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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาระดบัเบตากลูแคนที่เหมาะสมตอการกระตุนภูมคิุมกันของกุงขาว 
 

2.  ศึกษาระยะเวลาการใหเบตากลูแคนในระดับที่เหมาะสมตอการกระตุนภูมิคุมกนัของกุงขาว 
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การตรวจเอกสาร 
 

กุงขาว 
 

อนุกรมวิธาน 
 
กุงขาว (Litopenaeus vannamei)   ถูกคนพบโดย Boone  ในป ค.ศ. 1931  ช่ือวิทยาศาสตร

ของกุงชนิดนี้เมื่อกอนไมมีคาํวา “ Lito “ จะใชเพยีงคําวา “ Penaeus” ตอมาในป 1997  Dr. Isabel 
Perez Farfante และ Dr. Brian Kenley   ไดลําดับอนุกรมวิธานของกุงชนิดนี ้ โดยใหใชช่ือเปน 
Litopenaeus vannamei 

  
อนุกรมวิธานของกุงขาว Perez Farfante and Kenley (1997)    มีดังนี ้
 

Phylum  Arthropoda 
             Class  Crustacea 
                      Subclass  Malacostraca 
                           Order  Decapoda 
                               Suborder  Natantia 
                                   Family  Penaeidae 
                                       Genus  Litopenaeus 
                                                 Species  Litopenaeus vannamei 
 
ช่ือวิทยาศาสตร   Litopenaeus vannamei 
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ลักษณะทั่วไป 

 
ลักษณะทั่วไปของกุงสกุลนี้  คือ กรี (rostrum) มีความยาวปานกลาง  มีฟนกรีดานลาง 2-4 

อัน  ในวัยออนกรีจะยาวกวา  antennular peduncle  และเมื่อโตขึ้นจะมีขนาดสั้นลง  บางครั้งอาจมี
ความยาวถึงครึ่งหนึ่งของปลองที่ 2   หนวดคูที่  1 (antennular) บริเวณ carapace มีหนวดคูที่ 2 
(antenna)  และ hepatic spine ชัดเจน   ไมพบ orbital  spine และ pterygostomian spine     ไมมี 
postocular sulcus  ขนาดของ postrostral carina มีหลายขนาด  ในบางครั้งอาจพบวายาวถึงขอบ
ดานหลังของเปลอืกคลุมหัว   ไมมี  branchiocardiac carina, longitudinal sutres  และ transverse 
suturesลําตัวปลองที่ 6  จะมสัีนเรียงตัวตามขวางของลําตัวดานบน (cicatrices)  3  อัน  รองในแนว
ยาวลําตวัดานบน (dorsolateral  sulcus) แคบมากหรืออาจไมมี  สวนหาง (telson) เรียบ หนวดคูที่ 
1(antennule)ไมมี  parapenaeid  spine, antennular flagella  ส้ันกวาสวน carapace มาก  แผนระยางค
ของ maxilla คูที่ 1 ยาวมี 3-4 ปลอง  สวนปลายเปนเสนเหมือน flagella  ischial spine อยูปลองที่ 1 
และ basial  spine ในปลองที่ 2  ของขาเดิน (pereopod)  คูที่ 1 (Perez Farfante and Kensley, 1997; จิ
รพร, 2547)  ลักษณะที่สังเกตไดเดนชัดของกุงขาว  Litopenaeus vannamei  คือ สีของลําตัวเปนสี
ขาว  กรีดานบนจะหยกัและถี่ปลาย กรีตรงโดยที่มีฟนกรดีานลาง 2 อัน และดานบน 8 อัน ความยาว
ของกรีจะยาวกวาลูกตาไมมาก และเห็นลําไสชัดเจนกวากุงขาวอื่นๆ (ภญิโญ, 2545)  กุงชนิดนี้มี
ความไวตอการเปลี่ยนแปลงสภาพของน้ํา    ตื่นตกใจงาย  ลักษณะที่พิเศษของกุงสายพนัธุนี้คือ  
สามารถปรับตัวเขากับสภาวะแวดลอมภายใตระบบการเพาะเลี้ยงได  โดยทําการเพาะเลี้ยงไดทั้งใน
น้ําที่มีระดับความเค็ม 0-35 ppt แตระดับความเค็มที่เจรญิเติบโตไดดีคอื 10-22 ppt   อุณหภูมิของน้าํ
ในระดับทีเ่หมาะสมคือ 26-29 องศาเซลเซียส   ซ่ึงอาจทําการเพาะเลีย้งไดทั้งในบริเวณพื้นที่ชายฝง 
หรือบริเวณพืน้ที่ในแผนดินที่เปนเขตพื้นที่ความเค็มต่ํา (ปยะบตุร, 2546ก)   

 
ถิ่นท่ีอยูอาศัยและการแพรกระจาย 

 
กุงขาว อาศัยอยูตามแนวชายฝง บริเวณที่เปนพื้นโคลน ลงไปจนถึงระดบัความลึก ประมาณ 

72 เมตร หรือ 235 ฟุต พบบริเวณชายฝงมหาสมุทรแปซิฟกตะวันออก  จากตอนเหนอืของประเทศ  
เม็กซิโก เรื่อยลงมาตามแนวชายฝงทะเลประเทศโคลัมเบีย  เปรู  เวเนซูเอลา เบลิซ กัวเตมาลา 
อเมริกา และเปอรเตริโก (Dore and Frimodt, 1987)  โดยมีการเลี้ยงเปนจํานวนมากทีป่ระเทศ 
เอกวาดอร (Holthuis, 1980) 
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อาหารและการกินอาหาร 
 
