 bp  หลังจากนัน้ทําการ Sequence อีกครั้งโดย
ใช M13 Forward primer ทําใหไดลําดับนวิคลีไอไทดบางสวนทางดานปลาย 3’  ที่มีความยาว 907 
bp   และเมื่อนาํลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ cDNA ของยีน ALF2 ทั้งสองเสนมาเชื่อมตอกัน  
ทําใหไดลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุงกามกราม (Mr-ALF2) ที่มี
ความยาวทั้งสิ้น 959 bp  (ภาพที่ 3)  และเมือ่นําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF2 ไปทําการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนโดยใช BlastX  พบวาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
และลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 มีความคลายคลึงกับลําดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโน
ของยีน Anti-lipopolysaccharide factor ของ White shrimp (Litopenaeus schmitti)  และ American 
lobster (Homarus americanus) ที่มีคา E-value เทากับ 1.0E-04 และ 1.0E-27 ตามลําดับ  (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที่ 4  ความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ Mr-ALF2 ที่มีคา E-value สูงสุด 

    ใน 5 อันดับแรก  โดยใชโปรแกรม BlastX 
 

Putative genes Closeset species Accesion 
number 

E-value Score 
(bits) 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 1  

Homarus americanus EU625516.1 1.0E-27 127 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Macrobrachium olfersii EU289220.1 3.0E-24 116 

Anti-lipopolysaccharide 
factor like protein 

Marsupenaeus japonicus AB210110.1 3.0E-24 116 

Anti-lipopolysaccharide 
factor isoform 1 

Farfantepenaeus paulensis EF601051.1 3.0E-24 116 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Litopenaeus schmitti DQ991357.1 1.0E-23 114 
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ภาพที ่3  การหาลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุงกามกราม (Mr-ALF2)  

  ที่พบในหองสมุด cDNA ของ Androgenic gland โดยการ Sequence ดวย M13 Forward  
  และ M13 Reverse primers 

 
เชนเดยีวกับลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ cDNA ของยีน ALF3 ที่ไดมาจากโคลนรหัส 

EB653 (Accession No. GH626033) ที่พบในหองสมุด cDNA ของ Androgenic gland  ซ่ึงเมื่อใช 
M13 Reverse primer ในการ Sequence ทําใหไดลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนทางดานปลาย 5’ ที่มี
ความยาว 766 bp  และเมื่อทําการ Sequence อีกครั้งดวย M13 Forward primer  ทําใหไดลําดับนวิ- 
คลีโอไทดบางสวนทางดานปลาย 3’  ที่มีความยาว 702 bp  หลังจากนัน้นําลําดับนิวคลีโอไทด
บางสวนของ cDNA ของยีน ALF3 ทั้งสองเสนนี้มาเชื่อมตอกัน  ทําใหไดลําดับนิวคลีโอไทด
ทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-ALF3) ที่มีความยาวทั้งสิ้น 833 bp (ภาพที ่
4)  และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF3 ไปทําการ 
BlastX  พบวาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ Mr-ALF3 มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทด
และกรดอะมิโนของยีน Anti-lipopolysaccharide factor 2 ของ American lobster (Homarus 
americanus) มีคา E-value เทากับ 1.0E-10 (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 5  ความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ Mr-ALF3 ที่มีคา E-value  
     สูงสุดใน 5 อันดับแรกโดยใชโปรแกรม BlastX 

 
Putative genes  Closeset species Accesion 

number 
E-value Score 

(bits) 
Anti-lipopolysaccharide 
factor 2 

Homarus americanus EU625517.1 1.0E-10 71.2 

Anti-lipopolysaccharide 
factor isoform 2 

Penaeus monodon EF523561.1 6.0E-10 68.6 

Anti-lipopolysaccharide 
factor like protein 

Marsupenaeus japonicus AB210110.1 3.0E-09 66.2 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 2 

Marsupenaeus japonicus AB453738.1 9.0E-09 64.7 

Anti-lipopolysaccharide 
factor 

Litopenaeus stylirostris DQ010421.1 2.0E-08 63.9 

 

 
 
ภาพที ่4  การหาลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-ALF3)  

  ที่พบในหองสมุด cDNA ของ Androgenic gland โดยการ Sequence ดวย M13 Forward  
  และ M13 Reverse primers 
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2.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF ของกุงกามกราม 
 
2.1  การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF1 

ของกุงกามกราม (Mr-ALF1) 
 
 เมื่อนําลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-
ALF1) ที่ไดจากขอ 1  มาทําการตัดสวนของ Vector และ Adaptor ออก  ทําใหไดลําดับนิวคลีโอ-
ไทดทั้งหมดทีส่มบูรณของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกรามที่มีความยาวเทากับ 794 bp  ซ่ึง
เมื่อทําการพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกรามแลว  
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ cDNA ของยีน ALF1 ที่มีความยาวเทากับ 794 bp นั้น  จะ
ประกอบ ดวยลําดับนิวคลีโอไทดที่สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน (Open Reading Frame, ORF) 
มีความยาวทั้งสิ้น 345 bp และมีลําดับของนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’  ที่ไมเกีย่วของกับการสราง
โปรตีน (5’ Untranslated region, 5’ UTR) และทางดานปลาย 3’ ที่ไมเกี่ยวของกับการสรางโปรตีน 
(3’ Untranslated region, 3’ UTR) มีความยาวเทากับ 134 และ 315 bp ตามลําดับ  อีกทั้งยังพบลําดบั
นิวคลีโอไทดที่เปน ATTTA หรือที่เรียกวา AU rich element motif (ARE) อยูในสวนของ 3’ UTR 
จํานวน 1 ตําแหนง  โดยตําแหนงของ AU rich element motif นี้จะมีความสําคัญตอการคงสภาพของ 
mRNA (mRNA stabilizing function) (Bakheet et al., 2001; Nagoshi et al., 2006)  และยังพบ
ตําแหนงของ Polyadenylation signal (AATAAA) จํานวน 1 ตําแหนง  กอนถึงลําดับนิวคลีโอไทด
ของ Poly A tail  ประมาณ 14 bp (ภาพที่ 5) 
 

 และเมื่อนําลําดบันิวคลีโอไทดในสวนที่สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมโิน (ORF) ที่มี
ความยาวทั้งสิ้น 345 bp นี้ มาถอดรหัสเปนกรดอะมิโน  ทําใหไดลําดับของกรดอะมิโนที่มีความยาว
ทั้งสิ้น 114 Residues หลังจากนั้นทําการหาตําแหนงของ Putative signal peptide โดยใชโปรแกรม 
SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) ทําใหสามารถแบงโครงสรางของโปรตีน
ออกเปนสวนของ Putative signal peptide จํานวน 15 Residues และเปนสวนของ Mature peptide 
อีก 99 Residues (ภาพที่ 6)  และเมื่อวเิคราะหลําดับของกรดอะมิโนทีถ่อดรหัสไดจะพบกรดอะมโิน 
Cysteine (C) จํานวน 3 ตําแหนง  คือตําแหนงที่ 13, 45 และ 66  โดยกรดอะมิโน Cysteine ใน
ตําแหนงที่ 13 จะอยูในลําดับของกรดอะมิโนที่เปนสวนของ Putative signal peptide  สวนกรดอะม-ิ
โน Cysteine อีกสองตําแหนงนั้นจะพบอยูในสวนของ Mature peptide  อีกทั้งยังพบลําดับของ
กรดอะมิโนที่เปนตําแหนงของ LPS binding motif  ในบริเวณลําดับของกรดอะมิโนตาํแหนงที่ 45 
ถึงตําแหนงที่ 66  ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวนทัง้สิ้น 22 Residues โดยตําแหนงของ LPS 
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binding motif  ที่พบนี้จะอยูระหวางกรดอะมิโน Cysteine ทั้งสองตําแหนง (ตําแหนงที่ 45 และ
ตําแหนงที่ 66) ที่จับกันเกิดเปนพันธะ Disulfide (Andrä et al., 2004)  ทําใหโครงสรางภายใน
โมเลกุลของยีน ALF1 เกิดเปน Beta hairpin loop หรือที่เรียกวา Amphipathic loop  ซ่ึงบริเวณ 
Amphipathic loop นี้จะเปนบริเวณที่มีประจุเปนบวกสูง (Aketagawa et al., 1986; Hoess et al., 
1993)  เนื่องจากตรงบริเวณ Amphipathic loop ของลําดับของกรดอะมิโนของยีน Mr-ALF1 มี
กรดอะมิโน Arginine (R) และ Lysine (K) ที่เปนกรดอะมิโนที่มีประจุเปนบวกสูงอยูภายในจํานวน 
5 Residues (Brogden, 2005)  ทําใหตําแหนงของ LPS binding motif บน Amphipathic loop นี้มี
คุณสมบัติเปน Cationic amino acid side chain  (Beale et al., 2008)  ซ่ึงจะทําหนาที่ในการเขาจับกบั
ผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมตรงบริเวณสวนของ Lipid A และสวนของ 
Oligosaccharide ที่มีประจุลบของหมูฟอสเฟต 2 หมู (Ren et al., 2008)  โดยกระบวนการในการจับ
กับผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมของโปรตีนในกลุม AMP นั้นจะมีอยูดวยกันหลาย
รูปแบบ (Brogden, 2005; Brown et al., 2006)  ซ่ึงแตละรูปแบบจะสงผลทําใหเกดิการแตกออกของ
ผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม  โดยการแตกออกของผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิง
แปลกปลอมนีจ้ะเกิดขึ้นจากกระบวนการการสรางรูบนผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม 
(Pore formation)  หรือเกดิจากการที่ผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมถูกกัดกรอนไป 
(Detergent-like solubilization) ดวยโปรตีนในกลุม AMP  สงผลทําใหคุณสมบัติในการเปน 
Membrane permeability ของผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมเปลี่ยนแปลงไป (Izadpanah 
et al., 2005)  อีกทั้งยังเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสภาพของประจุไฟฟาของผนังเซลลเชื้อโรค
หรือส่ิงแปลกปลอม  ทําใหผนังเซลลของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมเกิดสภาพไรขั้วข้ึนอยางรุนแรง  
(Fatal ion depolarization)  และในที่สุดจะเกิดการ Lysis ของเซลลเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมใน
ระยะเวลาอันรวดเรว็ (Zasloff, 2002) 

 
 และเมื่อทําการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF1 แลว

พบวาโปรตีนของ ALF1 ของกุงกามกรามนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 12,833.8 Da  และมีคา 
Theoretical isoelectric point (pI) เทากับ 8.91 (http://au.expasy.org/tools/protparam.html)  ซ่ึงคา 
Theoretical isoelectric point หรือ pI  ดังกลาวคือคา pH ที่ทําใหกรดอะมิโนหรือโปรตีนมีประจุ
สุทธิเปนศูนย (Xuhua, 2007) 
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1    GAGTCGAGTCTTGACTGCGGTGCACTCACTTCTCAGGTCTGTCTCGGAAACACGAGATCA   60 
61   GTTTATCAGTATTCTTGCACTGTGAACTTACGTATTGACCGAAAACGAAACTGTCTGTCG   120 
121  TCTTCAGCGTCGTGATGGTTGGGGTGATGACGTCATCGTTACTTCCCACTTGTGAAGCTC   180 
(1)                M  V  G  V  M  T  S  S  L  L  P  T  C  E  A  Q   (16)  
 
181  AGGGTTGGGAAGTTGTGGCGGCTGCTGTTGCCGAAAAGATCGCTGGTCTCTGGGTGGACG   240 
(17)   G  W  E  V  V  A  A  A  V  A  E  K  I  A  G  L  W  V  D  D   (36) 
 
241  ACCAAATGGTATTCTTGGGGCACACGTGTCAGTACAGCGTTAATCCTAAAATCAAACGGT   300 
(37)   Q  M  V  F  L  G  H  T  C  Q  Y  S  V  N  P  K  I  K  R  F   (56) 
 
301  TTGAGCTCTACTTCAAGGGCCGGATGTGGTGCCCAGGATGGACTACTATCAGAGGAGAAG   360 
(57)   E  L  Y  F  K  G  R  M  W  C  P  G  W  T  T  I  R  G  E  A   (76) 
 
361  CTGAGACTCGCAGCCGATCTGGCGTCGTTACCAAAACAACCCAAGACTTCGTCAGGAAAG   420 
(77)   E  T  R  S  R  S  G  V  V  T  K  T  T  Q  D  F  V  R  K  A   (96) 
 
421  CCTTCCAGTCCGGCATCGTAACTGAGGAGCAAGCAAGGGTCTGGCTTAACTCTAAATAGA   480 
(97)   F  Q  S  G  I  V  T  E  E  Q  A  R  V  W  L  N  S  K  *     (114) 
 
481  AAAAAGTTGTCCAGCTTCCTCCAAGAATATTCCTCTCTTCATAAGACGATCATCAGGTTT   540 
541  CATTTCTCATATATTAATCCAGATGCTTCCCTTTCTGAATGTTACTCAACGGCACAATCA   600 
601  AGAGGCCACTGGATATACATACTTCATTACATTTACTTCCTGGAAACAGGAATTCACTTA   660 
661  TAACCTGCCTCTACCCACGAGTTGAACTTGTTATAGAGCCCGCTCGTCTCGGTGTCCTCA   720 
721  CCAAAAGTGGTATTCAACATGAGACTGTTTTTAAATAAAATTACCTACTGGTCAAAAAAA   780 
781  AAAAAAAAAAAAAA 

 
ภาพที่ 5  ลําดบันิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกราม  

 (Mr-ALF1) โดยวงกลมแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteines จํานวน 3 ตําแหนง  
 ตัวอักษรที่ขดีเสนใตแสดงถงึสวนของ Putative signal peptide  ตัวอักษรทึบหนาแสดงถึง 
 สวนของ LPS binding motif  สวนตัวอักษรทึบหนาและขีดเสนใตจะแสดงถึงตําแหนงของ  

   AU rich element motif  และตัวอักษรที่เปนตัวเอยีงทึบหนาแสดงถึงตําแหนงของ  
 Polyadenylation signal (AATAAA) 
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ภาพที่ 6  ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF1  

 ของกุงกามกราม (Mr-ALF1) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)  

 
 เมื่อทําการทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 (Secondary structure) จาก PSIPRED Protein 
Structure Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html)  พบวาโครงสราง
ลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF1 ของกุงกามกรามจะประกอบดวยสวนที่เปน α-helix (H) 
จํานวน 4 สวน  สวนที่เปน β-strand (E) จํานวน 5 สวนและโครงสรางสวนที่เหลือจะเปนสวนของ 
Random coil (C) (ภาพที่ 7)  โดยสวนของโครงสรางที่เปน α-helix นั่น  จะอยูในสวนปลายทาง
ดาน 5’ ตรงบริเวณที่เปน Putative signal peptide  และพบอยูตรงบริเวณปลายทางดาน 3’ อีก 2 
ตําแหนง  ซ่ึงบริเวณที่อยูตรงกลางระหวางโครงสรางของ α-helix ทั้งสองนี้จะเปนสวนของ β-
strand และ Random coil  โดยในบริเวณดังกลาวจะมีตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine อยู 2 
ตําแหนง คือตาํแหนงที่ 45 และตําแหนงที่ 66  จับกันเกิดเปนพันธะ Disulfide ทําใหโครงสรางของ
โปรตีน Mr-ALF1 เปน Amphipathic loop หรืออาจเรียกวา Beta hairpin loop  และเมือ่ทําการ
พิจารณาเฉพาะบริเวณสวนของ Mature peptide จะพบวา Mr-ALF1 มีสวนของ α-helix 3 สวน และ
สวนของ β-strand 4 สวนเชนเดียวกับโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF ของ Limulus 
polyphemus (Hoess et al., 1993)   
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ภาพที่ 7  การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-ALF1)   

 โดยสวนทีเ่ปน α-helix คือ H  สวนที่เปน β-strand คือ E  และสวนที่เปน Random coil  
 คือ C (ทํานายจาก http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html) 
 
2.2  การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF2 

ของกุงกามกราม (Mr-ALF2) 
 

 ภายหลังจากการนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF2) ที่ไดจากขอ 1  ซ่ึงมีความยาวทั้งหมดเทากับ 959 bp  ซ่ึงประกอบดวยลําดบั  
นิวคลีโอไทดที่สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน (ORF) มีความยาวทัง้สิ้น 399 bp และมีลําดับของ
นิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’  ที่ไมเกีย่วของกับการสรางโปรตีน (5’ UTR) และทางดานปลาย 3’ ที่
ไมเกี่ยวของกบัการสรางโปรตีน (3’ UTR) มีความยาวเทากับ 5 และ 555 bp ตามลําดับ  อีกทั้งยังพบ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปน ATTTA หรือที่เรียกวา AU rich element motif (ARE) อยูในสวนของ 3’ 
UTR  จํานวน 3 ตําแหนง  และยังพบตําแหนงของ Polyadenylation signal (AATAAA) จํานวน 1 
ตําแหนง  กอนถึงลําดับนิวคลีโอไทดของ Poly A tail ประมาณ 14 bp (ภาพที่ 8) 

 
 และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดในสวนที่สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมโิน (ORF) ที่มี

ความยาวทั้งสิ้น 399 bp นี้  มาถอดรหัสเปนกรดอะมิโนทาํใหไดลําดับของกรดอะมิโนที่มีความยาว
ทั้งสิ้น 132 Residues หลังจากนั้นทําการหาตําแหนงของ Putative signal peptide โดยใชโปรแกรม 
SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) ซ่ึงสามารถแบงโครงสรางของโปรตีน
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ออกเปนสวนของ Putative signal peptide จํานวน 25 Residues และเปนสวนของ Mature peptide 
อีก 107 Residues (ภาพที่ 9)  เมื่อทําการวิเคราะหลําดับของกรดอะมิโนที่ถอดรหัสไดพบวามีกรด 
อะมิโน Cysteine (C) จํานวน 2 ตําแหนง  คอืตําแหนงของกรดอะมิโนในลําดับที่ 64 และ 85  ซ่ึง
กรดอะมิโน Cysteine ทั้งสองตําแหนงนี้จะพบอยูในสวนของ Mature peptide โดยกรดอะมิโน 
Cysteine ทั้งสองนี้จะสามารถจับกันเกดิเปนพันธะ Disulfide และยังพบวากรดอะมิโนในตําแหนงที่ 
64 ถึงตําแหนงที่ 85 จัดเปนตําแหนงของ LPS binding motif  ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน
ทั้งสิ้น 22 Residues  อีกทั้งยังพบตําแหนง Glycosylation site คือ Asn-Xaa-Thr/Ser (NXT หรือ 
NXS) จํานวน 1 ตําแหนง  โดยที่ Asn (N) คือกรดอะมิโน Asparagine, Thr (T) คือกรดอะมิโน 
Threonine, Ser (S) คือกรดอะมิโน Serine และ Xaa (X) คือกรดอะมิโนชนิดอื่น ๆ ตรงบริเวณ
กรดอะมิโนลําดับที่ 100 ถึง 102 คือ Asn-Ser-Ser (NSS)  ซ่ึงแตกตางจากลําดับของกรดอะมิโนของ 
cDNA ของยีน ALF1 ของกุงกามกราม (Mr-ALF1) ที่ไมพบตําแหนง Glycosylation site เลย  โดย
ตําแหนง Glycosylation site นี้เปนตําแหนงที่มีความสําคัญที่เกี่ยวของกบัการยึดเกาะของน้ําตาล 
(Bause, 1983)  ทําใหเกิดเปน Glycoprotein ขึ้น โดยน้ําตาลที่เขามายึดเกาะกับโปรตนีนี้จะเชื่อมตอ
กันดวยพนัธะ N-glycosidic กับกรดอะมิโน Asparagine (Asn) เรียกตําแหนงนี้วา N-Glycosylation 
(Gavel and von Heijne, 1990)  ซ่ึงการมีตําแหนง Glycosylation site อยูภายในโครงสรางของ
โปรตีนจะมีผลตอการพับตัวและการทํางานอีกดวย  และเมื่อทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF2 แลวพบวาโปรตีนของ ALF2 ของกุงกามกรามนี้มนี้ําหนกั
โมเลกุลประมาณ 14,281.5 Da  และมีคา Theoretical isoelectric point (pI) เทากับ 6.72  
(http://au.expasy.org/tools/protparam.html)   
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1    AGGCAATGCGTACCTCGGTGATCATCAGTGCCCTGTTAGGGCTCGCCATAGTGGGCATTT   60 
(1)       M  R  T  S  V  I  I  S  A  L  L  G  L  A  I  V  G  I  L   (19) 
 