นิพนธ (2522) รายงานวา อุปนิสัยของกุงสกุล  Penaeus  เปนพวกที่กนิซากพืชและซาก

สัตว  ส่ิงมีชีวติขนาดเล็ก ทีอ่ยูในโคลนเลน  กุงขาวในธรรมชาติจะกินอาหารที่มีชีวิตบริเวณพืน้
โคลนทั้งพืช  สัตวที่มีขนาดเล็กและซากเนาเปอย (Iversen and Hale, 1992) พฤติกรรมการกินอาหาร
ของกุงชนิดนี้ คือ  หากินทุกระดับน้ํา  แตชอบกินอาหารบริเวณกลางน้าํเปนสวนใหญ   สําหรับ
อาหารที่ตกลงไปอยูบริเวณพื้นบอแลว กุงจะโฉบลงไปคีบขึ้นมาแทะกนิในกรณีที่เมด็อาหารยังไม
แตกตวั   สวนกรณีที่อาหารแตกตวัแลวกุงจะลงโฉบหรอืคลานตามพื้นบอ     ความตองการอาหาร
และพฤติกรรมการกินอาหารของสัตวน้ําเปนสิ่งสําคัญที่ผูเล้ียงควรคํานึงถึง  เพราะสัตวน้ําแตละ
ชนิดมีความตองการสารอาหารแตกตางกนั   และยังมีพฤติกรรมการกินอาหารที่แตกตางกันดวย  กุง
มีความตองการอาหารเพื่อการเจริญเติบโตและซอมแซมสวนที่สึกหรอของรางกาย  Lei et al.(1989)  
กลาววา   กุงทีเ่ล้ียงในความเค็มต่ํานั้นจะใชโปรตีนเปนแหลงพลังงานมากกวาไขมัน   นอกจากนี้
ปริมาณโปรตีนที่มากเกนิไปก็ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของกุงขาว (Smith et al., 1985)  ใน
ปจจุบันการเลีย้งกุงใชอาหารเม็ดสําเร็จรูปที่มีคุณคาทางโภชนาการตามความตองการของกุง  
โดยใหมีปริมาณโปรตีน 30-32 เปอรเซ็นต   คารโบไฮเดรต  16-17 เปอรเซ็นต  กาก 3-4 เปอรเซ็นต    
ไขมัน 3.5-4  เปอรเซ็นต  และความชื้น 10-11  เปอรเซ็นต    ซ่ึงมีสวนประกอบของ  ปลาปน   
เปลือกกุงปน   เปลือกหอยปน  กากถั่วลิสง  กากถั่วเหลือง  ไขมันสัตว  วิตามิน  แรธาตุ   
ไดแคลเซียมฟอสเฟต และสารถนอมคุณภาพอาหารสัตว (ปยะบตุร, 2546ข) 

 
โรคท่ีเกิดกับกุงขาว 

 
Limsuwan (2003)  รายงานเกีย่วกับโรคที่สําคัญที่เกิดกับกุงขาว  ในประเทศไทยไวดังนี้คือ  

 
1.  White  Spot  Syndrome Virus  ( WSSV)  หรือโรคไวรัสดวงขาว    โรคนี้เกิดกับกุงทะเล

ทุกชนิดรวมทัง้กุงขาวดวย  การระบาดของโรคนี้กอใหเกิดความสูญเสยีอยางมากในพื้นที่เล้ียงกุง
กุลาดําและกุงขาวของประเทศไทย   เนื่องจากพื้นทีก่ารเลี้ยงอยูในบริเวณเดียวกนั  ในชวงอากาศ
รอน ปญหาโรคดวงขาวจะมนีอยกวาชวงอากาศเยน็   กุงที่เปนโรคนี้จะมีลักษณะจุดขาวหรือ 
ดวงขาว  มีเสนผานศูนยกลางขนาด 0.1- 2 มิลลิเมตร  บริเวณเปลือก  ซึง่ลักษณะทีผิ่ดปกตินี้เกิด
จากการสะสมแคลเซียมและฟอสฟอรัสที่ผิดปกติ กุงที่ปวยจะทยอยตายไปเรื่อย ๆ ภายใน 5 - 7 วนั
กุงจะตายเกือบหมด  
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2. Taura Syndrome Virus (TSV)     เปนโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส กุงขาวที่เปนโรคนี้จะ
สังเกตเห็นวา  ลําตัวมีสีชมพูถึงแดงและบรเิวณปลายแพนหางจะมีสีแดงเขมขึ้น  ลําตัวออนนุม ผิด
จากกุงที่เปนปกติ  เหงือกกุงบางตัวอาจจะบวมพบไดในกุงอายุประมาณ 25-60 วัน  หลังจากปลอย
ลงเล้ียง  กุงจะตายเปนจํานวนมากหลังจากไดรับเชื้อแลวลอกคราบครั้งแรก กุงที่ตายจะมีสีเขมอม
ชมพู    
กุงปวยบางตัวจะวายน้ําเขาหาขอบบอ  บางสวนตายทีพ่ื้นบอ   กุงที่เหลือรอดบางตัวจะมีเปลือก
ลักษณะคลายแผลสีดํา  กุงเหลานี้บางตัวจะมีชีวิตรอดได  ถาสภาพบอมีคุณภาพน้ําทีด่ี  และสภาวะ
อากาศดี  แตถาสภาพแวดลอมไมดีขึ้น กุงเหลานี้อาจจะตายในการลอกคราบครั้งตอไป 
 