61   TGACGCCCAGAACCGAAGCCCAGGGCGTGGCTGATTTGGTCGGGGGCTTGACGGAAGGCG   120 
(20)   T  P  R  T  E  A  Q  G  V  A  D  L  V  G  G  L  T  E  G  G   (39) 
 
121  GTCTGGTCGACGCTCTGACGTCACGGATTGTCGGGTTGTGGCGAACAGGAGACATTGTAT   180 
(40)   L  V  D  A  L  T  S  R  I  V  G  L  W  R  T  G  D  I  V  F   (59) 
 
181  TCCTGGACCACGTCTGCAGTTTCCAGGTCGAGCCTAACCTCAGGAAGCTCCTGTTATACT   240 
(60)   L  D  H  V  C  S  F  Q  V  E  P  N  L  R  K  L  L  L  Y  F   (79) 
 
241  TCGACGGGACATTCTGGTGCCCTGGATGGACCCCCATCAAAGGAGAAGCTCTGACCCGAA   300 
(80)   D  G  T  F  W  C  P  G  W  T  P  I  K  G  E  A  L  T  R  S   (99) 
 
301  GCAACTCTAGCGTTGTGAACAAGGCAGTCCAAGATTTCCTGCAGAAGGCACTGGCTAGCG   360 
(100)  N  S  S  V  V  N  K  A  V  Q  D  F  L  Q  K  A  L  A  S  G  (119) 
 
361  GCCTCGTCACCGAAAGCGAATCCAGGGCGTGGCTGAAACACTAAATAAAGTTATTTAAAA   420 
(120)  L  V  T  E  S  E  S  R  A  W  L  K  H  *                    (132) 
 
421  GTCGAGAGGATCTGTTTGCTATTGTAAGAGCGAATGCTTGAGCCGTTACAAAGGTAAATC   480 
481  CCATCTAATACTACTGCTACTCTGGCTACCAGAATGCTCTACAATAACATGAATTCTTTT   540 
541  AAGTTGTTTAACAAGTGTGTAGCACAATTGGTGACCCCTAACCTATACCTATGAGTAGAT   600 
601  AATAATTATTATTTTCCAAAAATGAGGAGAGATTGTTTTAGACATAATTCGAAATAACAG   660 
661  ATCACTCTGATGCCTAATTCGCGAAAGTTATAGAAATATTATTTTATGTTCGTTATAAAA   720 
721  ATGAGTAAGATTCGTATTTCTTACAGATTTATGTCTTTATATAGAGCATGAAGTATTTTA   780 
781  AGGCTATGAGAGTACTAGACACGTTGAATTCGATTTTTTTTTTTTTGTTTTTTCTGTAAA   840 
841  AGAAATATTTATGGAAAGCATATTCATAGCAAAACATTTTTATAACATGTCAGTTATTGA   900 
901  TGATATGATGTAAATGAATTTAATAAACAGTTTATTATCACAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 
ภาพที่ 8  ลําดบันิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุงกามกราม  

 (Mr-ALF2) โดยวงกลมแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteines จํานวน 2 ตําแหนง  
 กรอบสี่เหล่ียมแสดงถึงตําแหนงของ Glycosylation site จํานวน 1 ตําแหนง  ตวัอักษรที่ขีด 
 เสนใตแสดงถึงสวนของ Putative signal peptide  ตัวอักษรทึบหนาแสดงถึงสวนของ LPS  
 binding motif  สวนตัวอักษรทึบหนาและขีดเสนใตจะแสดงถึงตําแหนงของ AU rich  
 element motif  และตวัอักษรที่เปนตัวเอยีงทึบหนาแสดงถึงตําแหนงของ Polyadenylation  
 signal (AATAAA) 
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ภาพที่ 9  ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF2  

 ของกุงกามกราม (Mr-ALF2) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)  

  
 เมื่อทําการทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 (Secondary structure) จาก PSIPRED Protein 

Structure Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html)  พบวาโครงสราง
ลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF2 ของกุงกามกรามจะประกอบดวยสวนที่เปน α-helix (H) 
จํานวน 6 สวน  สวนที่เปน β-strand  (E) จํานวน 6 สวนและโครงสรางสวนที่เหลือจะเปนสวนของ 
Random coil (C) (ภาพที่ 10)  โดยสวนของโครงสรางที่เปน α-helix นั้น  จะอยูในสวนปลายทาง
ดาน 5’ ตรงบริเวณที่เปน Putative signal peptide  และยังพบอยูตรงบริเวณปลายทางดาน 3’ อีก 2 
ตําแหนง  ซ่ึงบริเวณที่อยูตรงกลางระหวางโครงสรางของ α-helix ทั้งสองนี้จะเปนสวนของ β-
strand และ Random coil  โดยในบริเวณดังกลาวจะมีตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine อยู 2 
ตําแหนงคือตําแหนงที่ 64 และตําแหนงที่ 85  จับกันเกิดเปนพันธะ Disulfide ทําใหโครงสรางของ
โปรตีน Mr-ALF2 เปน Amphipathic loop เชนเดียวกับยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกราม  และเมื่อทํา
การพิจารณาเฉพาะบริเวณสวนของ Mature peptide จะพบวามีสวนของ α-helix 4 สวน และสวน
ของ β-strand 5 สวน  ซ่ึงแตกตางจากโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน Mr-ALF1 ของกุง
กามกรามที่มสีวนของ α-helix 3 สวน และสวนของ β-strand 4 สวน 
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ภาพที่ 10  การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF2 ของกุงกามกราม  โดยสวนที ่

   เปน α-helix คือ H  สวนที่เปน β-strand คือ E  และสวนที่เปน Random coil คือ C  
   (ทํานายจาก http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html) 

 
2.3  การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของ cDNA ของยีน 

ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-ALF3) 
 

 เมื่อนําลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุงกามกราม (Mr-
ALF3) ที่ไดจากขอ 1  ซ่ึงมีความยาวทั้งหมดเทากับ 833 bp  ซ่ึงประกอบดวยลําดับนวิคลีโอไทดที่
สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน (ORF) มีความยาวทั้งสิ้น 366 bp และมีลําดับของนิวคลีโอไทด
ทางดานปลาย 5’  ที่ไมเกีย่วของกับการสรางโปรตีน (5’ UTR) และทางดานปลาย 3’ ที่ไมเกี่ยวของ
กับการสรางโปรตีน (3’ UTR) มีความยาวเทากับ 144 และ 323 bp ตามลําดับ  และยงัพบตําแหนง
ของ Polyadenylation signal (AATAAA) จํานวน 1 ตําแหนง  กอนถึงลําดับนิวคลีโอไทดของ Poly 
A tail ประมาณ 13 bp (ภาพที่ 11)  ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุง
กามกราม (Mr-ALF3) แตกตางจากลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ cDNA ของยีน ALF1 และ 
ALF2  เนื่องจากในลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 นี้ไมพบตําแหนงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปน ATTTA หรือที่เรียกวา AU rich element motif (ARE) ในบริเวณสวนของ 
3’ UTR เลย 
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 เมื่อนําลําดับนวิคลีโอไทดในสวนที่สามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน (ORF) ที่มีความ
ยาวทั้งสิ้น 366 bp นี้มาถอดรหัสเปนกรดอะมิโน  ทําใหไดลําดับของกรดอะมิโนที่มีความยาวทั้งสิ้น 
121 Residues หลังจากนัน้ทาํการหาตําแหนงของ Putative signal peptide โดยใชโปรแกรม SignalP 
3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) ซ่ึงสามารถแบงโครงสรางของโปรตีนออกเปนสวน
ของ Putative signal peptide จํานวน 20 Residues และเปนสวนของ Mature peptide อีก 101 
Residues (ภาพที่ 12)  เมื่อทาํการวิเคราะหลําดับของกรดอะมิโนที่ถอดรหัสไดพบวามีกรดอะมิโน 
Cysteine (C) จํานวน 2 ตาํแหนง  คือตําแหนงของกรดอะมิโนในลําดบัที่ 53 และ 74  ซ่ึงกรดอะมโิน 
Cysteine ทั้งสองตําแหนงนี้จะพบอยูในสวนของ Mature peptide โดยกรดอะมิโน Cysteine ทั้งสอง
จะสามารถจับกันเกดิเปนพันธะ Disulfide  และยังพบวากรดอะมิโนในตําแหนงที่ 53 ถึงตําแหนงที่ 
74 นี้จัดเปนตําแหนงของ LPS binding motif  ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวนทัง้สิ้น 22 
Residues เชนเดียวกันกับ cDNAs ของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2  อีกทั้งยังพบตําแหนงของ 
Glycosylation site คือ Asn-Pro-Thr หรือ NPT (โดยที ่Asn คือกรดอะมิโน Asparagine, Pro คือ
กรดอะมิโน Proline และ Thr คือกรดอะมิโน Threonine) จํานวน 1 ตําแหนง  ตรงบริเวณกรดอะม-ิ
โนลําดับที่ 89 ถึง 91 เชนเดียวกับลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF2 ของกุงกามกราม 
(Mr-ALF2)  และเมื่อทําการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF3 แลว
พบวาโปรตีนของ ALF3 ของกุงกามกรามนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 14,038.2 Da  และมีคา 
Theoretical isoelectric point (pI) เทากับ 6.82  (http://au.expasy.org/tools/protparam.html)   
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1    GTCGTCCGTCGGTTGAAGACCCGTATCTCTCTTGGAAGACCGAAGGATTTAATTATCAAG   60 
61   TGTATGTACTGATATAAATCTTTGTGTTTGCTCACTTTGTCTGCGATTAAACTTCCTTTT   120 
121  AAAAGTCGCGTGACTGTTACCAAGATGCAGAAGATCCCAGCGTTGATTCTGGGCCTTTTT   180 
(1)                          M  Q  K  I  P  A  L  I  L  G  L  F     (12) 
 
181  TTCGTCTTCTCCGTGGCCCAGGGGAAGCCTATAGATTGGTCAGACATCTTAAAGTCTACT   240 
(13) F  V  F  S  V  A  Q  G  K  P  I  D  W  S  D  I  L  K  S  T     (32) 
 
241  TTCGAGTTCACCAGAAGTCAGTTGTATGTCCAGGGAGACATGGAACTCCTGGACCATTAC   300 
(33) F  E  F  T  R  S  Q  L  Y  V  Q  G  D  M  E  L  L  D  H  Y     (52)  
 
301  TGCATATACAAGAGGACTGGCTACTTCTACAAGTGGGAGTTGCATTACAAAGCAGAAGTG   360 
(53) C  I  Y  K  R  T  G  Y  F  Y  K  W  E  L  H  Y  K  A  E  V     (72) 
 
361  AGGTGCCCAGGCTGGACTAACATCATCGGCACTGCAAAGAACCACAAGAACCCAACGACG   420 
(73) R  C  P  G  W  T  N  I  I  G  T  A  K  N  H  K  N  P  T  T     (92) 
 
421  GCCGAGAGAGAAGCTACGGTGGACTTTGTTCGAAAAGTGATCGCTGCAGGCATAGTGACG   480 
(93) A  E  R  E  A  T  V  D  F  V  R  K  V  I  A  A  G  I  V  T    (112) 
 
481  GAGGAAGAGGCACTGCCCTGGTTTGTGTGAGGACATCACCCGTACGCCATCAGTTGTGGG   540 
(113)E  E  E  A  L  P  W  F  V  *                                  (121) 
 
541  AGGAATGAATATATGGGTTAAGACGGAGATATTTTCTTGGTATGACTGTCATGGAATAGA   600 
601  TGAAAATCCACTTTTTTCCCATGTAGTATAGTTCAATGGATAGAGTTCCAGATTCTATGA   660 
661  TTGTTACTTTTACAGAGCCCATTCCATTTCCTTCTTCTACAGACTGTCTTGTAAAATGCA   720 
721  GATTATACAGAATGACTATCAATCAGTGGTGTACCCGGAAAATACACAATTGTTAATCAT   780 
781  AATAAACAACTTTCTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 
ภาพที่ 11  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF3 ของกุง 

   กามกราม (Mr-ALF3) โดยวงกลมแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteines จํานวน 2  
   ตําแหนง  กรอบสี่เหล่ียมแสดงถึงตําแหนงของ Glycosylation จํานวน 1 ตําแหนง   
   ตัวอักษรที่ขดีเสนใตแสดงถึงสวนของ Putative signal peptide  ตัวอักษรทึบหนาแสดง 
   ถึงสวนของ LPS binding motif  และตัวอักษรที่เปนตวัเอียงทึบหนาแสดงถึงตําแหนงของ  
   Polyadenylation signal (AATAAA) 
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ภาพที่ 12  ตําแหนง Putative signal peptide ของลําดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน ALF3  

   ของกุงกามกราม (Mr-ALF3) โดยใชโปรแกรม SignalP 3.0  
   (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)  

 
 เมื่อทําการทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 (Secondary structure) จาก PSIPRED Protein 

Structure Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html)  พบวาโครงสราง
ลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF3 ของกุงกามกรามจะประกอบดวยสวนที่เปน α-helix (H) 
จํานวน 4 สวน  สวนที่เปน β-strand  (E) จํานวน 5 สวนและโครงสรางสวนที่เหลือจะเปนสวนของ 
Random coil (C) (ภาพที่ 13)  โดยสวนของโครงสรางที่เปน α-helix นั่น  จะอยูในสวนปลายทาง
ดาน 5’ ตรงบริเวณที่เปน Putative signal peptide  และพบอยูตรงบริเวณปลายทางดาน 3’ อีก 2 
ตําแหนง  ซ่ึงบริเวณที่อยูตรงกลางระหวางโครงสรางของ α-helix ทั้งสองนี้จะเปนสวนของ β-
strand และ Random coil  โดยในบริเวณดังกลาวจะมีตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine อยู  คือ
ตําแหนงที่ 53 และตําแหนงที่ 74  จับกันเกดิเปนพนัธะ Disulfide ทําใหโครงสรางของโปรตีน Mr-
ALF3 เปน Amphipathic loop เชนเดยีวกบัยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ของกุงกามกราม  และเมือ่
ทําการพิจารณาเฉพาะบริเวณสวนของ Mature peptide จะพบวามีสวนของ α-helix 3 สวน และ
สวนของ β-strand 5 สวน  ซ่ึงแตกตางจากโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน Mr-ALF1 และ 
Mr-ALF2 ของกุงกามกรามที่ไดทําการศึกษาไวขางตน 
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ภาพที่ 13  การทํานายโครงสรางลําดับที่ 2 ของโปรตีนของยีน ALF3 ของกุงกามกราม  โดยสวนที ่

   เปน α-helix คือ H  สวนที่เปน β-strand คือ E  และสวนที่เปน Random Coil คือ C  
   (ทํานายจาก http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html) 

 
3.  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลาํดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดของ cDNA ของยีน ALF  ท้ัง
สาม Isoforms ของกุงกามกราม 
 

จากการศึกษาการหาและวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF ของ
กุงกามกรามทีผ่านมาในขอ 1 และขอ 2  พบวาลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF 
ของกุงกามกรามที่ทําการศึกษาในครั้งนีแ้บงออกเปน 3 Isoforms ที่แตกตางกันคือ Mr-ALF1, Mr-
ALF2 และ Mr-ALF3  ตามลําดับ  ซ่ึงเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF 
ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms มาทําการถอดรหัสเปนลําดับของกรดอะมิโน  หลังจากนั้นทําการ
ตัดตําแหนงของ Putative signal peptide ออกโดยใชโปรแกรม SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu. 
dk/services/ SignalP) แลวทําการเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับของกรดอะมิโนของยีน 
ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms โดยใชโปรแกรม ClustalW (http://www.clustal.org) และ 
MatGat 2.01 (http://bitincka.com/ledion/matgat)  พบวามกีรดอะมิโนจํานวน 14 ชนิดใน 21 
ตําแหนง ที่มีความเหมือนกันทั้งสาม Isoforms  ซ่ึงไดแกกรดอะมิโน Luecine (L) จํานวน 3 
ตําแหนง  กรดอะมิโน Histidine (H) จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Cysteine (C) จํานวน 2 
ตําแหนง  กรดอะมิโน Proline (P) จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Glycine (G) จํานวน 3 ตําแหนง  



 

62 

กรดอะมิโน Tryptophan (W) จํานวน 2 ตําแหนง  กรดอะมิโน Threonine (T) จํานวน 2 ตําแหนง  
กรดอะมิโน Isoleucine (I) จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Alanine (A) จํานวน 1 ตําแหนง  กรด 
อะมิโน Aspartic acid (D) จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Phenylalanine (F) จํานวน 1 ตําแหนง  
กรดอะมิโน Lysine (K) จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Valine (V) จํานวน 1 ตําแหนงและกรดอะ-
มิโน Glutamic acid (E) จํานวน 1 ตําแหนง (ภาพที่ 14)  ซ่ึงจากการเปรยีบเทียบลําดบัของกรดอะม-ิ
โนของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms นี้ยังพบบริเวณที่มลํีาดับของกรดอะมิโนเปน 
(W/R)CPGWT  ซ่ึงมีความคลายคลึงกับลําดับของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณของ Consensus pattern 
คือ (W/T)CP(G/S)W(T/A) ที่ไดมีการรายงานไวใน Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) (Li et 
al., 2008) และ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) (Rosa et al., 2008) เปนตน 
 
Mr-ALF1   -------------------MVGVMTSSLLPTCEAQGWEVVAAAVAEKIAGLWVDDQMVFL   41 
Mr-ALF2   MRTSVIISALLGLAIVGILTPRTEAQGVADLVGGLTEGGLVDALTSRIVGLWRTGDIVFL   60 
Mr-ALF3   -----------MQKIPALILGLFFVFSVAQGKPIDWSDILKSTFEFTRSQLYVQGDMELL   49 
                        .           ...          .  .    . .*.. .....* 
 
 
 
Mr-ALF1   GHTCQYSVNPKIKRFELYFKGRMWCPGWTTIRGEAETRSRSGVVTK-TTQDFVRKAFQSG   100 
Mr-ALF2   DHVCSFQVEPNLRKLLLYFDGTFWCPGWTPIKGEALTRSNSSVVNK-AVQDFLQKALASG   119 
Mr-ALF3   DHYCIYKRTGYFYKWELHYKAEVRCPGWTNIIGTAKNHKNPTTAEREATVDFVRKVIAAG   109 
          .* * . . .   . .*....  .***** * *.* ..... .. . ...**..*. ..* 
 
 
 
Mr-ALF1   IVTEEQARVWLNSK                                                 114 
Mr-ALF2   LVTESESRAWLKH-                                                 132 
Mr-ALF3   IVTEEEALPWFV--                                                 121 
          .***.... *. 