3.  Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) หรือโรคตัวพกิาร 
เปนโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส  พบไดทั่วไประหวางการเลี้ยง  กุงขาวที่ติดเชื้อจะมีลักษณะที่
สังเกตไดงาย คือ  กรีมีลักษณะผดิปกติ  กดุหรือส้ันกวาปกติ  อาจบิดไปทางซายหรือขวา  
นอกจากนี้ยังพบวาลําตัวกุงคดงอ  ลักษณะดังที่กลาวมาจะสังเกตไดหลังจากปลอยลูกกุงลงเลี้ยงใน
บอประมาณ 30 วัน  กุงที่มกีารติดเชื้อจะโตชามาก  

 
3. Gill disease  โรคเหงือกที่พบมากในกุงขาว คือ เหงือกดาํ  มักเกิดในบอที่น้ํามีสีเขม  หรือมี

เลนกระจายอยูทั่วบอ ซ่ึงมีสาเหตุมาจากมสีารอินทรียสะสมอยูมากภายในบอ   กอนที่จะกุงแสดง
อาการปวยหรือเริ่มตาย  มักจะพบวากุงมีเหงือกสีดํา  ถาแกปญหาไมทนั กุงจะตาย  ซ่ึงการแกปญหา
ทําไดงาย คือ เมื่อพบวาเหงือกของกุงบางตวัเร่ิมมีสีเขม ควรจะลดอาหารลงเปลี่ยนถายน้ําเพิ่มขึน้
และเพิ่มเครื่องใหอากาศ ก็จะหายไปเอง เมือ่สภาพในบอดีขึ้น หลังจากกุงลอกคราบ 2-3 คร้ัง เหงือก
สีดําก็จะหายไปเอง  
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ระบบภูมิคุมกันของกุง 

 
ระบบภูมิคุมกนัของสัตวกลุม Crustaceans ไมมีภูมิคุมกนัโรคแบบจําเพาะซึ่งทํางานโดย

แอนติบอดีแ้ตมีการตอตานสิ่งแปลกปลอมเปนแบบไมจําเพาะเจาะจง (non-specific immune 
response) ซ่ึงสวนใหญเกิดจากกิจกรรมของเม็ดเลือด น้าํเลือดและเนื้อเยื่อตาง ๆ ในรางกาย  
(Soderhall and Cerenius, 1992)  ระบบภูมคิุมกันของกุงแบงเปน 2 ระบบ (Ratcliffe et al., 1985) 
 คือ ระบบภูมคิุมกันที่ปองกนัสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล (cellular defenses)  และ ระบบภูมิคุมกันที่
ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยสารน้ํา (humoral defenses)   

 
ชนิดและหนาท่ีของเม็ดเลือดกุงทะเล 
 

เซลลที่มีบทบาทในระบบภมูิคุมกัน คือ เซลลเม็ดเลือด (hemocyte)  ซ่ึงมีรายงานครั้งแรก
โดย Haeckel  ในป ค.ศ. 1857 และไดจําแนกเซลลเม็ดเลือดของกุงทะเลออกเปน3 ชนิด (Martin and 
Graves, 1985; Hose et al., 1990; Vargas-Albores, 1995)   โดยใชการมีหรือไมมี  จํานวน  ขนาด  
การยอมสีและโครงสรางของแกรนูลในไซโตพลาสซึม  ดังนี ้ 
 

1. hyaline cells (non-granular cells, hyalinocyte หรือ hyalocytes)  เปนเซลลเม็ดเลือด 
ที่มีขนาดเล็กทีสุ่ด  รูปรางกลมแบน  ผิวเรียบ  ไมมีแกรนลู  นิวเคลียสขนาดใหญอยูกลางเซลลมี
ขอบเขตของไซโตพลาสซึมนอย  มีหนาที่ phagocytosis  ส่ิงแปลกปลอมที่เขามาในรางกาย 
(Soderhall and Smith, 1986) 
 

2.  semi-granular cells (semigranulocyte) มีลักษณะกึ่งกลางระหวาง hyaline cell  และ 
granulocyte  มีรูปรางเปนรูปไขหรือรูปกระสวย ขนาดของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมครอน  
ยาว 9.0-14.2 ไมครอน (กิจการ และคณะ, 2543ข)  นิวเคลียสมีขนาดเล็กตรงกลางเซลลหรือขอบ
เซลล  ภายในไซโตพลาสซึมมีแกรนูลขนาดเล็ก  ลักษณะเซลลไมแนนอน  มักแตกสลายตัวไดงาย  
เปนเม็ดเลือดที่ทําหนาที่รับรูและมีปฏิกิริยาตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอม ในการสราง nodule 
formation และ encapsulation  รวมทั้งใน phenoloxidase  activating system 
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4. granular cell (granulocyte)  เซลลชนิดนี้มีขนาดใหญที่สุด รูปรางเปนรูปไข  นิวเคลียส 