 
ภาพที่ 14  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms  

 เสนตรงที่ปรากฏเปนการแสดงลักษณะของการเกิดพนัธะ Disulfide ระหวางกรดอะมิโน  
 Cysteine ทั้งสองตําแหนง  (*) คือ ตําแหนงของกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกนั  สวน (.)  
 คือ ตําแหนงของกรดอะมิโนที่มีความคลายคลึงกันสูง  อักษรที่ขีดเสนใตแสดงถึงบริเวณ 
 ที่เปนสวนของ Putative signal peptides 

 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดและ
ลําดับของกรดอะมิโนของยนี ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms พบวาลําดับนวิคลีโอไทดของ
ยีน ALF1 มีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ALF2 มากกวาลําดับนวิคลีโอไทดของ
ยีน ALF3  เนือ่งจากคาความเหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide identity) ระหวาง Mr-
ALF1 กับ Mr-ALF2 มีคาเทากับ 57.5%  สวนลําดับของกรดอะมิโนทีม่ีการศึกษาทั้งคาความ

Disulfide bridge 
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เหมือนกนัและคาความคลายคลึงกันนัน้  พบวาลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF1 มีความเหมือน
และความคลายคลึงกันกับลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF2 มากกวาลําดับของกรดอะมิโนของ
ยีน ALF3 เชนเดียวกันกับความเหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทด  เนื่องมาจากคาความเหมือนกัน
ของลําดับของกรดอะมิโน (Amino acid identity) และคาความคลายคลึงกันของลําดับของกรดอะม-ิ
โนระหวาง Mr-ALF1 กับ Mr-ALF2 มีคาเทากับ 44.4% และ 57.9% ตามลําดับ (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 6  การเปรียบเทียบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับ 

ของกรดอะมิโนของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms 
 

Identities 
Versus 

Nucleotide (%) Amino acid (%) 
Similarity (%) 

Mr-ALF1 vs Mr-ALF2 57.5 44.4 57.9 

Mr-ALF1 vs Mr-ALF3 51.1 33 46.5 

Mr-ALF2 vs Mr-ALF3 49.4 28.2 46.7 
 
 และเมื่อทําการศึกษาความสมัพันธเชิงววิฒันาการของยนี ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม 
Isoforms  โดยการสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 (http://www.mega 
software.net) ตามวิธี UPGMA โดยกําหนดใหคาการสุม (Bootstrap) เทากับ 1,000 คร้ัง  พบวา Mr-
ALF1 มีความใกลชิดกับ Mr-ALF2 มากกวา  โดย Mr-ALF3 นี้จะแยกออกจาก 2 Isoforms แรกอยาง
ชัดเจน  ซ่ึงผลจากการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม 
Isoforms (ภาพที่ 15)  ในครัง้นี้สอดคลองกับการศึกษาการเปรียบเทียบความเหมือนและความ
คลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของยนี ALF ของกุงกามกรามทั้ง
สาม Isoforms ที่ไดทําการศึกษาไวในขั้นตน 
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 Giant freshwater prawn (Mr-ALF1)

 Giant freshwater prawn (Mr-ALF2)

 Giant freshwater prawn (Mr-ALF3)

 Black tiger shrimp (Pm-CRUS)

99

0.00.20.40.60.81.0  
 
ภาพที่ 15  ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน ALF ของกุงกามกรามทัง้สาม Isoforms 
 
4.  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลาํดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน และการศึกษา
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน ALF ของกุงกามกรามกับสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนดิอ่ืน ๆ 
 

4.1  การเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี 
ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms  กบัสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ  

 
 การเปรียบเทยีบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโน

ของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms กับสัตวไมมีกระดกูสนัหลังในกลุม Crustacean 
ชนิด อ่ืน ๆ ทีม่ีการบันทึกไวใน GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  ซ่ึงไดแก 
Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis); DQ793214, Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); 
AY859500, Pink shrimp (Farfantepenaeus paulensis); EF601051, EF601052, EF601053 และ 
EF601054, American lobster (Homarus americanus); EU625516 และ EU625517, Atlantic 
horseshoe crab (Limulus polyphemus); P07086, White shrimp (Litopenaeus schmitti); DQ991357, 
Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris); DQ010421, Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei); 
DQ208701, DQ208702 และ DQ208703, Kuruma prawn (Marsupenaeus japonicus); AB210110, 
Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii); EU289220, Signal crayfish (Pacifastacus 
leniusculus); EF523760, Black tiger shrimp (Penaeus monodon); EU617325 และ EF523562, Mud 
crab (Scylla paramamosain); EF207786, Mud crab (Scylla serrata); FJ013272 และ Chinese 
horseshoe crab (Tachypleus tridentatus); AF227150 ตามลําดับ 

 
 โดยเริ่มจากการนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ALF ของสิ่งมีชีวิตทุกชนดิที่ใชใน

การศึกษา  มาทําการถอดรหัสเปนลําดับของกรดอะมิโน  หลังจากนัน้ทําการตัดตําแหนงของ 
Putative signal peptide ออกโดยใชโปรแกรม SignalP 3.0 
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)  แลวทําการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับของ
กรดอะมิโน ดวยโปรแกรม ClustalW (http://www.clustal.org) และ MatGat 2.01 
(http://bitincka.com/ledion/matgat) เชนเดยีวกับขอ 3   

 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF ทั้งสาม Isoforms ของกุง

กามกรามกับยนี ALF ของสิ่งมีชีวิตในกลุม Crustacean ชนิดอื่น ๆ พบวามีลําดับของกรดอะมิโน
จํานวน 4 ชนดิ ที่เหมือนกันกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ  ไดแกกรดอะมิโน Cysteine (C)-52, 73 จาํนวน 
2 ตําแหนง  กรดอะมิโน Proline (P)-74 จํานวน 1 ตําแหนง  กรดอะมิโน Tryptophan (W)-76 
จํานวน 1 ตําแหนงและกรดอะมิโน Glycine (G)-81 จํานวน 1 ตําแหนง  โดยกรดอะมิโน Cysteine 
ทั้งสองตําแหนงที่ Conserved กันนี้จะจับกันเกดิเปนพันธะ Disulfide  ทําใหกรดอะมโินที่อยู
ระหวางตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine ทั้งสองเกิดเปนบริเวณที่เรียกวา LPS binding motif   ซ่ึง
เปนคุณลักษณะที่สําคัญของโปรตีนในกลุมนี้ (ภาพที่ 16)   

 
 นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่มคีวาม Conserved กันสูงของลําดับกรดอะมิโนของ ALF ใน

ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดที่เลือกมาทาํการศึกษา  ซ่ึงบริเวณที่มีความ Conserved กันสูงนี้จะเรียกวา 
Consensus pattern  โดยในสิง่มีชีวิตบางชนดิจะพบตําแหนงของกรดอะมิโนบางตําแหนงที่มีความ
แตกตางกันออกไปจากลําดับของกรดอะมิโนในตําแหนง Consensus pattern ของสิ่งมีชีวิตชนิด   
อ่ืน ๆ  ไดแกตาํแหนง Consensus pattern ของยีน Mr-ALF3 ของกุงกามกรามในตําแหนงของ
กรดอะมิโน Tryptophan (W) จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโน Arginine (R)  และในตําแหนงของ
กรดอะมิโน Tryptophan (W) เชนเดียวกันของยีน Lst-ALF ของ Blue shrimp จะถูกแทนที่ดวย
กรดอะมิโน Threonine (T)  สวนในตําแหนงของกรดอะมิโน Glycine (G) ของยีน Lp-ALF ของ 
Atlantic horseshoe crab และยีน Tt-ALF ของ Chinese horseshoe crab จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโน 
Serine (S) เชนเดียวกนั  และในตําแหนงของกรดอะมิโน Threonine (T) ของยีน Pl-ALF ของ Signal 
crayfish จะถูกกรดอะมิโน Alanine (A) แทนที่ในตําแหนงดังกลาว (ตารางที่ 7)   
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ตารางที่ 7  ลําดับกรดอะมิโนในบริเวณ Consensus pattern  ของกุงกามกรามและสัตวไมมีกระดกู 
    สันหลังในกลุม Crustacean  ชนิดอื่น ๆ ที่นํามาทําการศึกษา 

 
Scientific names Common names Isoforms Consensus 

pattern 
Macrobrachium rosenbergii Giant freshwater prawn Mr-ALF1 WCPGWT 
  Mr-ALF2 WCPGWT 
  Mr-ALF3 RCPGWT 
Eriocheir sinensis Chinese mitten crab Es-ALF WCPGWT 
Fenneropenaeus chinensis Fleshy prawn Fc-ALF WCPGWT 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp Fp-ALF1 WCPGWT 
  Fp-ALF2 WCPGWT 
  Fp-ALF3 WCPGWT 
  Fp-ALF4 WCPGWT 
Homarus americanus American lobster Ha-ALF1 WCPGWT 
  Ha-ALF2 WCPGWT 
Limulus polyphemus Atlantic horseshoe crab Lp-ALF WCPSWT 
Litopenaeus schmitti White shrimp Lsc-ALF WCPGWT 
Litopenaeus stylirostris Blue shrimp Lst-ALF TCPGWT 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp Lv-ALFaak WCPGWT 
  Lv-ALFavr WCPGWT 
  Lv-ALFvvr WCPGWT 
Marsupenaeus japonicus Kuruma prawn Mj-ALF WCPGWT 
Macrobrachium olfersii Bristled river shrimp Mo-ALF WCPGWT 
Pacifastacus leniusculus Signal crayfish Pl-ALF WCPGWA 
Penaeus monodon Black tiger shrimp Pm-ALF WCPGWT 
  Pm-ALF3 WCPGWT 
Scylla paramamosain Mud crab Sp-ALF WCPGWT 
Scylla serrata Mud crab Ss-ALF WCPGWT 
Tachypleus tridentatus Chinese horseshoe crab Tt-ALF WCPSWT 
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Mr-ALF1    ------------------MVGVMTSSLLPT-CEAQGWEVV-AAAVAEKIAGLWVDDQMVF  40 
Mr-ALF2    MRTSVIISALLGLAIVGILTPRTEAQGVADLVGGLTEGGL-VDALTSRIVGLWRTGDIVF  59 
Mr-ALF3    ------------MQKIPALILGLFFVFSVAQGKPIDWSDILKSTFEFTRSQLYVQGDMEL  48 
Es-ALF     -------------MARLSLFLLVVAVAVFTPNIPQCEAGWLDRIIGTAVDSVAEFGTTNI  47 
Fc-ALF     -------MRVSVL-ASLVLVVSLVALFAPQ-CQAQGWEAV-AAAVAVKIVGLWRNEKTEL  50 
Fp-ALF1    -------MRVSVL-TSLVLAVFVVAPFAPE-CQAQGWQAV-AAAVASKIVGLWRNEETEL  50 
Fp-ALF2    ---------------------------------------------------LWRNEETEL  9 
Fp-ALF3    ------------------------------------WEAV-AAAVGSKIVGLWRNEETEL  23 
Fp-ALF4    ---------------------------------------------------LWRNEETEL  9 
Ha-ALF1    -------MRQSVL-VSVLVVSLLVTTITPQ-CNAQGWAAV-AAAVASKVVGLWQNGHVDL  50 
Ha-ALF2    -------MRQCVLLVSVLVVGVLLAPFAPQ-CHAQGWETL-VAGVSSQLVSLWHQGELEL  51 
Lp-ALF     ----------------------------------DGIWTQLIFTLVKNLATLWQSGDFQF  26 
Lsc-ALF    -------MRVSVL-TSLVVAVFLVALFAPE-CQAQGWQAV-AAAVASKIVGLWRNEETEL  50 
Lst-ALF    -------MGLSSTFVSAVLVVALVAPLAPP-CHGFSLKDLFVPVIKDQVSDLWRTGDIDL  52 
Lv-ALFaak  -------MRVSVL-TSLVVAAFLVALFAPE-CQAQGWQAV-AAAVASKIVGLWRNEETEL  50 
Lv-ALFavr  -------MRVSVL-TSLVVAVFLVALFAPE-CQAQGWQAV-AAAVASKIVGLWRNEETEL  50 
Lv-ALFvvr  -------MRVSVL-TSLVVVVFLVALFAPE-CQAQGWQAV-AAAVASKIVGLWRNEETEL  50 
Mj-ALF     ------MMRVSV--TSMILVVVAAAAFAPK-CHAQGWEAL-VPAIAEKLTGLWENGELEL  50 
Mo-ALF     -------MKVSVV-FSVVMVGIMTSSLLPT-CEAQGWEAV-AAAVAEKIAGLWVNDHMVF  50 
Pl-ALF     -----------MRTWVLVTVLSLVVVLQQP-CQAQVPPEV-VSLIISKLVNLWSDGQVEF  47 
Pm-ALF     ------------M-RVSVLVVSLVALFAPQ-CQAQGWEAV-AAAVASKIVGLWRNEKTEL  45 
Pm-ALF3    -------MRVSVL-VSLVLVVSLVALFAPQ-CQAQGWEAV-AAAVASKIVGLWRNEKTEL  50 
Sp-ALF     -------MRTKVM-AGLCVALVVMCLYMPQPCEAQ-YEAL-VASILGKLSGLWHSDTVDF  50 
Ss-ALF     -------MRTRVM-AGLCVALVVMCLYMPQPCEAQ-YEAL-VASILGKLSGLWHSDTVDF  50 
Tt-ALF     --------------------------------MEGGIWTQLALALVKNLATLWQSGDFQF  28 
                  .   .            .   .  . .... .. ....  . ......   .. 
 
 
 
Mr-ALF1    LGHTCQYSVNPKIKRFELYFKGRMWCPGWTTIRGEAETRSRSGVVTKTTQ-DFVRKAFQS  99 
Mr-ALF2    LDHVCSFQVEPNLRKLLLYFDGTFWCPGWTPIKGEALTRSNSSVVNKAVQ-DFLQKALAS  118 
Mr-ALF3    LDHYCIYKRTGYFYKWELHYKAEVRCPGWTNIIGTAKNHKNPTTAEREATVDFVRKVIAA  108 
Es-ALF     VDQICNTRVMPTIKKFELYFRGRVWCPGWTTIQGESLTRSRTRVVNKAVE-DFARKAVAA  106 
Fc-ALF     LGHECKFTVKPYIKRFQLYYKGRMWCPGWTAIRGEAKTRSRSGVAGRTAK-DFVRKAFQQ  109 
Fp-ALF1    LGHKCRFTVKPYIKRIQLYYRGKMWCPGWTPIRGEASTRSHSGVAGRTAR-DFVQKAFRD  109 
Fp-ALF2    LGHKCRFTVKPYIKRIQLYYRGKMWCPGWTPIRGEASTRNHSGVAGRTAR-DFVQKAFRD  68 
Fp-ALF3    LGHKCRFTVKPYIKRIQLYYRGKMWCPGWTPIRGEASTRSHSGVAGK-------------  70 
Fp-ALF4    LGHKCRFTVKPYIKRIQLYYKGKMWCPGWTPIRGEARTRSHSGVAGRTAR-DFVQKAFRD  68 
Ha-ALF1    LDHPCRFSVKPTVRRFQLYFKGRMWCPGWTSIRGEAKTRSRSGVVGKTTR-DFVNKAFQA  109 
Ha-ALF2    MGHYCNFQVKPKIRRWQLYFVGSMWCPGWTNIRGSAQTSSRSGVVGKTTT-DFVRKAFRA  110 
Lp-ALF     LDHECHYRIKPTFRRLKWKYKGKFWCPSWTSITGRATKSSRSGAVEHSVR-NFVGQAKSS  85 
Lsc-ALF    LGHKCRFTVKPYIKRLQLHYKGKMWCPGWTPITGEARTRSHSGVAGRTAR-DFVQKAFER  109 
Lst-ALF    VGHSCTYNVKPDIQGFELYFIGSVTCPGWTTLRGESNTRSKSGVVNSAVK-DFIQKALKA  111 
Lv-ALFaak  LGHKCRFTVKPYIKRLQLNYKGKMWCPGWTTIKGEARTRSHSGVAGRTAR-DFVEKAFRD  109 
Lv-ALFavr  LGHKCRFTVKPYIKRLQLNYKGKMWCPGWTTIRGEARTRSHSGVAGRTAR-DFVEKAFRD  109 
Lv-ALFvvr  LGHKCRFTVKPYIKRLQLNYKGKMWCPGWTTIRGEARTRSHSGVAGRTAR-DFVEKAFRD  109 
Mj-ALF     LGHYCNFYVEPKFRNWQLRFKGRMWCPGWTIIKGEADTRSRSGVVGKTIQ-DFVKKAFSQ  109 
Mo-ALF     LGHTCQYSVTPRIKKLELWFKGRMWCPGWTAIRGEADTRSRSGVVTKTTQ-DFVRKAFES  109 
Pl-ALF     MGHTCNYSYSPTISKFQLYYKGKMWCPGWAPFSGNSKTKSRAGSIEHATR-DFVTKAIDQ  106 
Pm-ALF     LGHECKFTVKPYLKRFQVYYKGRMWCPGWTAIRGEASTRSQSGVAGKTAK-DFVRKAFQK  104 
Pm-ALF3    LGHECKFTVKPYLKRFQVYYKGRMWCPGWTAIRGEASTRSQSGVAGKTAK-DFVRKAFQK  109 
Sp-ALF     MGHTCHIRRRPKFRKFKLYHEGKFWCPGWTHLEGNSRTKSRSGSARDAIK-DFVYKALQN  109 
Ss-ALF     MGHTCHIRRKPKFRKFKLYHEGKFWCPGWTHLEGNSRTKSRSGSTREATK-DFVHKALQN  109 
Tt-ALF     LGHECHYRVNPTVKRLKWKYKGKFWCPSWTSITGRATKSSRSGAVEHSVR-DFVGQAKSS  87 
           ... * . ... ... .........**.*. ..*.. ... ..... .   ... ... 
 