มีขนาดเล็ก รูปรางโคงคลายไต เสนผานศูนยกลางของเซลล 8-10 ไมครอน กวาง 7.2-7.8 ไมครอน 
ยาว 12.2-14.6ไมครอน (กิจการ และคณะ, 2543ข)  ภายในไซโตพลาสซึมมีแกรนูลขนาดใหญ  เมื่อ
เทียบกับ semigranulocyte (Baucha, 1981) มีหนาทีห่ลักเกี่ยวกับการทํางานของระบบ 
phenoloxidase activating system (Soderhall and Cerenius, 1992) 
 

เม็ดเลือดทั้ง 3 ชนิด ที่กลาวจะไหลไปกับเลอืดทั่วรางกาย และทําหนาที่เกี่ยวกับระบบ
ภูมิคุมกันเทานั้น (Ratcliffe et al., 1985) เม็ดเลือดจะเพิม่จํานวนมาทดแทนสวนที่แกและตายไป  
จากเนื้อเยื่อทีส่รางเม็ดเลือด ซ่ึงเรียกวา hemopoietic tissue  ในกุงพบไดตรงตําแหนง ดานบนของ
กระเพาะอาหารและโคนขาเดิน โดยอยูเปนกลุมในเนื้อเยื่อเกีย่วพันและอยูใกลแองเลือด   ในน้ํา
เลือดจะมีรงควัตถุ hemocyanin  ทําหนาทีใ่นการแลกเปลี่ยนกาซ  
 
ระบบภูมิคุมกันท่ีปองกันสิง่แปลกปลอมโดยเซลล (cellular defenses)   

 
กระบวนการกลืนทําลาย (Phagocytosis ) 

 
     Phagocytosis  เปนหนาทีสํ่าคัญของเม็ดเลือดในการทาํลายสิ่งแปลกปลอมทั้งที่มีชีวิตและ

ไมมีชีวิตที่เขาไปในรางกายซึ่งเปนแบบไมจําเพาะเจาะจง (McKay and Jenkin, 1970)  โดยมีการ
เคลื่อนที่ของ haemocytes ชนิด  hyalinocyte ไปยังบริเวณที่มีส่ิงแปลกปลอมเขามาในรางกาย 
(Fontaine and Lightner, 1975) เริ่มจากการยึดกนัระหวางสิ่งแปลกปลอมกับผิวของเซลล จากนั้นผิว
เซลลเวาเขาไปเกิดเปน phagosome และจะสัมผัสกับ lysosome เกิดเปน phagolysosome  มีเอนไซม
หลายชนดิใน lysosome ที่ทําหนาที่ยอยสลายเรียกวา acid hydrolases ที่สามารถลดขนาดของสิ่ง
แปลกปลอมทั้งหลายใหเหลือเปนหนวยยอย ๆ  และมีการแตกตวัของออกซิเจน ซ่ึงออกซิเจนเหลานี้
จะถูกรีดวิซเปน superoxide anion ดวย NADPH oxidase  ตอจากนั้นจากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน 
hydrogen peroxide  โดยการเรงปฏิกิริยาดวย superoxide dismutase  และมีการทําลายอนุภาคภายใน 
phagolysosome (Klein, 1982)  
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Nodule formation และ encapsulation 

 
ในกรณีที่ส่ิงแปลกปลอมมีจํานวนเพิ่มขึ้นมาก  หรือมีขนาดใหญเกินกวา  haemocyte  

ไมสามารถใชวิธีการ phagocytosis  จะเกิดการรวมกลุมกนัของ  haemocyte  จนทําใหเกิดเปน 
nodule ลอมรอบสิ่งแปลกปลอมเพื่อไมใหกระจายไปทัว่รางกาย  ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการจํากัด
ขอบเขตของการแพรกระจายของเชื้อโรคไดมาก (Smith and Soderhall, 1986)  โดย nodule 
formation จะเกิดขึ้นเมื่อส่ิงแปลกปลอมนั้นเขามาเปนจํานวนมาก สวน encapsulation  จะเกดิขึ้นเมื่อ
ส่ิงแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ เชน เชื้อรา  ไขของปรสิต  Persson and Soderhall (1987)  รายงาน
วา  semigranulocyte  เปน haemocyte พวกแรกที่เขามาเรยีงตัวลอมรอบสิ่งแปลกปลอมที่มีขนาด
เสนผานศูนยกลางใหญกวา 10 ไมครอน ทําใหเกดิเปนรูปรางคลาย capsule 
 
ระบบภูมิคุมกันท่ีปองกันสิง่แปลกปลอมโดยสารน้าํ (humoral defenses)   

 
การแข็งตัวของเลือด (hemolymph clotting) 

 
เปนกระบวนการแรกที่เกิดขึน้ภายหลังไดรับบาดแผล เพือ่ปองกันการสูญเสียเลือด  

และปองกันการติดเชื้อโรคผานบาดแผล  เกิดขึ้นโดยเม็ดเลือดชนิด hyalin cell ซ่ึงมีแกรนูลอยู
ภายในและเมือ่แกรนูลแตกออก สารเคมีที่ถูกปลอยออกมาจะไปกระตุนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี
ของ coagulogen ซ่ึงเปนสารที่ทําใหเกิดการจับตัวเปนกอน การที่เลือดไมสามารถแข็งตัวไดอาจเกดิ
จาก 
ที่เม็ดเลือดมีปริมาณลดลงเนือ่งจากการติดเชื้อ (Martin et al., 1993) และพบวาการแขง็ตัวของเลือด
จะเกดิขึ้นกับการสรางเม็ดสีดํา (melanin) ที่เกิดขึ้นในระบบ phenoloxidase (Johansson and 
Soderhall, 1985)  

 
Phenoloxidase activating system  

 
เปนระบบการทําลายเชื้อโรคและควบคุมการกระจายของเชื้อโรคภายในตัวกุง  ซ่ึงเปนระบบ

ภูมิคุมกันที่สําคัญ  โดยมีเอนไซม prophenoloxidase (proPO) เปนสารเริ่มตนของระบบที่พบไดใน
แกรนูลที่อยูในเซลลเม็ดเลือด ( Soderhall and Smith, 1986)   Sung et al.(1996) พบวา
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prophenoloxidase ของกุงกลุาดํา  กุงกามกรามและกุงขาว สวนใหญจะอยูในไซโตพลาสซึมของเม็ด
เลือดทั้ง semigranulocyte และ granulocyte  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Hose et al. (1987) วา 
กิจกรรมของเอนไซมในเมด็เลือด มีคาสูงกวาในน้ําเลือด ซ่ึงเกี่ยวของกบัการเปลี่ยน inactive 
prophenoloxidase ไปเปน   active prophenoloxidase  ที่ไวตอปฏิกิริยา ที่จะเปลี่ยนสารกลุมฟนอล
จากกรดอะมิโนบางชนิดไปเปนสารประกอบ quinone โดยกระบวนการ oxidation และเปลี่ยนไป
เปน  melaninในที่สุด   โดย melanin จะชวยยับยั้งการแพรกระจายของเชื้อแบคทีเรีย  

 
สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (bactericidin) 

 
สารออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย  พบไดในสวนของซีร่ัมและสวนใสของเซลลเม็ดเลือดที่แตก 

(Noga et al., 1996) สามารถถูกชักนําใหมปีริมาณสูงขึ้นไดเมื่อไดรับสารกระตุน มีความจําเพาะตอ
เชื้อบางชนิด และไมทนตอความรอน (ชัยชาญ, 2545) 

 
Agglutinin 

 
พบโดยธรรมชาติในน้ําลือดของครัสเตเซียน  นอกจากจะเปนสารกอใหเกิดการจับตัวของ

ส่ิงแปลกปลอมแลว ยังมหีนาที่เปน opsonin กระตุนกระบวนการ phagocytosis ในการปองกันสิ่ง
แปลกปลอมของเซลลดวย (Vargas-Albores, 1995) 

 
การศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันของกุง 
  

Fontaine and Lightner (1975) รายงานเกี่ยวกับการตอบสนองของเซลลตอการบาดเจ็บ 
ของกุงสกุล Penaeus  วาเมื่อรางกายไดรับบาดเจ็บปฏิกิริยาแรกที่เกิดขึน้คือ มีการเคลื่อนที่ของ 
hemocytes ไปยังบริเวณที่บาดเจ็บ ตอมาจะเกิดกระบวนการ phagocytosis กับสารอนุภาคเล็ก ๆ 
แลวตามดวย encapsulation เกิดเปน multilayer capsules ซ่ึงจะเหน็ hemocytes รูปกระสวยบริเวณ
ตรงกลาง สวนรอบนอกจะเปน hemocytes ที่มีขนาดใหญขึ้น  หลังจากมี cellular infiltration และ 
encapsulation แลวจะเกดิโครงขายของ fibroblast หนาแนนขึ้นและมี collagen like fibres เกิดเปน
แผลถาวรและมีการสรางรงควัตถุสีดําจากกระบวนการ melanization 
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Perazzolo and Barracco (1997) พบวา activity ของเอมไซม phenoloxidase ขึ้นอยูกับการ
ทํางานของเม็ดเลือดชนิดทีม่ีแกรนูลและเอมไซมบางสวนในซีร่ัม  เมื่อเกิดการตดิเชือ้จะสงผลให
แกรนูลในเม็ดเลือดลดลง จึงทําใหกจิกรรมของเอนไซม phenoloxidase ลดลงดวย 

Soderhall and Hall (1984) รายงานวา  ระบบ phenoloxidase activating system  สามารถ
กระตุนไดโดย lipopolysaccharide, peptidoglycan  และ betaglucan ซ่ึงเปนสวนประกอบที่พบใน
ผนังเซลลของแบคทีเรียและยีสต 

 
 Supamattaya et al.(1994) รายงานวา หลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ 