Disulfide bridge 

Consensus pattern 
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Mr-ALF1    GIVTEEQARVWLNSK-                                              114 
Mr-ALF2    GLVTESESRAWLKH--                                              132 
Mr-ALF3    GIVTEEEALPWFV---                                              121 
Es-ALF     GLMTQEDANPLLNA--                                              120 
Fc-ALF     GLISQQQANQWLNS--                                              123 
Fp-ALF1    GLISEQDAKRWLNS--                                              123 
Fp-ALF2    GLISEQDAKRWLNS--                                              82 
Fp-ALF3    ----------------                                              70 
Fp-ALF4    GLISEQDAKRW-----                                              79 
Ha-ALF1    GLITERDAQQWLSH--                                              123 
Ha-ALF2    GLITQQDAQEWLDN--                                              124 
Lp-ALF     GLITQRQAEQFISQYN                                              101 
Lsc-ALF    GLISEQDAKRWLSS--                                              123 
Lst-ALF    GLVTEEEAKPHLV---                                              124 
Lv-ALFaak  GLISEQDAKRWLN---                                              122 
Lv-ALFavr  GLISEQDAKRWLN---                                              122 
Lv-ALFvvr  GLISEQDAKRWLN---                                              122 
Mj-ALF     GLITEEEARAWLSQ--                                              123 
Mo-ALF     GIVTEAQAKAWLNSK-                                              124 
Pl-ALF     KLITAEQASAWIKN--                                              120 
Pm-ALF     GLISQQEANQWLSS--                                              118 
Pm-ALF3    GLISQQEANQWLSS--                                              123 
Sp-ALF     KLITENNAAAWLKG--                                              123 
Ss-ALF     KLITKNSADAWLKG--                                              123 
Tt-ALF     GLITEKEAQTFISQYQ                                              103 
           .....  .  .. 

 

ภาพที่ 16  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน ALF ของกุงกามกรามกับลําดับของ 
   กรดอะมิโนของยีน ALF ของสัตวไมมกีระดกูสันหลังในกลุม Crustaceans ชนิดอืน่ ๆ   
   โดยที่ Es-ALF คือ Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis); DQ793214, Fc-ALF คือ  
   Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); AY859500, Fp-ALF1, Fp-ALF2, Fp-ALF3  
   และ Fp-ALF4 คือ Pink shrimp (Farfantepenaeus paulensis); EF601051, EF601052,  
   EF601053 และ EF601054 ตามลําดับ Ha-ALF1 และ Ha-ALF2 คือ  American lobster  
   (Homarus americanus); EU625516 และ EU625517, Lp-ALF คือ Atlantic horseshoe  
   crab (Limulus polyphemus); P07086, Lsc-ALF คือ White shrimp (Litopenaeus  
   schmitti); DQ991357, Lst-ALF คือ Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris); DQ010421,  
   Lv-ALFvvr, Lv-ALFavr และ Lv-ALFaak คือ Pacific white shrimp (Litopenaeus  
   vannamei); DQ208701, DQ208702 และ DQ208703 ตามลําดับ Mj-ALF คือ Kuruma  
   prawn (Marsupenaeus japonicus); AB210110, Mo-ALF คือ Bristled river shrimp  
   (Macrobrachium olfersii); EU289220, Pl-ALF คือ  Signal crayfish (Pacifastacus  
   leniusculus); EF523760, Pm-ALF และ Pm-ALF3 คือ Black tiger shrimp (Penaeus  
   monodon); EU617325 และ EF523562, Sp-ALF คือ Mud crab (Scylla paramamosain);  
   EF207786, Ss-ALF คือ Mud crab (Scylla serrata); FJ013272 และ Tt-ALF คือ  Chinese  
   horseshoe crab (Tachypleus tridentatus); AF227150  เสนตรงที่ปรากฏเปนการแสดง 
   ลักษณะของการเกิดพนัธะ Disulfide ระหวางกรดอะมิโน Cysteine ทั้งสองตําแหนง   
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   กรอบสี่เหล่ียม คือบริเวณตําแหนงของ Consensus pattern  สวน (*) คือ ตําแหนงของ 
   กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกัน และ (.) คือ ตําแหนงของกรดอะมิโนที่มีความคลายคลึง 
   กันสูง 
 
 การศึกษาความเหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide identity) ของ cDNA 

ของ Mr-ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 ของกุงกามกรามกับสัตวไมมีกระดกูสันหลังในกลุม 
Crustaceans ชนิดอื่น ๆ ซ่ึงไดแก Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis); DQ793214, Fleshy 
prawn (Fenneropenaeus chinensis); AY859500, Pink shrimp (Farfantepenaeus paulensis); 
EF601051, EF601052, EF601053 และ EF601054, American lobster (Homarus americanus); 
EU625516 และ EU625517, Atlantic horseshoe crab (Limulus polyphemus); P07086, White 
shrimp (Litopenaeus schmitti); DQ991357, Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris); DQ010421, 
Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei); DQ208701, DQ208702 และ DQ208703, Kuruma 
prawn (Marsupenaeus japonicus); AB210110, Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii); 
EU289220, Signal crayfish (Pacifastacus leniusculus); EF523760, Black tiger shrimp (Penaeus 
monodon); EU617325 และ EF523562, Mud crab (Scylla paramamosain); EF207786, Mud crab 
(Scylla serrata); FJ013272 และ Chinese horseshoe crab (Tachypleus tridentatus); AF227150 
ตามลําดับ   

 
 เมื่อพิจารณาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide identity) ของ cDNA 

ของยีน Mr-ALF1 กับสัตวไมมีกระดกูสันหลังในกลุม Crustaceans ขางตน  มีคาความเหมือนกนั
ของลําดับนิวคลีโอไทดอยูระหวาง 45.5-90.3%  โดยมีความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของ 
Bristled river shrimp (Mo-ALF) มากที่สุดถึง 90.3% รองลงมาคือ Fleshy prawn (Fc-ALF) เทากับ 
70%  และ Black tiger shrimp (Pm-ALF) เทากับ 66.7% ตามลําดับ  และเมื่อทําการพจิารณาถึงลําดบั
ของกรดอะมิโนของยีน Mr-ALF1 พบวามคีาความเหมือนกันของลําดบัของกรดอะมิโน (Amino 
acid identity) อยูระหวาง 30.0-85.9%  โดยพบวายังมีความเหมือนกนักบัลําดับของกรดอะมิโนของ 
Bristled river shrimp (Mo-ALF) มากที่สุดถึง 85.9% รองลงมาคือ Fleshy prawn (Fc-ALF) เทากับ 
65.7%  และ American lobster (Ha-ALF1) เทากับ 64.6% ตามลําดับ  สวนการศกึษาความคลายคลึง
กนัของลําดับของกรดอะมิโน (Amino acid similarity) ของยีน Mr-ALF1 มีคาอยูระหวาง 48.5-
92.9%  โดยมคีวามคลายคลึงกับลําดับของกรดอะมิโนของ Bristled river shrimp (Mo-ALF) มาก
ที่สุดถึง 92.9% รองลงมาคือ Fleshy prawn (Fc-ALF) เทากับ 81.8% และ Black tiger shrimp (Pm-
ALF และ Pm-ALF3) เทากับ 80.8% ตามลําดับ (ตารางที่ 8)  โดยคาความคลายคลึงกันของลําดับ
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ของกรดอะมิโนที่สูงสุดใน 2 อันดับแรก คอื Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) และ 
Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis) จะสอดคลองกับคาความเหมือนกันของลาํดับนิวคลีโอ-
ไทดและคาความเหมือนกนัของลําดับของกรดอะมิโนใน 2 อันดับแรกเชนเดียวกัน 
 

 และการศึกษาความเหมือนกนัของลําดับนวิคลีโอไทดของ cDNA ของยีน Mr-ALF2 
กับสัตวไมมกีระดูกสันหลังในกลุม Crustaceans ที่ไดรายงานไวขางตน  พบวามีคาความเหมือนกนั
ของลําดับนิวคลีโอไทดอยูระหวาง 43.3-59.1%  โดยมีความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของ 
White shrimp (Lsc-ALF) มากที่สุดถึง 59.1% รองลงมาคือ Kuruma prawn (Mj-ALF) เทากับ 59%  
และ American lobster (Ha-ALF1) เทากับ 58.1% ตามลําดับ  และเมื่อทาํการพิจารณาถึงลําดับของ
กรดอะมิโนของยีน Mr-ALF2 พบวามีคาความเหมือนกนัของลําดับของกรดอะมิโนอยูระหวาง 
27.5-48.6%  โดยพบวามีความเหมือนกนักบัลําดับของกรดอะมิโนของ Kuruma prawn (Mj-ALF) 
มากที่สุดถึง 48.6% รองลงมาคือ American lobster (Ha-ALF1) เทากับ 46.7%  และ Bristled river 
shrimp (Mo-ALF) เทากับ 45.4% ตามลําดบั  สวนการศกึษาความคลายคลึงกันของลําดับของกรด 
อะมิโนของยนี Mr-ALF2 มีคาอยูระหวาง 44.9-62.6%  โดยมีความคลายคลึงกับลําดับของกรดอะม-ิ
โนของ American lobster (Ha-ALF1 และ Ha-ALF2) และ Blue shrimp (Lst-ALF) มากที่สุดถึง 
62.6% รองลงมาคือ Pink shrimp (Fp-ALF1) และ Bristled river shrimp (Mo-ALF) เทากับ 60.7% 
และ Pacific white shrimp ทั้ง 3 Isoforms (Lv-ALFvvr, Lv-ALFavr และ Lv-ALFaak) และ White 
shrimp (Lsc-ALF) เทากับ 59.8% ตามลําดับ (ตารางที่ 9)   
 

 สวนการศึกษาความเหมือนกนัของลําดับนวิคลีโอไทดของ cDNA ของยีน Mr-ALF3 
กับสัตวไมมกีระดูกสันหลังในกลุม Crustaceans ดังกลาวเชนกัน  พบวามีคาความเหมือนกันของ
ลําดับนิวคลีโอไทดอยูระหวาง 38.2-54.3%  โดยมีความเหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทดของ 
American lobster (Ha-ALF2) มากที่สุดถึง 54.3% รองลงมาคือ Kuruma prawn (Mj-ALF) เทากับ 
53.7%  และ Chinese mitten crab (Es-ALF) เทากับ 53.4% ตามลําดับ  และเมื่อทําการพิจารณาถึง
ลําดับของกรดอะมิโนของยนี Mr-ALF3 พบวามีคาความเหมือนกนัของลําดับของกรดอะมิโนอยู
ระหวาง 18.8-34.0%  โดยพบวามีความเหมือนกันกับลําดับของกรดอะมิโนของ Bristled river 
shrimp (Mo-ALF) มากที่สุดถึง 34.0% รองลงมาคือ Blue shrimp (Lst-ALF) เทากับ 32.7%  และ 
Kuruma prawn (Mj-ALF) เทากับ 32.4% ตามลําดับ  สวนการศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับ
ของกรดอะมิโนของยีน Mr-ALF3 มีคาอยูระหวาง 31.7-53.5%  โดยมคีวามคลายคลึงกับลําดับของ
กรดอะมิโนของ American lobster (Ha-ALF2) มากที่สุดถึง 53.5% รองลงมาคือ Mud crab (Ss-
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ALF) เทากับ 52.5% และ Mud crab (Sp-ALF) และ Blue shrimp (Lst-ALF) เทากับ 51.5% 
ตามลําดับ (ตารางที่ 10)   
 
 ซ่ึงจากการศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโน
ของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้ง 3 Isoforms กับสัตวไมมีกระดกูสันหลังในกลุม Crustaceans 
ขางตน  พบวายีน Mr-ALF3 จะใหคาความเหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทด  ความเหมือนกนัและ
ความคลายคลึงกันของลําดับของกรดอะมิโนเมื่อเปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับ
กรดอะมิโนของยนี ALF ของสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ที่มีบันทึกไวแลวใน GenBank database ต่ําที่สุด  เมื่อ
เปรียบเทียบกบัคาความเหมอืนกันของลําดับนิวคลีโอไทด  ความเหมอืนกันและความคลายคลึงกัน
ของลําดับของกรดอะมิโนของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ที่ทําการเปรียบเทียบกบั ALF ของ
ส่ิงมีชีวิตอื่น ๆ ในฐานขอมูล GenBank  
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ตารางที่ 8  การเปรียบเทียบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF1 กับสัตวไมมีกระดกูสันหลัง 
     ในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 

 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity 
(%) 

Eriocheir sinensis Chinese mitten crab (Es-ALF) DQ793214 56.8 41.4 59.6 
Fenneropenaeus chinensis Fleshy prawn (Fc-ALF) AY859500 70.0 65.7 81.8 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF1) EF601051 66.0 58.6 78.8 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF2) EF601052 56.7 45.5 65.7 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF3) EF601053 48.7 43.4 53.5 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF4) EF601054 55.0 44.4 62.6 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF1) EU625516 64.7 64.6 79.8 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF2) EU625517 60.3 53.5 74.7 
Limulus polyphemus Atlantic horseshoe crab (Lp-ALF) P07086 - 30.0 48.5 
Litopenaeus schmitti White shrimp (Lsc-ALF) DQ991357  65.7 56.6 77.8 
Litopenaeus stylirostris Blue shrimp (Lst-ALF) DQ010421 54.8 42.0 66.7 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFvvr) DQ208701 66.0 58.6 76.8 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFavr) DQ208702 66.3 58.6 76.8 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity 
(%) 

Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFaak) DQ208703 65.7 57.6 76.8 
Marsupenaeus japonicus Kuruma prawn (Mj-ALF) AB210110 64.0 60.6 77.8 
Macrobrachium olfersii Bristled river shrimp (Mo-ALF) EU289220 90.3 85.9 92.9 
Pacifastacus leniusculus Signal crayfish (Pl-ALF) EF523760  58.4 43.4 63.6 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF) EU617325 66.7 61.6 80.8 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF3) EF523562 66.3 61.6 80.8 
Scylla paramamosain Mud crab (Sp-ALF) EF207786  56.1 42.4 62.6 
Scylla serrata Mud crab (Ss-ALF) FJ013272 57.2 42.4 64.6 
Tachypleus tridentatus Chinese horseshoe crab (Tt-ALF) AF227150  45.5 35.0 54.5 
ตารางที่ 4 การเปรียบเทียบความเหมือนกันและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 กับสัตวไมมีกระดกูสัน
หลังในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 
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ตารางที่ 9  การเปรียบเทียบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 กับสัตวไมมีกระดกูสันหลัง 
    ในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 

 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity 
(%) 

Eriocheir sinensis Chinese mitten crab (Es-ALF) DQ793214 55.5 40.2 58.9 
Fenneropenaeus chinensis Fleshy prawn (Fc-ALF) AY859500 57.3 38.3 55.1 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF1) EF601051 57.9 42.1 60.7 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF2) EF601052 50.0 34.6 51.4 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF3) EF601053 43.3 34.3 44.9 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF4) EF601054 48.5 34.6 50.5 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF1) EU625516 58.1 46.7 62.6 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF2) EU625517 56.3 42.1 62.6 
Limulus polyphemus Atlantic horseshoe crab (Lp-ALF) P07086 - 27.5 45.8 
Litopenaeus schmitti White shrimp (Lsc-ALF) DQ991357  59.1 42.1 59.8 
Litopenaeus stylirostris Blue shrimp (Lst-ALF) DQ010421 56.5 43.9 62.6 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFvvr) DQ208701 57.9 41.1 59.8 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFavr) DQ208702 57.6 40.2 59.8 
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ตารางที่ 9 (ตอ) 
 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity (%) 

Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFaak) DQ208703 57.6 40.2 59.8 
Marsupenaeus japonicus Kuruma prawn (Mj-ALF) AB210110 59.0 48.6 59.8 
Macrobrachium olfersii Bristled river shrimp (Mo-ALF) EU289220 57.9 45.4 60.7 
Pacifastacus leniusculus Signal crayfish (Pl-ALF) EF523760  50.8 31.8 53.3 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF) EU617325 56.4 41.1 56.1 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF3) EF523562 56.7 41.1 56.1 
Scylla paramamosain Mud crab (Sp-ALF) EF207786  51.7 37.4 56.1 
Scylla serrata Mud crab (Ss-ALF) FJ013272 52.8 36.4 57.0 
Tachypleus tridentatus Chinese horseshoe crab (Tt-ALF) AF227150  44.9 29.4 44.9 
ตารางที่ 5 (ตอ)  การเปรียบเทียบความเหมอืนกันและความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF3 กับสัตวไมมีกระดูก
สันห 
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ตารางที่ 10  การเปรียบเทียบความเหมือนและความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF3 กับสัตวไมมีกระดกูสัน 
       หลังในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 

 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity (%) 

Eriocheir sinensis Chinese mitten crab (Es-ALF) DQ793214 53.4 29.4 49.5 
Fenneropenaeus chinensis Fleshy prawn (Fc-ALF) AY859500 49.2 30.4 47.5 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF1) EF601051 48.6 28.4 47.5 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF2) EF601052 42.7 27.5 43.6 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF3) EF601053 38.2 18.8 31.7 
Farfantepenaeus paulensis Pink shrimp (Fp-ALF4) EF601054 42.8 28.7 44.6 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF1) EU625516 50.5 29.4 48.5 
Homarus americanus American lobster (Ha-ALF2) EU625517 54.3 31.4 53.5 
Limulus polyphemus Atlantic horseshoe crab (Lp-ALF) P07086 - 22.1 38.6 
Litopenaeus schmitti White shrimp (Lsc-ALF) DQ991357  51.4 30.4 48.5 
Litopenaeus stylirostris Blue shrimp (Lst-ALF) DQ010421 51.3 32.7 51.5 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFvvr) DQ208701 51.3 29.7 47.5 
Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFavr) DQ208702 51.3 29.7 47.5 
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ตารางที่ 10 (ตอ) 
 

Identity (%) 
Scientific names Common names 

Accession 
number Nucleotide Amino acid 

Similarity (%) 

Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp (Lv-ALFaak) DQ208703 51.3 29.7 47.5 
Marsupenaeus japonicus Kuruma prawn (Mj-ALF) AB210110 53.7 32.4 49.5 
Macrobrachium olfersii Bristled river shrimp (Mo-ALF) EU289220 48.1 34.0 43.6 
Pacifastacus leniusculus Signal crayfish (Pl-ALF) EF523760  51.4 29.1 47.5 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF) EU617325 49.0 28.4 45.5 
Penaeus monodon Black tiger shrimp (Pm-ALF3) EF523562 48.7 28.4 45.5 
Scylla paramamosain Mud crab (Sp-ALF) EF207786  52.7 25.5 51.5 
Scylla serrata Mud crab (Ss-ALF) FJ013272 52.2 26.5 52.5 
Tachypleus tridentatus Chinese horseshoe crab (Tt-ALF) AF227150  44.5 23.1 37.6 
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4.2  การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ALF ของกุง
กามกรามทั้งสาม Isoforms กบัสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ 

 
 การศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของ Mr-ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 ของ

กุงกามกรามกบัยีนในกลุมของ AMP ของสัตวไมมีกระดูกสันหลังในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ 
ที่มีบันทึกไวใน GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  ซ่ึงไดแกยีน Anti-
lipopolysaccharide factor (ALF) ของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ดังนี้ Es-ALF คือ Chinese mitten crab 
(Eriocheir sinensis); DQ793214, Fc-ALF คือ Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); 
AY859500, Fp-ALF1, Fp-ALF2, Fp-ALF3 และ Fp-ALF4 คือ Pink shrimp (Farfantepenaeus 
paulensis); EF601051, EF601052, EF601053 และ EF601054, Ha-ALF1 และ Ha-ALF2 คือ  
American lobster (Homarus americanus); EU625516 และ EU625517, Lp-ALF คือ Atlantic 
horseshoe crab (Limulus polyphemus); P07086, Lsc-ALF คือ White shrimp (Litopenaeus 
schmitti); DQ991357, Lst-ALF คือ Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris); DQ010421, Lv-
ALFvvr, Lv-ALFavr และ Lv-ALFaak คือ Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei); 
DQ208701, DQ208702 และ DQ208703, Mj-ALF คือ Kuruma prawn (Marsupenaeus japonicus); 
AB210110, Mo-ALF คือ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii); EU289220, Pl-ALF คือ  
Signal crayfish (Pacifastacus leniusculus); EF523760, Pm-ALF และ Pm-ALF3 คือ Black tiger 
shrimp (Penaeus monodon); EU617325 และ EF523562, Sp-ALF คือ Mud crab (Scylla 
paramamosain); EF207786, Ss-ALF คือ Mud crab (Scylla serrata); FJ013272, Tt-ALF คือ  
Chinese horseshoe crab (Tachypleus tridentatus); AF227150  สวนยีน Penaeidin (PEN) ไดแก Fb-
PEN คือ Pinkspotted shrimp (Farfantepenaeus brasiliensis); EF450745, Fs-PEN คือ Southern 
brown shrimp (Farfantepenaeus subtilis); EF450742, Pm-PEN คือ Black tiger shrimp (Penaeus 
monodon); AF475082 และ Fc-PEN คือ Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); AY669323  
และยนี Crustin (CRUS) ไดแก Pm-CRUS คือ Black tiger shrimp (Penaeus monodon); EF654658, 
Fc-CRUS คือ Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); AY871268, Ls-CRUS คือ White shrimp 
(Litopenaeus schmitti); EF182748, Fb-CRUS คือ Pinkspotted shrimp (Farfantepenaeus 
brasiliensis); EF601055, Fp-CRUS คือ Pink shrimp (Farfantepenaeus paulensis); EF182747 และ 
Fs-CRUS คือ Southern brown shrimp (Farfantepenaeus subtilis); EF450744 ตามลําดับ 
 

 เมื่อนําลําดับนวิคลีโอไทดของยีนในกลุมของ AMP ขางตน  มาสราง Phylogenetic tree 
ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 (http://www.megasoftware.net) ตามวิธี UPGMA โดยกําหนดให
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คาการสุม (Bootstrap) เทากบั 1,000 คร้ัง  พบวา Phylogenetic tree ที่ไดจะแสดงถึงความสัมพันธเชงิ
วิวัฒนาการแยกออกเปน 2 กลุมใหญอยางชัดเจน  โดยกลุมแรกประกอบดวยกลุมของยีน ALF 
ทั้งหมดและกลุมที่สองประกอบดวยกลุมของยีน Crustin และยนี Penaeidin  ซ่ึงทั้งยีน Crustin และ
ยีน Penaeidin นั้น  จัดเปนยนีที่อยูในกลุมของ AMP เชนเดียวกนั  และเมื่อทําการพจิารณาเฉพาะ
กลุมของยีน ALF ดวยกนัเองพบวาความสมัพันธเชิงววิฒันาการของยนี ALF  ของสัตวไมมีกระดกู
สันหลังในกลุม Crustacean ที่เลือกมาทําการศึกษาแบงออกเปน 5 กลุม  โดยในกลุมแรกนั้นยัง
สามารถแบงออกกลุมยอยได 2 กลุมยอย ซ่ึงกลุมยอยกลุมแรกคือกลุมของยีน ALF ของกุงทะเลที่อยู
ใน Family Penaeidae ทั้งหมด  สวนยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกรามถูกจดัใหอยูในกลุมยอยกลุมที่ 2 
ซ่ึงยีน Mr-ALF1 นี้จะมีความใกลชิดกับยนี ALF ของ Bristled river shrimp (Macrobrachium 
olfersii) มากที่สุด  รวมกับ American lobster (Homarus americanus) ซ่ึงจัดอยูใน Family 
Nephropidae และ Kuruma prawn (Marsupenaeus japonicus) ซ่ึงจัดอยูใน Family Penaeidae ทั้งนี้
เนื่องมาจาก Bristled river shrimp จัดเปนกุงน้ําจืดที่อยูใน Family Palaemonidae  Genus 
Macrobrachium เชนเดยีวกับกุงกามกราม จงึทําใหความสมัพันธเชิงววิฒันาการของยนี ALF ของกุง
กามกรามและ Bristled river shrimp มีความใกลชิดกนั  อีกทั้งยังสอดคลองกับผลการศึกษาความ
เหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทด  ความเหมือนกนัและความคลายคลึงกันของลําดับของกรดอะม-ิ
โนที่ไดทําการศึกษาไวกอนหนานี้  ที่พบวาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดบัของกรดอะมิโนของยีน 
Mr-ALF1 มีความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด  ความเหมือนกนัและความคลายคลึงกันของ
ลําดับของกรดอะมิโนกับ Bristled river shrimp มากที่สุด 
 

 ในสวนของการศึกษาความสมัพันธเชิงววิฒันาการของยนี Mr-ALF2 ของกุงกามกราม
นั้น  พบวายีน Mr-ALF2 ถูกจัดใหอยูในกลุมของยีน ALF กลุมที่ 2  ซ่ึงมีความสมัพันธเชิง
วิวัฒนาการของยีนใกลชิดกบัยีน ALF ของ Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) และ Blue 
shrimp (Litopenaeus stylirostris) มากที่สุด  สวนการศกึษาความสัมพนัธเชิงวิวฒันาการของยีน Mr-
ALF3 ของกุงกามกราม  ยนี Mr-ALF3 จะจัดอยูในกลุมของยีน ALF กลุมที่ 5  ซ่ึง Mr-ALF3 นี้จะมี
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนแยกออกจากกลุมของยีน ALF ของสิ่งมีชีวิตในกลุม 
Crustaceans ที่เลือกมาทําการศึกษาอีก 4 กลุมอยางชัดเจน (ภาพที่ 17)  จากขอมูลเบื้องตนทําให
สามารถสรุปไดวายีน ALF ของสัตวแตละชนิดในกลุม Crustacean จะมีอยูหลาย Isoforms  เชนใน 
Pink shrimp พบยีน ALF มากถึง 4 Isoforms คือ Fp-ALF1, Fp-ALF2, Fp-ALF3 และ Fp-ALF4   
สวน Pacific white shrimp จะพบยีน ALF ถึง 3 Isoforms  คือ Lv-ALFaak, Lv-ALFavr และ Lv-
ALFvvr  และพบยีน ALF ที่มี 2 Isoforms คือยีน ALF ของ Black tiger shrimp (Pm-ALF และ Pm-
ALF3) และยนี ALF ของ American lobster คือ Ha-ALF1 และ Ha-ALF2  ซ่ึงรวมทั้งยีน ALF ของ
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กุงกามกรามในการศึกษาครัง้นี้ที่มีอยู 3 Isoforms ดวยกนั  ซ่ึงในแตละ Isoform นาจะมีหนาที่ในการ
ตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมที่แตกตางกันออกไป  โดยเฉพาะอยางยิ่ง Mr-ALF3 นั้น  
เมื่อพิจารณาถงึขอมูลของความคลายคลึงกันของลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน  รวมทั้ง
การศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการ โดยการสราง Phylogenetic tree แลว  พบวา Mr-ALF3 ที่พบ
ในกุงกามกรามจากการศึกษาครั้งนี้นาจะเปนยีน ALF ชนิดใหมซ่ึงยังไมเคยมกีารรายงานมากอนใน
สัตวกลุม Crustacean 

 
 โดยทั่วไปหนาที่ในการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมของยีน ALF 

นอกจากจะมบีทบาทในการยับยั้งเจริญเตบิโตและตอตานการบุกรุกของเชื้อแบคทีเรีย (Antibacterial 
activity) แลว  ยีน ALF ยังมหีนาที่ในการยบัยั้งและตอตานการบุกรุกของเชื้อรา (Antifungal 
activity) เชนการศึกษาของ Somboonwiwat et al. (2005) ที่ไดทําการศึกษาหนาทีก่ารทํางานของ 
Recombinant protein ของยนี ALF ของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ดวยวิธี Anti-microbial 
activity  พบวา Recombinant protein ของยีน ALF (rALFPm3) มีความสามารถในการตอตานการ
บุกรุกของเชื้อราเสนใย (Filamentous fungi)  โดยพบวามคีา MIC ในเชือ้ราเสนใยทั้ง Fusarium 
oxysporum และ Penicillium crustosum มีคาเทากับ 1.56-3.12  และ 12.5-25 ไมโครโมล ตามลําดับ  
ซ่ึงกลไกในการตอตานเชื้อราเสนใยของ rALFPm3 ของกุงกุลาดําคาดวาเกดิจากการยับยั้งการ
ทํางานของกระบวนการ Spore germination หรือทําให Hyphae เกิดการเจริญเติบโตชาลง  ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ   de la Vega et al. (2008) ที่ทําการศึกษาหนาที่การทํางานของยีน ALF 
ของ Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) โดยทําการ Knockdown ยีน LvALF และทําการ
เปรียบเทียบอตัราการตายเมือ่ทําการกระตุนดวยเชื้อ Fusarium oxysporum 7.5x105 Spores กับกลุม
ควบคุมที่ฉีดน้าํเกลือ  พบวาในกลุมทดลองจะมีอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นมากกวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) 
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 Pacific white shrimp (Lv-ALFaak)

 Pacific white shrimp (Lv-ALFvvr)

 Pacific white shrimp (Lv-ALFavr)

 Pink shrimp (Fp-ALF4)

 White shrimp (Lsc-ALF)

 Pink shrimp (Fp-ALF3)

 Pink shrimp (Fp-ALF1)

 Pink shrimp (Fp-ALF2)

 Fleshy prawn (Fc-ALF)

 Black tiger shrimp (Pm-ALF)

 Black tiger shrimp (Pm-ALF3)

 Giant freshwater prawn (Mr-ALF1)

 Bristled river shrimp (Mo-ALF)

 American lobster (Ha-ALF2)

 American lobster (Ha-ALF1)

 Kuruma prawn (Mj-ALF)

 Giant freshwater prawn (Mr-ALF2)

 Chinese mitten crab (Es-ALF)

 Blue shrimp (Lst-ALF)

 Signal crayfish (Pl-ALF)

 Mud crab (Sp-ALF)

 Mud crab (Ss-ALF)

 Atlantic horseshoe crab (Lp-ALF)

 Chinese horseshoe crab (Tt-ALF)

 Giant freshwater prawn (Mr-ALF3)

 Pinkspotted shrimp (Fb-PEN)

 Southern brown shrimp (Fs-PEN)

 Black tiger shrimp (Pm-PEN)

 Fleshy prawn (Fc-PEN)

 Black tiger shrimp (Pm-CRUS)

 Fleshy prawn (Fc-CRUS)

 Pinkspotted shrimp (Fb-CRUS)

 White shrimp (Ls-CRUS)

 Pink shrimp (Fp-CRUS)

 Southern brown shrimp (Fs-CRUS)85
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ภาพที่ 17  ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของ Mr-ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 กบัยีน AMP ของ 

   ส่ิงมีชีวิตในกลุม Crustaceans ชนิดอื่น ๆ ที่ไดมีการรายงานไวใน GenBank database 
   ซ่ึง Es-ALF คือ Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis); DQ793214, Fc-ALF คือ  
   Fleshy prawn (Fenneropenaeus chinensis); AY859500, Fp-ALF1, Fp-ALF2, Fp-ALF3  

I 

II 

III 

IV 

V 
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   และ Fp-ALF4 คือ Pink shrimp (Farfantepenaeus paulensis); EF601051, EF601052,  
   EF601053 และ EF601054, Ha-ALF1 และ Ha-ALF2 คือ  American lobster (Homarus  
   americanus); EU625516 และ EU625517, Lp-ALF คือ Atlantic horseshoe crab  
   (Limulus polyphemus); P07086, Lsc-ALF คือ White shrimp (Litopenaeus schmitti);  
   DQ991357, Lst-ALF คือ Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris); DQ010421, Lv- 
   ALFvvr, Lv-ALFavr และ Lv-ALFaak คือ Pacific white shrimp (Litopenaeus  
   vannamei); DQ208701, DQ208702 และ DQ208703, Mj-ALF คือ Kuruma prawn  
   (Marsupenaeus japonicus); AB210110, Mo-ALF คือ Bristled river shrimp  
   (Macrobrachium olfersii); EU289220, Pl-ALF คือ  Signal crayfish (Pacifastacus  
   leniusculus); EF523760, Pm-ALF และ Pm-ALF3 คือ Black tiger shrimp (Penaeus  
   monodon); EU617325 และ EF523562, Sp-ALF คือ Mud crab (Scylla paramamosain);  
   EF207786, Ss-ALF คือ Mud crab (Scylla serrata); FJ013272 และ Tt-ALF คือ  Chinese  
   horseshoe crab (Tachypleus tridentatus); AF227150 เปนตน 
 

5.  การศึกษาการแสดงออกของยีน ALF  ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  โดยใชเทคนิค Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)   
 
 ในสวนของการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  จะ
ทําการศึกษาเฉพาะ Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 เทานั้น  เนื่องมาจาก Mr-ALF3  พึ่งถูกคนพบในชวง
หลังของการศึกษาจึงไมไดนาํมาทําการศึกษาของแสดงออกเชนเดยีวกบัสอง Isoforms แรก 
  

5.1  การศึกษาการแสดงออกของ Mr-ALF1 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกราม 
 

 จากการศึกษาการแสดงออกของ Mr-ALF1 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกรามปกติ  ซ่ึง
ไดแกกานตา (Eyestalk), เหงอืก (Gills), อวัยวะสืบพันธุ (Gonad), หัวใจ (Heart), ตับและตับออน 
(Hepatopancreas), ทางเดินอาหารสวนตน (Foregut), ทางเดินอาหารสวนกลาง (Midgut), ทางเดิน
อาหารสวนทาย (Hindgut), กลามเนื้อ (Muscle) และเนื้อเยือ่บุผิวใตเปลือก (Subcuticular 
epithelium)  รวมทั้งเม็ดเลือด (Haemocytes)  โดยใชเทคนิค RT-PCR  พบวาการแสดงออกของ Mr-
ALF1 มีการแสดงออกมากที่สุดในเม็ดเลือด หัวใจ ทางเดินอาหารสวนกลางและตับและตับออน  
และเนื้อเยื่อกลุมที่มีการแสดงออกรองลงมาคือทางเดนิอาหารสวนตน ทางเดินอาหารสวนทาย 
อวัยวะสืบพนัธุเพศผูและเหงือก  สวนกลุมของเนื้อเยื่อที่มีการแสดงออกเบาบางคือ กานตา อวยัวะ
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สืบพันธุเพศเมยีและเนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก  สวนกลามเนือ้นั้นเปนอวัยวะเดยีวทีไ่มพบการแสดงออก
เลย  โดยการศึกษาในครั้งนี้จะใชการแสดงออกของยีน β-actin ที่เปน Internal control ซ่ึงพบการ
แสดงออกในทุก ๆ อวัยวะของกุงกามกราม (ภาพที่ 18) 
 
ALF1 

 
 
β-actin 

 
 
ภาพที่ 18  การแสดงออกของ Mr-ALF1 ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  เปรียบเทียบกับการ 

   แสดงออกของยีน β-actin  โดยใชเทคนคิ RT-PCR  โดย M คือ 100 bp ladders marker,  
   EY คือ กานตา (Eyestalk), FG คือ ทางเดินอาหารสวนตน (Foregut), GI คือ เหงือก  
   (Gills), HM คือ เม็ดเลือด (Haemocytes), HE คือ หัวใจ (Heart), HP คือ ตับและตับออน  
   (Hepatopancreas), HG คือ ทางเดินอาหารสวนทาย (Hindgut), MG คือ ทางเดินอาหาร 
   สวนกลาง (Midgut), MU คือ กลามเนื้อ (Muscle), OV คือ อวัยวะสืบพันธุเพศเมยี  
   (Ovary), SU คือ เนื้อเยื่อบผิุวใตเปลือก (Subcuticular epithelium) และ TE คือ อวัยวะ 
   สืบพันธุเพศผู (Testis) ตามลําดับ 

 
5.2  การศึกษาการแสดงออกของ Mr-ALF2 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  

 
 จากการศึกษาการแสดงออกของ Mr-ALF2 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกามกรามปกติ  ซ่ึง

ไดแกกานตา (Eyestalk), เหงอืก (Gills), อวัยวะสืบพันธุ (Gonad), หัวใจ (Heart), ตบัและตับออน 
(Hepatopancreas), ทางเดินอาหารสวนตน (Foregut), ทางเดินอาหารสวนกลาง (Midgut), ทางเดิน
อาหารสวนทาย (Hindgut), กลามเนื้อ (Muscle) และเนื้อเยือ่บุผิวใตเปลือก (Subcuticular 
epithelium)  รวมทั้งเม็ดเลือด (Haemocytes)  โดยใชเทคนิค RT-PCR  เมื่อเปรียบเทียบระดับการ
แสดงออกของ Mr-ALF2 กับ Mr-ALF1  พบวา Mr-ALF2 มีการแสดงออกคอนขางเบาบางกวาและ
ยังพบวามีรูปแบบการแสดงออกที่ตางไปจากการแสดงออกของ Mr-ALF1 อยางเห็นไดชัด  โดย
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พบวา Mr-ALF2 มีการแสดงออกมากที่สุดในเนื้อเยื่อที่ไดจากกานตา  ทางเดินอาหารสวนตน  
เหงือก  เมด็เลือดและหวัใจ  สวนกลุมของเนื้อเยื่อที่มีการแสดงออกรองลงมาคือทางเดินอาหาร
สวนทาย  ทางเดินอาหารสวนกลางและอวยัวะสืบพันธุเพศเมีย  และกลุมของเนื้อเยือ่ที่มีการ
แสดงออกเบาบางคือตับและตับออน  กลามเนื้อและเนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก ตามลําดับ  สวนเนื้อเยื่อที่
ไดจากอวัยวะสืบพันธเพศผูนั้นจะไมพบการแสดงออกเลย  โดยการศกึษาในครั้งนี้จะใชการ
แสดงออกของยีน β-actin ที่เปน Internal control ซ่ึงพบการแสดงออกในทุก ๆ อวัยวะของกุง
กามกราม (ภาพที่ 19) 
 