หวัเหลืองในกุงกุลาดํา จะทําใหปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวยีนลดลงอยางมาก  รวมทั้งคา 
กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสก็ลดลงดวย  เนื่องจากจํานวนแกรนูลในไซโตพลาสซึมของ 
เซลลเม็ดเลือดลดลงนั่นเอง  
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เบตากลูแคน 
 

เบตากลูแคน  เปนองคประกอบหลักในผนงัเซลลของยีสต  โครงสรางของ เบตากลูแคน 
ประกอบดวยสวนที่เปนโซหลักมีการเรียงตัวตอกันของกลูโคสที่ตําแหนง  beta 1-3 และระหวาง
โมเลกุลจะเชื่อมกันที่ตําแหนง beta 1-6 ( Bacon et al.,1969) 

 
 
 

 
 
 
  ภาพที่ 1   สูตรโครงสรางของเบตากลูแคน   
  ที่มา :  Immunity Information Network (n.d.) 

 
เบตากลูแคน สามารถสกัดไดจาก จุลินทรยีหลายชนิด เชน รา แบคทีเรยี และ ยีสต โดยมาก

นิยมสกัดจากยสีต  Saccharomyces  cerevisiae  ผนังเซลลของยีสตประกอบดวยกลูแคน  30-35 
เปอรเซ็นต  แมนแนน  30 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนสารประเภทโพลีแซคคาไรดที่ละลายน้าํได   เปน 



 14

ไขมัน10 เปอรเซ็นต และ เปนไคติน1-2 เปอรเซ็นต และสารอินทรียอ่ืนๆ อีกเล็กนอย (กําเนิด, 
2534) มลฤดี และคณะ(2543)ไดทําการสกัดสารเบตากลูแคนจากผนังเซลลของยีสต  ดวยวิธีการ
สกัด 2 วิธี  วิธีแรกสกัดผนังเซลลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน 5.0 โมลาร  
พีเอช 8   อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และวิธีที่ 2 สกัดผนังเซลลกับสารละลายโซเดียมไฮโดรอกไซด 
ความเขมขน   0.75 โมลาร อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส พบวาวิธีแรกใหสาร เบตากลูแคน 20 
เปอรเซ็นต  วธีิที่ 2 ใหสาร เบตากลูแคน 30 เปอรเซ็นตของผนังเซลล 
 
บทบาทของเบตากลูแคนตอระบบภูมิคุมกันของสัตวน้ํา 

 
กิจการ  และคณะ (2543ก)  ศึกษาผลของเบตากลูแคน ตอการเจริญเติบโต  ภูมิคุมกันและ

ความตานทานโรคในกุงกุลาดํา  โดยทดลองในกุงน้ําหนกัเฉลี่ย 0.6, 1.5  และ 6.5 กรัม ใหอาหาร
ผสมเบตากลูแคนตางกัน 4 ระดับคือ 0,  0.25,  0.5  และ 1 กรัม ตออาหาร 1 กิโลกรัม และทดสอบ
ความสามารถในการตานทานโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรยี Vibrio harveyi   ของกุงที่ไดรับอาหาร
ผสมเบตากลูแคน เปนเวลา 6 สัปดาหในกุงกุลาดําขนาดเล็กและ 5 สัปดาหในกุงกุลาดําขนาดใหญ  
พบวากุงกุลาดาํมีอัตรารอดสูงขึ้นเมื่อไดรับอาหารผสมเบตากลูแคนในปริมาณที่สูงขึ้น  โดยกุง
กุลาดําขนาดเล็กที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคน  0,  0.25,  0.50  และ 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  
มีอัตรารอด 50,  68,  69  และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สวนกุงขนาดใหญมีอัตรารอด  33,  33,  60  
และ 73 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ปริมาณเม็ดเลอืดรวมและการผลิตซุปเปอรออกไซดแอนอิออนของ
เม็ดเลือดกุงทีไ่ดรับอาหารผสมเบตากลูแคนในระดับตาง ๆ  พบวาคาสูงสุดไดจากชดุการทดลองที่
ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
 มลฤดี และคณะ (2543) ไดทาํการสกัดสารเบตากลูแคนจากยีสต Saccharomyces 
cerevisiae ในแตละวิธีซ่ึงใหปริมาณสารเบตากลูแคนแตกตางกัน  และนําเบตากลูแคนที่ไดไปเลีย้ง
กุงกุลาดําที่มีน้าํหนักเฉลีย่ 15 กรัม  โดยมีอาหาร 4 สูตร ดังนี้ คือ อาหารชุดควบคุม  อาหารที่ผสม
ผนังเซลลยีสต 8.4 กรัม ตออาหาร 1 กิโลกรัม อาหารที่ผสมสารเบตากลูแคน กอนการทําใหบริสุทธิ์  
1.7 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  และอาหารที่ผสมสารเบตากลูแคนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์  1.0 กรัม
ตออาหาร 1 กโิลกรัม  พบวากุงกุลาดําที่เล้ียงดวยอาหารผสมเบตากลูแคน ที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์
ใหผลการทดลองดีที่สุด  โดยใหคาปริมาณเม็ดเลือดรวมสงูที่สุด และมีความตานทานตอเชื้อ Vibrio 
haveyi   โดยคิดเปนอัตรารอดตายเทากับ  90 เปอรเซ็นต 
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Knaap (1993)  รายงานวาสารพวกเปปติโดกลัยแคน  ไลโปโพลี่แซคคาไรด และ 

เบตากลูแคน จะมีผลในการกระตุนใหเกิดการเชื่อมตอของ  beta –1,3 glucan และ beta –1,3 glucan 
binding protein ใหเกดิเปนสารประกอบเชงิซอนแลวไปกระตุนที่ membrane receptor ของ 
semigranulocyte ใหเกิดการหลั่งของสารตาง ๆ ออกมาเชน เอนไซม phenoloxidase ซ่ึงทําใหเกิด
การออกซิไดซสารฟนอล ใหเปนควิโนน แลวเปลี่ยนปนเมลานินที่ทําหนาที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ
โรคที่เขาสูรางกาย  

 
Devaraja et al. (1998) รายงานวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมเบตากลูแคน ระดับ 0.1 

เปอรเซ็นต เพยีงวันเดยีวสามารถชักนําใหเม็ดเลือดกําจดัไวรัสไดสูงขึ้น 
 

Vargas-Albores  et al. (1998) พบวาสารประกอบจากผนงัเซลลของแบคทีเรีย และฟงไจ 
คือ ไลโปโพลีแซคคาไรด  และเบตา-กลูแคน มีผลใหระบบภูมิคุมกันแบบเซลลูลาร(cellular 
immunity) เชน phagocytosis melanization และ encapsulation สูงขึ้น  
 

Campa-Cordova et .al (2002) ศึกษาเกี่ยวกบัการทํางานของเอนไซม superoxide dismutase 
(SOD) ของกุงขาว (Litopenaeus vannamei) โดยนํากุงขาว แชในสารละลายเบตากลูแคน ที่ผสมกับ
สารละลาย Sulfate polysaccharide ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ เปนเวลา 6 ชม. ตรวดวัดระดับการทาํงานของ SOD ในเม็ดเลือด และที่ 24 ชม.  
สามารถตรวดวัดระดับการทาํงานของ SOD ใน กลามเนือ้ของกุงที่แชในสารละลายทั้ง 2 ชนิด มีคา
เพิ่มขึ้นในระดบั 1.5 และ1.4 เทาของกลุมที่ไมไดแชสารละลายตามลําดบั และเมื่อทดสอบโดยการ
ฉีดสารละลายทั้ง 2 ชนิดแกกุง พบวาคาปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงหลังจากฉีดสารละลายแลว 24 
ชม. แตพบวาที่ 48-120 ชม. คาปริมาณเม็ดเลือดรวมและโปรตีนในเม็ดเลือดจะเพิ่มสูงขึ้น ซ่ึง
สามารถสรุปวาการให เบตากลูแคน ที่ผสมกับสารละลาย sulfate polysaccharide ตามความเขมขน
ดังกลาว สามารถกระตุนใหกุงมีการสราง SODไดสูงขึ้น โดยเอนไซมชนิดนี้จะมีหนาที่สําคัญใน
การเปน antioxidant และปองกันการเกิด oxidative stress ซ่ึงจะทําใหเนือ้เยื่อไมถูกทําลายจากพวก
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในรางกาย 
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Suphantharika (2003) ทําการสกัดสารเบตากลูแคน  จากยีสตที่ใชแลวจากอุตสาหกรรม

ผลิตเบียร โดยสกัดดวย NaOH ที่ความเขมขน 1 N  ที่ 90 ± 5 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
ไดสารเบตากลูแคนที่มีความบริสุทธิ์ประมาณ 51 เปอรเซ็นต และนํามาทดลองใชเปนสารกระตุน
ภูมิคุมกันในกุงกุลาดํา โดยใหกุงกุลาดําไดรับอาหารที่ไมผสมเบตากลูแคน  อาหารผสมเบตากลู-
แคนที่มีความบริสุทธิ์ 51 เปอรเซ็นต และอาหารผสมผนังเซลลของยีสต เปนเวลาตดิตอกัน 3 วัน  
แลวทําการวัดกิจกรรมเอนไซม  phenoloxidase พบวา เลือดของกุงกลุมที่ไดรับเบตากลูแคนบริสุทธิ์ 
50 เปอรเซ็นต มีกิจกรรม phenoloxidase สูงกวากลุมที่ไมไดรับสารกระตุนใด ๆ เลย  และกลุมที่
ไดรับสารผสมเซลลยีสตอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 95 เปอรเซ็นต 

 
Chang et al. (2003) ไดศึกษาผลของเบตากลูแคนตอระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา  โดย