ALF2 

 
 
β-actin 

 
 
ภาพที่ 19  การแสดงออกของ Mr-ALF2 ในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกามกราม  เปรียบเทียบกับการ 

   แสดงออกของยีน β-actin  โดยใชเทคนคิ RT-PCR  โดย M คือ 100 bp ladders marker,  
   EY คือ กานตา (Eyestalk), FG คือ ทางเดินอาหารสวนตน (Foregut), GI คือ เหงือก  
   (Gills), HM คือ เม็ดเลือด (Haemocytes), HE คือ หัวใจ (Heart), HP คือ ตับและตับออน  
   (Hepatopancreas), HG คือ ทางเดินอาหารสวนทาย (Hindgut), MG คือ ทางเดินอาหาร 
   สวนกลาง (Midgut), MU คือ กลามเนื้อ (Muscle), OV คือ อวัยวะสืบพันธุเพศเมยี  
   (Ovary), SU คือ เนื้อเยื่อบผิุวใตเปลือก (Subcuticular epithelium) และ TE คือ อวัยวะ 
   สืบพันธุเพศผู (Testis) ตามลําดับ 
 
 จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในอวัยวะตาง ๆ ของ

กุงกามกรามขางตนนั้น  พบวายนี Mr-ALF1 และ Mr-ALF2  จะมีการแสดงออกในเกือบทุกอวยัวะ
ของกุงกามกราม  แตอวยัวะที่มีการแสดงออกมากที่สุดของยีนทั้งสองชนิดนี้ คือ เม็ดเลือดและหวัใจ  
ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาทีผ่านมาที่ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ของ Mud crab (Scylla 
paramamosain) ในอวัยวะตาง ๆ พบวายีน Sp-ALF มีการแสดงออกมากที่สุดใน Haemocytes, 
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ลําไสและกลามเนื้อ ตามลําดบั (Imjongjirak et al., 2007)  สวนในการศกึษาของ Somboonwiwat et 
al. (2008) ที่ทําการศึกษาการกระจายตัวของการแสดงออกของยีน ALF ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของกุง
กุลาดํา (Penaeus monodon) ดวยเทคนิค Immunohistochemistry  พบวาอวยัวะที่พบมีโปรตีนของ
ยีน Pm-ALF3 มากที่สุด คือ Haemocytes  และในการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ของกุงชนิด
ตาง ๆ ที่ผานมา  ยังพบเชนกนัวา Haemocytes จะเปนกลุมเซลลที่มีการแสดงออกของยีน ALF มาก
ที่สุด (Supungul et al., 2004; Liu et al., 2005; Nagoshi et al., 2006)   

 
 ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมาทําใหทราบวาอวยัวะหลักที่มหีนาที่ในการผลิตโปรตีนของ

ยีน ALF คือกลุมของเซลล Haemocytes  เนื่องมาจาก Haemocytes ที่หมุนเวียนอยูในรางกายเปน
กลุมเซลลที่มีหนาที่หลักในการตอบสนองทางระบบภูมคิุมกันทั้งแบบ Cellular และ Humoral 
immune response ของสัตวไมมีกระดกูสันหลังในกลุม Crustacean  ซ่ึงเมื่อเกิดการตดิเชื้อโรคหรือ
ส่ิงแปลกปลอมในรางกาย  รางกายของสัตวไมมีกระดูกสันหลังในกลุม Crustacean  จะมกีารตอบ 
สนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมดวยการทํางานของหลาย ๆ กระบวนการรวมกนั  เชน การ
แข็งตัวของเลอืด (Blood clotting)  และการทํางานของโปรตีนบางชนดิในกระบวนการ 
Prophenoloxidase  สามารถทําใหเกิดการสราง Melanin (Melanin formation หรือ Melanization)  
และเกดิกระบวนการ Opzonization  ซ่ึงเปนระบบการปองกันตัวทีพ่บไดในสัตวไมมีกระดกูสันหลัง
โดยทั่วไปเชนกัน (ชัยชาญ, 2545 อางถึง Lackie, 1980)  นอกจากนี้ Haemocytes ของสัตวในกลุม 
Crustacean ยังมีบทบาทที่เกีย่วของกับกระบวนการการสังเคราะหสารในกลุมของ AMP อีกดวย 
(จารุวรรณ, 2550)  โดยเมื่อเกิดการหลั่งโปรตีนของยีน ALF ออกมา  โปรตีนของยีน ALF ยึดจับกับ
โครงสรางของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม  ทําใหเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมไมสามารถ
ที่จะยดึเกาะกบัเซลลภายในรางกายได (เสาวลักษณ, 2550)  อีกทั้งยังสามารถทําใหโครงสรางของ
ผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมเกิดเปนรู  สงผลทําใหเกดิการ Lysis ของเซลลตามมา 
(Bachère, 2000; Hancock and Sahl, 2006)  ดวยเหตุผลจากการศึกษาดังกลาวจึงเปนหลักฐานที่ใช
ยืนยนัไดวายีน ALF เปนยีนที่มีคุณสมบัติในการปองกันเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมภายในระบบ
หมุนเวียนโลหิตที่มีความสาํคัญมากในสตัวในกลุม Crustacean (Zhoa and Wang, 2006) 
 



 

86 

6.  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน ALF ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ภายหลงัจากการ

กระตุนดวยเชือ้ Aeromonas hydrophila  และสาร β-glucan  โดยใชเทคนิค Quantitative Real-
Time PCR 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2  ในอวัยวะตาง ๆ ของกุง
กามกรามขางตน  ทําใหทราบวาเม็ดเลือดเปนกลุมเซลลหลักที่มีการแสดงออกของยนี Mr-ALF1 
และ Mr-ALF2 มากที่สุด  ดวยเหตุนีใ้นการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน ALF ของกุงกามกราม  
ภายหลังจากการกระตุนดวยเช้ือ A. hydrophila  และสาร β-glucan  ในการศึกษาในครั้งนี้จึงเลือก
เอาเม็ดเลือดมาใชเปนกลุมเซลลหลักในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน ALF  ซ่ึงในการศึกษา
จะทําการศกึษาเฉพาะ Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 เทานั้น   
 
 การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเมด็เลือดของกุง
กามกราม  ภายหลังจากทําการกระตุนดวยเช้ือ A. hydrophila และสาร β-glucan ในครั้งนี้จะใช
เทคนิค Quantitative Real-Time PCR ในการศึกษา  โดยเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
นั้นจําเปนที่จะตองสรางกราฟมาตรฐาน (Standard Curve) ของยีนแตละชนิดที่นํามาทาํการศึกษา
กอน  เพื่อนาํมาใชในการคํานวณหาคา PCR Efficiency  จากสูตร 

 
PCR Efficiency (E)  =  10(-1/slope) 

  
ซ่ึงคา PCR Efficiency (E) ที่ดีควรมีคาอยูระหวาง 1.60-2.10 (Pfaffl, 2004)  โดยคา PCR 

Efficiency (E) ของยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกรามที่คํานวณไดมีคาเทากบั 1.76  และคา PCR 
Efficiency (E) ของยีน Mr-ALF2 ของกุงกามกรามมีคาเทากับ 1.72 (ภาพที่ 20 และภาพที่ 21 
ตามลําดับ)  
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ภาพที่ 20  กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ที่ใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ของ 

   กุงกามกราม  โดยใชเทคนคิ Quantitative Real-Time PCR 
 

 
 
ภาพที่ 21  กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ที่ใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ของ 

   กุงกามกราม  โดยใชเทคนคิ Quantitative Real-Time PCR 
  

 
 

Y  = -4.234(Log X) + 41.52 
R2 = 0.992 

Y  = -4.072(Log X) + 43.59 
R2 = 0.998 
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ในการศึกษารปูแบบการแสดงออกของยีน ALF  ของกุงกามกรามโดยใชเทคนิค 
Quantitative Real-Time PCR นั้น  นอกจากจะทําการพิจารณากราฟมาตรฐาน (Standard curve) 
ของยีนที่นํามาทําการศึกษาแลว  ยังตองทําการพิจารณา Dissociation curve  เพื่อทําใหทราบความ 
จําเพาะเจาะจงของผลที่ไดจากการศึกษาโดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  โดยจะทําการ
พิจารณาจากอณุหภูมิที่จุดหลอมเหลว (Melting temperature หรือ Tm) ที่ควรมีจุดสูงสุดเพียง 1 จดุ
เทานั้น  เพราะในการเพิ่มจํานวนของ DNA ที่เกิดขึ้นจะตองเปนกระบวนการที่มีความจําเพาะเจาะ 
จงสูงและตองไมมีการเพิ่มจาํนวน DNA ในสวนอื่นใด (Non-specific product) หรือจะเปนลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่เกิดจาก Primer dimers (กลุยา, 2547)   
 

ซ่ึงเมื่อทําการพิจารณา Dissociation curve ของ Specific primers ของยนี Mr-ALF1 และ 
Mr-ALF2 ของกุงกามกรามที่นํามาทําการศึกษาทั้งสอง  พบวา Dissociation curve ของ Primers ที่
จําเพาะตอยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกรามที่ไดจากการศกึษามีอุณหภมูทิี่จุดหลอมเหลวเทากับ 84 
องศาเซลเซียส  และไมมีสวนของ Primer dimers เกิดขึ้น  ซ่ึงแสดงใหเห็นวา Primers ที่ใชใน
การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 [ALF1 (2) F และ ALF1 (2) R Primers] ของกุง
กามกรามนี้  มคีวามจําเพาะเจาะจงตอยีน Mr-ALF1 เทานั้น (ภาพที่ 22)  สวน Dissociation curve 
ของ Specific primers ของยนี Mr-ALF2 ของกุงกามกรามมีอุณหภูมิทีจุ่ดหลอมเหลวเทากับ 83 
องศาเซลเซียส  และไมมีสวนที่เปน Primer dimers เกิดขึน้  ซ่ึงแสดงใหเห็นวา Primers ที่ใชใน
การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 [ALF2 (1) F และ ALF2 (1) R Primers] ของกุง
กามกรามนี้  มคีวามจําเพาะเจาะจงตอยีน Mr-ALF2 เชนเดียวกับยีน Mr-ALF1 เทานัน้เชนกนั (ภาพ
ที่ 23) 
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ภาพที่ 22  Dissociation curve ในการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกราม  โดย 

    ใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
 

 
 
ภาพที่ 23  Dissociation curve ในการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ของกุงกามกราม  โดย 

    ใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
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6.1  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุง
กามกราม  ภายหลังจากการกระตุนดวยเชือ้ Aeromonas hydrophila  โดยใชเทคนิค Quantitative 
Real-Time PCR 
 

 จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของ
กุงกามกราม  ภายหลังจากกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila ที่ความหนาแนนของเชื้อแบคทีเรีย 1x106 
CFU  พบวาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 หลังจากทีท่ําการกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila แลว
เปนเวลา 1 วัน  มีระดับการแสดงออกของยนี Mr-ALF1 เพิ่มสูงขึ้น  โดยคา Relative expression 
ratio ของกลุมทดลองมีคาเพิ่มสูงขึ้นกวากลุมควบคุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ําเกลือ 0.85% เพียงอยาง
เดียวประมาณ 2 เทา  ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
(P<0.05)  และในระยะเวลาตอมาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 จะมีการเปลี่ยนแปลงลดลง
เล็กนอยในวนัที่ 3 และวนัที่ 7  โดยไมพบความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (P≥0.05) ของคา 
Relative expression ratio ระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม  สวนในวนัที่ 14 ของการศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 จะเพิ่มสูงขึ้น  แตไมพบความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 
(P≥0.05) ของคา Relative expression ratio ระหวางกลุมทดลองกับกลุมควบคุมเชนเดยีวกับวนัที่ 3 
และวนัที่ 7 ตามลําดับแตอยางใด (ภาพที่ 24) 

 
 สวนการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2  ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  

ภายหลังจากกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila  ที่มีความหนาแนนของเชื้อแบคทีเรีย 1x106 CFU
เชนเดยีวกัน  พบวาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2  จะมีระดับการแสดงออกของยีนเพิ่ม
สูงขึ้นและเพิ่มขึ้นสูงที่สุดในวันที่ 1 และวนัที่ 3  ภายหลังจากกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila  ซ่ึงเมื่อ
ทําการเปรียบเทียบคา Relative expression retio ของกลุมทดลองและกลุมควบคุม  พบวาคา 
Relative expression ratio ของกลุมทดลองจะมีคาเพิ่มสูงขึน้กวากลุมควบคุมประมาณ 8 เทาและ 4 
เทาตามลําดับ  โดยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05)  
หลังจากนัน้ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2  ในวนัที่ 7 จะมีการเปลี่ยนแปลงลดลงเล็กนอย  
โดยคา Relative expression ratio ของกลุมทดลองยังมีคาสูงกวากลุมควบคุมประมาณ 3 เทาอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05)  อยางไรก็ตามในวันที่ 14  ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2  จะมีการ
แสดงออกของยีนลดต่ําลง  แตเมื่อทําการเปรียบเทียบคา Relative expression ratio ระหวางกลุม
ทดลองกับกลุมควบคุมจะไมพบความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P≥0.05) ระหวางกุงทั้ง
สองกลุม (ภาพที่ 25) 
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ภาพที่ 24  การแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ภายหลังจากที่ทําการ 

   กระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila  เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม (Control) ที่ทําการฉีด 
   น้ําเกลือ 0.85%  [อักษรภาษาอังกฤษที่กํากับแทงกราฟในแตละชวงเวลาของการทดลองที่ 
   แตกตางกันแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)] 

 
 ผลของการศึกษาระดับการแสดงออกของยนี Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือด

ของกุงกามกราม  ภายหลังจากทําการกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila ขั้นตน  ไดแสดงใหเห็นวาใน
วันที่ 1 ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 จะเพิ่มสูงขึ้นมากกวาระดับการแสดงออกของยีนใน
กลุมควบคุมประมาณ 2 เทา ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05)  สวนระดับการแสดง 
ออกของยีน Mr-ALF2  ของกุงกามกรามในวนัที่ 1, 3 และ 7 ภายหลังจากที่ทําการกระตุนดวยเชื้อ  
A. hydrophila  นั้นจะมีระดับการแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นมากกวาระดับการแสดงออกของยีนใน
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  มีคาประมาณ 8, 4 และ 3 เทา ตามลําดับ 
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ภาพที่ 25  การแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ภายหลังจากที่ทําการ 

   กระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila  เปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม (Control) ที่ทําการฉีด 
   น้ําเกลือ 0.85%  [อักษรภาษาอังกฤษที่กํากับแทงกราฟในแตละชวงเวลาของการทดลองที่ 
   แตกตางกันแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)] 
 
 จากการศึกษาดังกลาวเมื่อทาํการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนี Mr-ALF1 และ 

Mr-ALF2  ของกุงกามกรามดวยการฉีดเชือ้ A. hydrophila  เขาในรางกาย  ระบบภูมิคุมกันของกุง
กามกรามจะมกีลไกในการตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมแบบไมจําเพาะเจาะจง (Non-
specific immune response)  อาศัยการทํางานรวมกนัอยางใกลชิดของระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล 
(Cellular immunity)  และระบบภูมิคุมกันที่อาศัยสารน้ําในเลือด (Humoral immunity)  โดยระบบ
ภูมิคุมกันที่อาศัยสารน้ําในเลือดนี้เปนระบบภูมิคุมกันที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับการหลั่งโปรตีน
ในกลุมของยนี AMP ออกมา รวมทั้งโปรตีนอีกหลายชนิดที่เกีย่วของกับภูมิคุมกนั  เพื่อใชโปรตีน
เหลานี้ในการตอตานและยบัยั้งทํางานของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม  ซ่ึง ALF จัดเปนโปรตีนใน
กลุมของยีน AMP เชนเดียวกนั  อีกทั้งยังมีคณุสมบัติเปน Cationic ที่ทําหนาที่ในการจบัและยับยั้ง
การทํางานของแบคทีเรียแกรมลบ ชนิด R  อยางรุนแรง (Morita et al., 1985)  ดวยเหตุนี้ใน
การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ของกุงกามกรามจึงคัดเลือกเอาเชือ้ 
A. hydrophila มาใชในการศกึษาการแสดงออกของยีนดังกลาว  เนื่องจาก A. hydrophila จัดเปนเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบที่มี Lipopolysaccharide (LPS)  เปนองคประกอบของผนังเซลลสวนใหญ  ซ่ึง
โปรตีนของยีน ALF จะเขาจับกับผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบตรงบริเวณสวนของ Lipid A 
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และสวนของ Oligosaccharide ที่มีประจุลบของหมูฟอสเฟต 2 หมู  (Ren et al., 2008)  จึงทําใหผนงั
เซลลของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมเกิดเปนรูและสงผลใหเกดิการ Lysis ของเซลลเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมตามมา (Bachère, 2000; Hancock and Sahl, 2006)  และระยะเวลาที่เซลลเม็ดเลือดใช
ในการหลั่งโปรตีนของยีน ALF ออกมาเพื่อตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกเขามา
ภายในรางกายนั้นจะเกดิขึ้นอยางรวดเรว็  ซ่ึงจะสังเกตไดจากระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 
และ Mr-ALF2 ในวนัที่ 1 ภายหลังจากทีท่าํกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila ที่มีระดับการแสดงออก
ของยีนเพิ่มสูงขึ้นมากกวากลุมควบคุมถึง 2 เทาและ 8 เทา ตามลําดับ  โดยการศึกษาในครั้งนี้ใหผล
สอดคลองกับการศึกษาของ Li et al. (2008) ที่ทําการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน ALF ของ 
Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis, Es-ALF) โดยทาํการกระตุนการแสดงออกของยีน Es-
ALF ดวยการฉีดเชื้อ Vibrio anguillarum และใชเทคนิค Quantitative real-time RT-PCR ใน
การศึกษา  พบวายนี Es-ALF  จะมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 2  ประมาณ 2 
เทาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และจะมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นมากที่สุดในชัว่โมงที่ 12  คือ
ประมาณ 4 เทาเมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมเชนกัน  จึงอาจสรุปไดวายนี ALF เปนยีนที่มี
ความสามารถในการตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกเขาไปในรางกายไดอยาง
รวดเร็ว  หรือที่เรียกวา “Acute-phase protein”  โดยเฉพาะชวงแรก ๆ ของการปองกันการบุกรุกของ
เชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม   

 
 เชนเดยีวกับการศึกษาของ de Lorgeril et al. (2008) ซ่ึงทําการศึกษาความสัมพันธของ

การแสดงออกของยีนในกลุม AMP และประสิทธิภาพในการคัดเลือกกุงที่รอดตายจากการติดเชื้อ 
Vibrio โดยการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุม AMP ไดแก Penaeidin 2 (PEN2), PEN3, 
ALF, Crustin, Lysozyme และ Putative cysteine-rich peptide เปนตน ซ่ึงจะทําการกระตุนการ
แสดงออกของยีนดวยการแชเชื้อ Vibrio penaeicida สายพันธุ AM101 ที่มีความหนาแนนของเชื้อ
แบคทีเรียเทากบั 1x103 CFU ใน Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris) ทั้งสองกลุมโดยกลุมแรก
คือกุงปกติ (กลุมควบคุม)  สวนกลุมที่สองคือกุงที่รอดตายจากการติดเชือ้ Vibrio มาแลว (กลุม
คัดเลือก)  และผลของการใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  พบวาเมื่อทําการแชกุงทดลอง
ดวยเชื้อ Vibrio penaeicida แลว การแสดงออกของยีน ALF ของกลุมควบคุมจะมกีารแสดงออกเพิม่
สูงขึ้นและสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12  และการแสดงออกของยีนเหลานี้จะลดต่ําลงในชัว่โมงที่ 24  สวน
การแสดงออกของยีน ALF ในกลุมคัดเลือกพบวาการแสดงออกของยีนจะคอย ๆ เพิ่มสงูขึ้นใน
ช่ัวโมงที่ 12  และจะมกีารแสดงออกเพิ่มสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 24  ซ่ึงจะแตกตางจากการแสดงออก
ของยีน ALF ของกลุมควบคุมอยางชัดเจน 
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 ขณะที่การศึกษาของ Beala et al. (2008) ที่ทําการศึกษาคุณลักษณะและการตอบสนอง
ตอเชื้อ Vibrio fluvialis ของยีน ALF ใน American lobster (Homarus americanus) ดวยเทคนิค 
Quantitative Real-Time PCR  โดยเมื่อทําการฉีดเชื้อ Vibrio fluvialis แลวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
พบวาระดับการแสดงออกของยีน Ha-ALF1 ในเนื้อเยื่อเหงือกจะมีระดบัการแสดงออกสูงที่สุดอยาง
มีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.001)  และไมพบความแตกตางของระดับการแสดงออกของยีน Ha-ALF1 ใน
เม็ดเลือดอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≥0.001)  สวนระดับการแสดงออกของยนี Ha-ALF2  พบวาไมพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัของระดับการแสดงออกของยีน Ha-ALF2 ทั้งในเม็ดเลือดและเนื้อเยื่อ
เหงือก  เปนตน  และในการศึกษาการแสดงออกของยีน ALF ในกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ซ่ึง
ทําการศึกษาความแตกตางของการแสดงออกของยีน Pm-ALF2 กับ Pm-ALF3  ดวยเทคนิค RT-
PCR  โดยเมื่อทําการฉีดเชื้อ Vibrio haveyi แลวเปนเวลา 6 ช่ัวโมง  พบวายนี ALF ทั้งสองจะมีการ
แสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคญั (P<0.05)  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีด
น้ําเกลือ 0.85% (Tharntada et al., 2008)  

 
 จากการศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวายีน Mr-ALF1 จะมีความสําคญัตอการ

ตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมในชวงแรก ๆ ของการศึกษา  ซ่ึงสังเกตไดจากยีน Mr-
ALF1 จะมกีารแสดงออกมากในวันที่ 1 ของการศึกษา  แตจะแตกตางจากการแสดงออกของยีน Mr-
ALF2  ที่มีการแสดงออกมากในวนัที่ 1 และมีการแสดงออกตอเนื่องในวนัที่ 3 และ 7  ซ่ึงจะเหน็ได
วายนี Mr-ALF2 จะมีความสําคัญตอการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมในชวงแรก ๆ 
และตอเนื่องไปอีกเปนเวลา 1 สัปดาห  และในการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมโดย
การหลั่ง ALF ของกุงกามกรามนั้น จะมียนี ALF หลาย Isoforms ซ่ึงแตละ Isoforms จะทําหนาที่
รับผิดชอบในการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมในแตละชวงเวลาแตกตางกันไป 

 
6.2  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุง

กามกราม  ภายหลังจากการใหอาหารผสมสาร β-glucan โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time 
PCR 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุง
กามกราม  ภายหลังจากทําการใหกนิอาหารผสมสาร β-glucan ในอัตรา 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  
พบวาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ของกุงกามกราม  ภายหลังจากใหกินอาหารผสมสาร 
β-glucan ในวนัที่ 1, 3 และ 7  มีการเปลี่ยนแปลงลดต่ําลงเล็กนอยเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคมุที่
ใหกนิอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูปปกติ  ซ่ึงเมื่อทําการเปรียบเทียบคา Relative expression ratio ของ
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กลุมทดลองกับกลุมควบคุมพบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต (P≥0.05)  และระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ในวันที่ 14 จะมีการเปลี่ยนแปลง
เพิ่มขึ้นเพยีงเลก็นอย  โดยไมมีความแตกตางระหวางคา Relative expression ratio ของกลุมทดลอง
กับกลุมควบคมุอยางมีนัยสําคัญ (P≥0.05) เชนเดียวกนักับในวนัที่ 1, 3 และวันที่ 7 (ภาพที่ 26)  
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ภาพที่ 26  การแสดงออกของยีน Mr-ALF1 ในเม็ดเลือดของกุงกามกรามภายหลังจากที่ทําการ 
   กระตุนการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  เปรียบเทียบกับ 
   กลุมควบคุม (Control) ที่ใหกินอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูปปกติ [อักษรภาษาอังกฤษที่ 
   กํากับแทงกราฟในแตละชวงเวลาของการทดลองที่แตกตางกันแสดงวามีความแตกตาง 
   กันทางสถิติ (P<0.05)] 

 
 สวนการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  
ภายหลังจากการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan ในอัตรา 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  เชนเดยีวกนั  
พบวาในวนัที่ 1, 3 และ 7 ภายหลังจากที่ทาํการกระตุนดวยการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan แลว  
พบระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในกุงทั้งสองกลุมจะมีการเปลี่ยนแปลงลดลงเมื่อเปรียบ 
เทียบกับกอนการทดลอง  แตในกุงทดลองจะมีคาสูงกวาเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่
ใหกนิอาหารสําเร็จรูปปกติ  โดยไมพบความแตกตางระหวางคา Relative expression ratio ของกลุม
ทดลองกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P≥0.05)  ในวันที่ 14  ของการศึกษาระดับการแสดงออก
ของยีน Mr-ALF2 จะมีการเปลี่ยนแปลงเพิม่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกอนการทดลองและจะมี
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ระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF2 สูงกวากลุมควบคุมเล็กนอย  ซ่ึงไมพบความแตกตางระหวาง
คา Relative expression ratio ของกลุมทดลองกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≥0.05) 
เชนเดยีวกัน (ภาพที่ 27) 
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ภาพที่ 27  การแสดงออกของยีน Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุงกามกรามภายหลังจากที่ทําการ 
   กระตุนการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  เปรียบเทียบกับ 
   กลุมควบคุม (Control) ที่ใหกินอาหารกุงกามกรามสําเร็จรูปปกติ  [อักษรภาษาอังกฤษที่ 
   กํากับแทงกราฟในแตละชวงเวลาของการทดลองที่แตกตางกันแสดงวามีความแตกตาง 
   กันทางสถิติ (P<0.05)] 

 
 ในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุง

กามกราม  ภายหลังจากใหกุงกินอาหารผสมสาร β-glucan ในอัตรา 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  
โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  แลวพบวารูปแบบการแสดงออกของยีน ALF ของกุง
กามกรามทั้งสอง Isoforms มีรูปแบบของการแสดงออกคลายคลึงกัน  โดยการแสดงออกของยีน 
Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 จะลดต่ําลงในวนัที่ 1 ภายหลังจากที่ใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 
กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  หลังจากนั้นในวนัที่ 3 การแสดงออกของยีน ALF ทั้งสอง Isoforms จะ
เพิ่มสูงขึ้นและกลับมามีการแสดงออกที่ลดต่ําลงอีกครั้งในวันที่ 7 ภายหลังจากที่ใหกนิอาหารผสม
สาร β-glucan  แตการแสดงออกของยนี ALF ทั้งสอง Isoforms นี้จะกลบัมามีการแสดงออกเพิ่ม
สูงขึ้นและเพิ่มสูงที่สุดในวนัที่ 14 ภายหลังจากที่ใหกินอาหารผสมสาร β-glucan  แตก็ไมแตกตาง
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กันอยางมนีัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  ซ่ึงจากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี 
ALF ทั้งสอง Isoforms ภายหลังจากที่ทําการกระตุนกุงทดลองดวยการใหกนิอาหารผสมสาร β-
glucan ในครั้งนี้จะสอดคลองกับการศึกษาของ Wang et al. (2008)  ที่ทําการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนในระบบภมูิคุมกันของกุง Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei)  ที่ให
อาหารผสมสาร β-1, 3-glucan 2 กรัมและ 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  เปนระยะเวลา 7 วัน  
หลังจากนัน้ทาํการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุมกันตาง ๆ เชน Lysozyme, 
Crustin และ Penaeidin เปนตน  ดวยเทคนคิ Quantitative Real-Time PCR  พบวาทั้งยีน Crustin 
และยนี Penaeidin ที่จัดเปนยนีในกลุมของ AMP เชนเดียวกับยีน ALF นั้น  จะมีเฉพาะยีน Penaeidin 
เทานั้นที่มีการแสดงออกลดต่ําลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในชั่วโมงที่ 6 และชั่วโมงที่ 12 
ภายหลังจากทีไ่ดรับการกระตุนโดยการใหอาหารผสมสาร β-1, 3-glucan  ทั้งสองระดับความเขม 
ขน  ขณะทีก่ารแสดงออกของยีน Crustin กม็ีแนวโนมของระดับการแสดงออกของที่ลดต่ําลงเชน 
เดียวกันแตกไ็มพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัทางสถิติกับกลุมควบคุม (P≥0.05) ใน
ช่ัวโมงที่ 6 และชั่วโมงที่ 12  สวนการศึกษาของ Hauton et al. (2007)  ที่ทําการศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีนในระบบภมูิคุมกันของ Lobster (Homarus gammarus) ในระยะ Post-larvar VI ที่
เปลี่ยนแปลงไปหลังจากที่ทาํการกระตุนดวยสารกระตุนภูมิตาง ๆ โดยใชเทคนิค Real-Time PCR  
พบวาการแสดงออกของยีน Crustin ที่จัดเปนยีนในกลุมของ AMP นั้น มีการแสดงออกของยีนลด
ต่ําลงในวนัที่ 2  และเพิ่มสูงขึ้นจนคอนขางคงที่ในวนัที่ 8 ของการศึกษา  และไมพบระดับการแสดง 
ออกของยีนที่เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≥0.05) ภายหลังจากที่ใหอาหารผสม β-1, 3-
glucan 1 กรัมตออาหาร 1 กโิลกรัม  เปนระยะเวลา 36 วนั 

 
 เชนเดยีวกับการศึกษาของ Lu et al. (2009) ที่ทําการศึกษาความแตกตางของการแสดง 

ออกของยีนในเม็ดเลือดของกุงกามกราม  ซ่ึงทําการกระตุนการแสดงออกของยีน AMP ดวยการฉีด 
Lipopolysaccharide ที่ระดับความเขมขนสดุทายเปน 5, 1, 0.1 หรือ 0.05 ไมโครกรัม เปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุมทีท่ําการฉีดสารละลาย PBS  พบวาการแสดงออกของยีน AMP ในชัว่โมงที่ 1 และ
ช่ัวโมงที่ 6 นัน้มีการแสดงออกของยีนลดต่ําลง  และจะมีการแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นในชัว่โมง
ที่ 12 ภายหลังจากที่ทําการกระตุน  แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับกลุมควบคมุ 

 
 นอกจากนี้จากการศึกษาของจารุวรรณ (2550)  ทําการศึกษาผลของการเสริม β-glucan 

ตอการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) ที่ไดรับ β-
glucan ในระดบั 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม โดยใชเทคนิค Conventional RT-PCR นั้น  พบวาการ
แสดงออกของยีน AMP จะมกีารแสดงออกลดต่ําลงในวนัที่ 1  หลังจากนั้นระดับการแสดงออกของ
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ยีน AMP จะมกีารแสดงออกเพิ่มขึ้นและเพิม่ขึ้นมากที่สุดในวนัที่ 3 และวันที่ 7  และจะมีการ
แสดงออกลดลงอีกครั้งในวนัที่ 10 และวนัที่ 14  ตามลําดับ  
  

 ซ่ึงจากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน ALF ทั้งสอง Isoforms ภายหลังจากที่
ทําการกระตุนดวยเชื้อ Aeromonas hydrophila และสาร β-glucan ในครั้งนี้  ทําใหทราบวาการ
แสดงออกยนี ALF ทั้งสอง Isoforms ของกุงกามกรามจะมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) เมื่อทําการกระตุนการแสดงออกของยีนดวยเชือ้ A. hydrophila และเกดิการตอบสนองตอ
เชื้อ  A. hydrophila ที่เขาสูภายในรางกายอยางรวดเร็ว  แตเมื่อทําการกระตุนการแสดงออกของยีน 
ALF ของกุงกามกรามทั้งสอง Isoforms ดวยสาร β-glucan นั้นไมพบการแสดงออกที่เพิ่มสูงขึ้น
อยางมีนัยสําคญั (P≥0.05) เลย  แสดงใหเหน็วายีน ALF ของกุงกามกรามทั้ง 2 Isoforms  จะมีระดับ
การแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นมากกวาสภาวะปกตเิฉพาะในชวงเวลาที่มีการติดเชื้อโรคภายใน
รางกายเทานัน้  โดยรางกายจะนําเอาโปรตนี ALF ที่สังเคราะหไดมาใชตอตานและยบัยั้งทํางานของ
เชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม  แตในทางตรงกันขามระดับการแสดงออกของยีน ALF ของกุงในกลุม
ที่ใหกนิอาหารผสมสาร β-glucan จะมีระดับการแสดงออกของยีนไมมีเปลี่ยนแปลงไปจากสภาวะ
ปกต ิ  

 
 โดยทั่วไป β-glucan เปนสารประกอบเชิงซอนในกลุมของ Polysaccharide ที่แยกได

จากโครงสรางของผนังเซลลของยีสตและรา  และจัดเปนสารกระตุนภมูิคุมกันชนิดหนึ่งที่มีกลไก
การทํางานในการกระตุนระบบภูมิคุมกันไดอยางกวางขวาง (Vetvicka et al., 2004)  ดวยเหตนุี้จึง
คาดวา β-glucan นาจะมีสวนชวยทาํใหระดับการแสดงออกของยีน ALF เพิ่มสูงขึ้นจากกลุมควบคุม  
แตผลที่ไดจากการศึกษาขางตนไมเปนไปตามที่คาดการณไว  เนื่องจากเมื่อใหกุงกนิอาหารที่ผสม 
β-glucan แลวพบวาระดับการแสดงออกของยีนทั้ง Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 จะไมพบระดับการ
แสดงออกที่เพิม่สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P≥0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  อาจเปนไปไดวา 
β-glucan มีความสําคัญในการกระตุนใหเกดิกระบวนการ Degranulation ของเซลลเม็ดเลือดที่มีการ
หมุนเวียนอยูในกระแสเลือด  ซ่ึงมีผลใหเกดิการปลดปลอยสารตาง ๆ ที่อยูภายในเมด็ Granules 
ออกมาตานทานเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม  ซ่ึงโดยทั่วไปไดแก Prophenoloxidase (proPO), 
Peroxinectin และ Antimicrobial peptides (Smith et al., 2003; Hauton et al., 2005)  แตไมมีสวน
ชวยในการกระตุนใหเกิดกระบวนการ mRNA Transcription ของยีน ALF ของกุงกามกรามมาก
ยิ่งขึ้น  จึงทําใหไมพบความแตกตางของระดบัการแสดงออกของยีน ALF ทั้ง 2 Isoforms  ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Hauton et al. (2005)  ที่ทําการศึกษาระดับการแสดงออกของ 
Prophenoloxidase (proPO), β-1, 3-glucan binding protein (βGBP) และ β-actin (β-act) ใน 



 

99 

Granulocytes ของ European lobster (Homarus gammarus) เมื่อนําไปบมกับสารกระตุนภูมิคุมกัน
ทั้งหมด 5 ชนดิ ซ่ึงหนึ่งในนัน้คือ β-glucan ในชั่วโมงที่ 3 และชั่วโมงที่ 24 พบวาระดับการแสดง 
ออกของยีน proPO เมื่อทําการบมดวยสาร β-glucan 0.0025%  จะไมมีความแตกตางของระดับการ
แสดงออกของยีนในกลุมทดลองกับกลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P≥0.05) ทั้งในชั่วโมงที่ 
3 และชั่วโมงที่ 24  เชนเดยีวกับระดับการแสดงออกของยีน βGBP ที่เมื่อทําการบมดวยสาร β-
glucan 0.0025% ก็ไมพบความแตกตางของระดับการแสดงออกของยีน βGBP ในกลุมทดลองกับ
กลุมควบคุมทัง้ในชั่วโมงที่ 3 และชั่วโมงที่ 24  อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P≥0.05) 

 
 ซ่ึงในปจจุบนัการศึกษาที่เกีย่วของกับการเสริมสารกระตุนภูมิคุมกนัในอาหารกุงมี

การศึกษาอยางแพรหลาย  ตวัอยางเชนในการศึกษาของ Chang et al. (2000)  ที่ไดทําการศึกษา
ประสิทธิภาพของการใช β-glucan ที่สกัดไดจากยีสต Schizophyllum commune ผสมอาหารใน
อัตรา 2 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัมที่ใหกนิเปนเวลา 40 วนั  พบวา β-glucan จะสามารถกระตุนให
พอแมพันธุกุงกุลาดํามีการเกดิกระบวนการ Phagocytosis กระบวนการในการสราง O-

2  และการเกิด 
Cell adhesion ไดสูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.001)  อีกทั้งยังพบวาการ
เสริม β-glucan สามารถกระตุนใหกุงมีการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันสูงสุดในวนัที่ 24 
ภายหลังการเริม่ใหกนิอาหารผสม β-glucan  
 

 Chang et al. (2003)  ไดทําการศึกษาผลของการใหอาหารผสม β-glucan ที่สกัดจาก 
Schizophyllum commune ในอัตราสวน 0, 1, 2, 10 และ 20 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ใหลูกกุง
กุลาดําในระยะ Juvenile กินเปนเวลา 20 วนั  หลังจากนัน้จะทําการฉีดเชื้อ WSSV และทําการสุม
เก็บเลือดกุงในวันที ่0, 1, 3, 6, 9, 12 และ 24 เพื่อตรวจวดั Total haemocyte count (THC), 
Phagocytosis, Phenoloxidase (PO), Superoxide anion (O-

2), และ Superoxide dismutase (SOD) 
และบันทึกอตัราการรอดตายของกุง  ซ่ึงจากการทดลองพบวาลูกกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสม β-
glucan ในระดบัที่ต่ํากวา 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะตายหมดในวันที่ 12 ภายหลังจากการไดรับ
เชื้อไวรัส  สวนลูกกุงที่ไดรับอาหารที่ผสม β-glucan ในระดับที ่10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
พบวามีอัตราการรอดตายในวันที ่9 สูงกวากลุมการทดลองอื่น ๆ และเมื่อทําการตรวจวัดปริมาณเชือ้ 
WSSV ในลกูกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสม β-glucan ในอัตรา 2, 10 และ 20 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ดวยเทคนิค PCR  พบวาจะมีเปอรเซ็นตการติดเชื้อเทากับ 55, 65 และ 65% ตามลําดับ อีก
ทั้งยังพบวาภายหลังจากหยดุใหอาหารผสม β-glucan และทําการฉีดเชือ้ WSSV คา THC, PO, O-

2 
และ SOD จะมีคาลดลงอยางรวดเร็วอีกดวย 
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 และในการศึกษาของ Sahoo et al. (2008) ที่ไดทําการศึกษาผลของการใหอาหารผสม    
β-1, 3-glucan ในกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ในอัตราตาง ๆ คือ 0, 500, 1,000 และ 
1,500 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 7 และ 14 วัน  พบวาปรมิาณ Total haemocytes count 
(THC) ในวนัที่ 14 ในกุงกามกรามกลุมที่กินอาหารผสม β-1, 3-glucan ในอัตรา 1,500 มิลลิกรัมตอ
อาหาร 1 กิโลกรัม  จะมีคามากที่สุด และแตกตางจากกุงกลุมอื่น ๆ และกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญั
ทางสถิติ  (P<0.05)  นอกจากนี้ยังพบวาในวันที่ 7 ของการทดลองกุงที่ไดรับ β-1, 3-glucan ใน
อัตรา 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะมีคา Phenoloxidase activity (PO) สูงกวา
กลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ตามในวันที่ 14 ของการทดลองจะมีเฉพาะกุงกลุมที่ไดรับ β-1, 
3-glucan ในอตัรา 1,500 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัมเทานั้นที่มีคา PO activity สูงกวากลุมอื่น ๆ 
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05)  และเมื่อทําการทดสอบความคุมโรคของกุงกามกรามดวยการ
ฉีดเชื้อ Aeromonas hydrophila  จะพบวากุงกามกรามในกลุมที่ใหอาหารผสม β-1, 3-glucan ใน
อัตรา 1,500 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  จะมีอัตราการตายนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทยีบกับกลุม
ทดลองอื่น ๆ (P<0.05) ทั้งในวันที่ 7 และ 14  ซ่ึงจากการศึกษานีจ้ะสรปุไดวาการใหอาหารผสม β-
1, 3-glucan ในอัตรา 1,500 มลิลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 7 วัน  จะชวยเสริมในระบบ
ภูมิคุมกันและชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการตอตานการติดเชื้อแบคทีเรียอีกดวย 

 
 จากขอมูลดังกลาวและขอมูลจากการศึกษาครั้งนี้  อาจสรุปไดวาการเสริม β-glucan ใน

อาหารนั้น  อาจมีสวนกระตุนการปลดปลอยสารที่มีคุณสมบัติในการตานทานเชื้อโรคในขบวนการ 
Degranulation ในเซลลเม็ดเลือดของกุงได  โดยอาศัย Pattern recognition protein ในการรับรูและ
จดจําโครงสรางที่เปนองคประกอบของผนังเซลลของเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม  รวมทั้งยังเพิ่ม
ความวองไวของ Phagocytes ในการจับกนิเชื้อโรคใหสูงขึ้น  แตไมมผีลตอการกระตุนการสรางหรือ
การแสดงออกของยีน ALF ของกุงกามกรามแตอยางใด   

 
 อยางไรก็ตามการกระตุนกุงกามกรามดวยเชื้อโรคที่มีชีวิต  อาจจะมกีลไกการตอบ 

สนองที่แตกตางไป  เนื่องจากเชื้อโรคในสภาพที่มีชีวติจะมีความสามารถสรางสารพิษหรือโปรตีน
ชนิดตาง ๆ ทีม่ีสวนทําใหเชือ้โรคดังกลาวนั้นสามารถเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนภายในตัวกุงได  ซ่ึง
สารที่เชื้อโรคผลิตออกมานั้นอาจสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุงโดยผานวิถีการกระตุน 
(Pathway) แบบอื่นในรางกายได  โดยเฉพาะอยางยิ่งการกระตุนผาน Toll receptors ซ่ึงเปนกลไก
สําคัญในการตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมในระบบ Innate immunity ที่สามารถพบได
ในสัตวช้ันสูงในกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยทั่วไป  อยางไรก็ตามในปจจุบันไดมีการคนพบ
โปรตีนที่มีโครงสรางคลายกับ Toll receptor ของสัตวช้ันสูงในกลุมของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  
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เชนใน Drosophila โดย Zambon et al. (2005) ที่คนพบ Toll-like receptor ที่มีความสําคัญในการ
รับรูและการตอบสนองตอเชื้อโรค  นอกจากนี้สัตวในกลุม Crustaceans ก็ยังสามารถคนพบ
โครงสรางที่เปน Toll-like receptor เชนกนั  เชนการศกึษาของ Inamori et al. (2004) ที่คนพบใน 
Horseshoe crab (Tachypleus tridentatus), Yang et al. (2007) ที่คนพบใน Pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) และ Yang et al. (2008) ที่คนพบใน Chinese shrimp (Fenneropenaeus 
chinensis)  จากหลักฐานดังกลาวทําใหสามารถสันนิษฐานไดวาในสัตวกลุม Crustacean นาจะมี
ระบบ Toll pathway ท่ีใชในการรับรูและตอบสนองตอการบุกรุกของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม
ชนิดตาง ๆ เชนเดียวกนักับสัตวช้ันสูงโดยทั่วไป  นอกจากกลไกการรับรูเชื้อโรคหรือส่ิงแปลก 
ปลอมโดยใช Pattern recognition protein ที่มีการรายงานมากอนหนานี้ 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 1.  จากการศึกษาการโคลนและหาลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของ cDNA ของยีน ALF 
ของกุงกามกราม  สามารถคนพบ cDNA ที่บรรจุขอมูลทางพันธุกรรมของยีน ALF  ซ่ึงเปนรายงาน
คร้ังแรกในกุงชนิดนี้  โดยยนี ALF ของกุงกามกรามแบงออกเปน 3 Isoforms และเมือ่ทําการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของ cDNA ของยีน ALF ของกุงกามกรามทั้งสาม Isoforms คือ Mr-
ALF1, Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 มีความยาวทั้งสิ้นเทากับ 794, 959 และ 833 bp ตามลําดับ  โดย
สวนของลําดบันิวคลีโอไทดที่สามารถถอดรหสัเปนกรดอะมิโน (ORF) มีความยาวเทากับ 345, 399 
และ 366 bp และเมื่อนํามาถอดรหัสเปนกรดอะมิโนไดกรดอะมิโนทีม่ีความยาวเทากับ 114, 132 
และ 121 Residues ตามลําดบั 
 
 2.  เมื่อทําการวิเคราะหลําดบัของกรดอะมิโนที่ไดจากการถอดรหัส  จะพบวาลําดับของ
กรดอะมิโนของ Mr-ALF ทั้งสาม Isoforms จะมีตําแหนงของกรดอะมโิน Cysteine จาํนวน 2 
ตําแหนงในสวนของ Mature peptide ที่จะจับกันเกิดเปนพันธะ Disulfide  อีกทั้งกรดอะมิโนที่อยูใน
บริเวณระหวางกรดอะมิโน Cysteine ทั้งสองจะเปนบริเวณสําคัญที่ใชในการจับเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมคือตําแหนงของ LPS binding motif  และยังพบบริเวณที่มคีวาม Conserved กันสูงหรือ
อาจเรียกไดวาเปนบริเวณของ Consensus pattern คือบริเวณที่มีลําดับของกรดอะมิโนเปน 
(W/T/R)CP(G/S)W(T/A)  อยางไรก็ตามลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF ทั้งสาม Isoforms จะมี
ความแตกตางกันในลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF2 และ Mr-ALF3 มีตําแหนงของ 
Glycosylation site อยูภายใน  ขณะที่จะไมพบตําแหนงของ Glycosylation site อยูภายในลําดับของ
กรดอะมิโนของ Mr-ALF1 เลย 
 
 3.  ในการเปรยีบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Mr-ALF ทั้งสาม 
Isoforms  ของกุงกามกรามกบัสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ พบวาลําดับนิวคลีโอไทดและ
ลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF1 จะมีความเหมือนกันกับลําดับนิวคลีโอไทดและความ
เหมือนกนักับลําดับของกรดอะมิโนของ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) มากที่สุด
ถึง 90.3% และ 85.9% ตามลําดับ  สวน Mr-ALF2 นั้นมีความเหมือนกันกับลําดับนวิคลีโอไทดและ
ความเหมือนกนักับลําดับของกรดอะมิโนของ White shrimp (Litopenaeus schmitti) มากที่สุด 
59.1% และ Kuruma prawn (Marsupenaeus japonicus) มากที่สุด 48.6% ตามลําดับ  และเมื่อ
พิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนของ Mr-ALF3 จะพบวามีความเหมือนกนักบั
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ลําดับนิวคลีโอไทดและความเหมือนกนักบัลําดับของกรดอะมิโนของ American lobster (Ha-ALF2, 
Homarus americanus) มากที่สุด 54.3%  และ Bristled river shrimp (Macrobrachium olfersii) มาก
ที่สุด 34% ตามลําดับ   
 

4.  เมื่อทําการศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาของยีน Mr-ALF ทั้งสาม Isoforms ของกุง
กามกราม  โดยการสราง Phylogenetic tree  พบวาความสัมพันธเชิงวิวฒันาการของยนีในกลุม AMP 
จะแยกออกเปน 2 กลุมใหญอยางชัดเจน  โดยกลุมแรกประกอบดวยกลุมของยีน ALF ทั้งหมดและ
กลุมที่สองประกอบดวยกลุมของยีน Crustin และยนี Penaeidin  ซ่ึงจัดเปนยีนที่อยูในกลุมของ AMP 
เชนเดยีวกัน  และเมื่อทําการพิจารณาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการเฉพาะในกลุมของยีน ALF ดวย
กันเองพบวายนี Mr-ALF1 จะมีความใกลชิดกับยนี ALF ของ Bristled river shrimp 
(Macrobrachium olfersii) มากที่สุด  เนื่องมาจาก Bristled river shrimp จัดเปนกุงน้ําจดืที่อยูใน 
Family Palaemunidae  Genus Macrobrachium เชนเดยีวกับกุงกามกราม  สวนยนี Mr-ALF2 จะมี
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนใกลชิดกับยีน ALF ของ Chinese mitten crab (Eriocheir 
sinensis) และ Blue shrimp (Litopenaeus stylirostris) มากที่สุด  แตเมื่อพิจารณาความสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการของยีน Mr-ALF3 จะมีความสมัพันธเชิงววิฒันาการของยนีแยกออกจากกลุมของยีน 
ALF ของสิ่งมีชีวิตในกลุม Crustaceans ที่เลือกมาทําการศึกษาอยางชดัเจน  ซ่ึงอาจเปนไปไดวายนี 
Mr-ALF3 นาจะเปนยีนในกลุม ALF ชนิดใหมที่ยังไมมกีารรายงานมากอน 
 
 5.  ในการศึกษาการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในอวยัวะตาง ๆ ของกุง
กามกราม  ดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  พบวายนี Mr-
ALF1 ของกุงกามกรามมีการแสดงออกมากที่สุดในเมด็เลือดและเนื้อเยื่อหวัใจ ทางเดินอาหาร
สวนกลางและตับและตับออน  สวนการแสดงออกของยนี Mr-ALF2 ของกุงกามกรามมีการ
แสดงออกมากที่สุดในเนื้อเยือ่กลุมของกานตา  ทางเดินอาหารสวนตน  เหงือก  เมด็เลือดและหัวใจ 
ตามลําดับ  ซ่ึงใหผลคลายกับการศึกษาใน Crustacean ชนิดอื่น ๆ  
 

6.  จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยนี Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในเม็ดเลือดของกุง
กามกราม  ภายหลังจากทําการกระตุนดวยเช้ือ Aeromonas hydrophila  พบวาในวนัที ่1 ระดับการ
แสดงออกของยีน Mr-ALF1 จะเพิ่มสูงขึ้นมากกวาระดับการแสดงออกของยีนในกลุมควบคุม
ประมาณ 2 เทา ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  และระดับการแสดงออกของยีน 
Mr-ALF2  ของกุงกามกรามในวนัที่ 1, 3 และ 7 ภายหลังจากที่ทําการกระตุนดวยเชื้อ A. hydrophila  
นั้นจะมีระดับการแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นมากกวาระดับการแสดงออกของยีนในกลุมควบคุม
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อยางมีนัยสําคญั (P<0.05)  มีคาประมาณ 8, 4 และ 3 เทา ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวายีน Mr-ALF1 
และ Mr-ALF2 ของกุงกามกรามจะมีหนาที่รับผิดชอบในการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลก 
ปลอมที่แตกตางกัน  โดยยีน Mr-ALF1 จะมีความสําคัญในการตอบสนองตอการบุกรุกของเชื้อโรค
หรือส่ิงแปลกปลอมชวงแรก ๆ  สวนยนี Mr-ALF2 นั้นนอกจากจะมกีารแสดงออกในชวงแรก ๆ 
แลวยังมีผลตอเนื่องอีกเปนเวลา 1 สัปดาห  สวนระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-
ALF2  ภายหลังจากการกระตุนดวยการใหกินอาหารผสมสาร β-glucan 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม
นั้น พบวาไมมคีวามแตกตางของระดับการแสดงออกของยีน Mr-ALF1 และ Mr-ALF2 ในกลุม
ทดลองเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (P≥0.05)  เชนเดยีวกัน  แสดงใหเห็นถึงการ
เสริม β-glucan ในอาหารไมไดสงผลตอการกระตุนกระบวนการ mRNA transcription ของยีน 
ALFs ในกุงกามกรามแตอยางใด  

 
ขอมูลจากการศึกษาวจิัยในครั้งนี้ทําใหทราบถึงคุณลักษณะของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด

ของยีน ALF ของกุงกามกรามอยางนอย 3 Isoforms  รวมถึงลักษณะการแสดงออกของยีน ALF ใน
รูปแบบตาง ๆ  ซ่ึงจะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญที่ทําใหเรามีความเขาใจในกลไกการทาํงานและการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงกามกรามไดดยีิ่งขึ้น  นอกจากนี้ขอมลูที่เกิดขึ้นจากการวิจยัยัง
สามารถนําไปประยุกตใชในการศึกษาตอยอด โดยอาศัยเทคนิคทางอณชีูววิทยาโมเลกุลอ่ืน ๆ อาทิ
เชนการนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน ALF ของกุงกามกราม  ไปทําการสังเคราะห 
Recombinant Protein ของยีน ALF ของกุงกามกราม  แลวนําไปศึกษาประสิทธิภาพในการสราง
ความตานทานโรคของกุง  ซ่ึงจะเปนการนาํเอาความรูที่ไดไปพัฒนาวิธีการในการปองกันและรกัษา
โรคในกุงกามกราม  ใหสามารถนําไปใชในวงการการเพาะเลี้ยงกุงกามกรามตอไปไดอยางเปน
รูปธรรมในอนาคต 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก 
 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชในงานทางดาน Molecular cloning 
 
10X TBE (ตอลิตร) 
  

108  กรัมของ  Tris-base 
55  กรัมของ  Boric acid 
40  มิลลิลิตรของ  0.5 M Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 
ปรับปริมาตรน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร  หลังจากนั้นนําไปฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121

องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที 
 
10X MOP buffer 
 

200 mM  3-[N-morpholino] propane-sulfonic acid (MOPS) 
50  mM  Sodium acetate 
10  mM  Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 
ปรับ pH ใหได 6.5-7.0 ดวย NaOH หามนําไปฆาเชื้อ (Autoclave) 

 
100 mM  IPTG 
 

2.38 กรัมของ  Isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) 
ละลายสารในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
50 mg/ml  X-gal 
 

100 มิลลิลิตรของ  5-bromo-4-cholo-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) 
2  มิลลิลิตรของ  N,N-dimethyl-formamide 

 



 

122 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 
Luria-Bertani (LB) Broth (ตอลิตร) 
  

10  กรัมของ  Sodium chloride (NaCl) 
10  กรัมของ  Trpytone 
5  กรัมของ  Yeast extract 

 จากนั้นทาํการเติม deionized H2O ใหไดปริมาตรสุทธิ 1 ลิตร  แลวนําไปฆาเชื้อ 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที 
 
Luria-Bertani (LB) Agar (ตอลิตร) 
  
 เตรียม LB Broth ปริมาตร 1 ลิตร 
 เติม 20 กรัมของ Agar 

นําไปฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที  หลังจากนั้น
ปลอยใหอาหารเย็นลงที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส  แลวเทลงในจานเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes) ที่
ผานการฆาเชือ้ในปริมาตรประมาณ 25 มิลลิลิตรและปลอยใหแข็งตัว  จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซียส  จนกวาจะใช 
 
 LB-Ampocillin Agar (ตอลิตร) 
 
 เตรียม LB Agar ปริมาตร 1 ลิตร 

นําไปฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที  และปลอยให
อาหารเย็นลงที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส  จากนัน้เตมิ Ampicillin ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แลวเทลงในจานเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes) ที่ผานการฆาเชื้อใน
ปริมาตรประมาณ 25 มิลลิลิตรและปลอยใหแข็งตัว  จากนัน้จึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
จนกวาจะใช 
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Super optimal culture medium (SOC medium) (100 มิลลิลิตร) 
  

2  กรัมของ  Tryptone 
0.5  กรัมของ  Yeast extract 
1  มิลลิลิตรของ  1M Sodium chloride (NaCl) 
0.25  มิลลิตรของ  1M KCl 

     จากนั้นทาํการเติม deionized H2O ใหไดปริมาตรสุทธิเทากับ 97 มิลลิลิตร  หลังจากนัน้
นําไปฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที  แลวปลอยทิ้งไวเย็นที่
อุณหภูมิหอง  จากนั้นเติม 

1  มิลลิลิตรของ 2M Mg2+ Stock 
1  มิลลิลิตรของ 2M Glucose 

 และนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดไปกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวนวนิตย  คลองแคลว 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 4 มิถุนายน 2526 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (ประมง)  สาขาเพาะเลีย้งสัตวน้ํา  

คณะประมง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 

 