ศึกษาในกุงทีม่ีน้ําหนกัเฉลี่ย 6.5 ± 0.4กรัม  ใหอาหารผสมเบตากลูแคนที่ระดับ 0 , 1,  2,  10 และ  
20 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  เปนเวลา  20 วัน หลังจากนั้นฉีดเชื้อ  WSSV แลวทําการตรวจวดั  total 
hemocyte count, phenoloxidase, superoxide anion ในวนัที่ 0, 1, 3, 6, 9, 12 และ 24  หลังจากฉีด
เชื้อ พบวา กลุมที่ไดรับ เบตากลูแคน   2, 10, 20  กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  มีอัตรารอด 55,  65 และ 
65 เปอรเซ็นตตามลําดบั total hemocyte count, penoloxidase และ superoxide anion  ลดลงอยาง
รวดเร็วหลังจากไดรับเชื้อและหลังจากนั้นก็กลับสูสภาวะปกติ   ระดับเบตากลูแคนที่เหมาะสม 
ในการเสริมภมูิคุมกันและเพิ่มอัตรารอดหลังจากไดรับเชื้อคือ 10 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณและสารเคม ี

 
1. กุงขาว ( Litopenaeus vannamei Boone) น้ําหนักประมาณ 10 -15 กรัม จากฟารมเอกชน 
2. สารเบตากลูแคนที่มีสารออกฤทธิ์  100 เปอรเซ็นต 
3. อาหารกุงสําเร็จรูป 
4. ถังไฟเบอรกลาส ขนาดความจุ 1 ลูกบาศกเมตร 
5. ตูกระจกขนาด 100 ลิตร   
6. บอซีเมนตขนาดความจุ 1.5 ลูกบาศกเมตร 
7. เครื่องใหอากาศพรอมอุปกรณ 
8. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง 
9. salino-refractometer   
10. กระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร  
11. เข็มฉีดยาขนาด 26 G ×1.0 นิ้ว 
12. microcentrifuge tube 
13.  เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) 
14.  ตูบมเชื้อ (incubator) 
15. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) 
16. สารเคมีในการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลเม็ดเลือด 

- KCl  
- NaHCO3 
- อาหารเลี้ยงเซลล Medium-199    
- MgCl2.6H2O    
- MgSO4.7H2O    
- NaH2PO4.2H2O  
- NaCl    
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- CaCl2.2H2O    
- L-glutamine    
- Hepes 

17. สารเคมีในการเตรียมสารปองกันการแข็งตัวของเลือด 
-     tri-Sodium Citate Dihydrate (C6H5Na3.2H2O)   

18. อุปกรณในการนับ  total hemocyte count 
- hemacytometer 
- กลองจุลทรรศน 

19. อุปกรณและสารเคมีในการวเิคราะห   phenoloxidase specific activity  
- เครื่อง spectrophotometer 
- สารละลาย  cacodylate buffer pH 7.4 
- L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
- Trypsin 

20. อุปกรณในการทดสอบความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย Vibrio harveyi  และการวิเคราะห  
bactericidal activity 

- แบคทีเรีย Vibrio harveyi  AQVH001 จากหองปฏิบัติการสุขภาพสัตวน้ํา 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
- ตะเกยีงแอลกอฮอล 
- แอลกอฮอล 
- เครื่องเขยาชนดิควบคุม (psychrotherm controlled) 
- จานเลี้ยงเชื้อ (petri dish) 
- ไมโครปเปตขนาด 1000 ไมโครลิตรและ tip 
- แทงแกวสามเหลี่ยม 
- สารละลายโซเดียมคลอไรด 1.5 %และ 2.6 %ที่ผานการฆาเชื้อแลว 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS agar) 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Tryptic Soy Broth (TSB) 

21. สารเคมีในการวิเคราะหโปรตีน 
- Na2CO3 
- 0.1 M  NaOH 
- CuSO4 
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- Dipotassium tatrate 
- Folin 
- Albumin 

วิธีการทดลอง 
 

การทดลองที่ 1  ศึกษาระดับท่ีเหมาะสมของเบตากลูแคนตอการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาวและ
ความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย Vibrio harveyi 
                

1.   การวางแผนการทดลอง   
 

     วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design)  โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง  (treatment) ในแตละชุดการทดลองมี 4 ซํ้า (replication)  ชุดการทดลองที่ 1 คือ อาหาร
สําเร็จรูปปกติเปนกลุมควบคมุ (control) ชุดการทดลองที ่2-4  คืออาหารสําเร็จรูปปกติผสมเบตา
กลูแคน  
ในระดับทีแ่ตกตางกัน  โดยแบงการทดลองออกเปน 2 สวน สวนที่ 1 ใชสําหรับการศึกษาผลของ 
เบตากลูแคนทีม่ีตอระบบภูมคิุมกัน และสวนที่ 2 ใชสําหรับการศึกษาความตานทานตอเชื้อ
แบคทีเรีย Vibrio harveyi 

 
2. การเตรียมสัตวทดลอง 

 
นํากุงขาวที่มนี้าํหนักเฉลีย่ประมาณ 10-15 กรัม  มาเลี้ยงในถังไฟเบอรกลาสขนาดความ

จุ 1 ลูกบาศกเมตร  เพื่อปรับสภาพกอนเริ่มการทดลอง ในน้ําเค็ม 20 ppt  ดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ  
โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน  ในเวลาประมาณ 07.00 น.  11.00 น.  15.00 น. และ  20.00 น.  ให
อากาศอยางเพยีงพอ    เปลี่ยนถายน้ําและดดูตะกอนทุก 2 วัน  เมื่อครบ 1 สัปดาห นํากุงขาวมาใสตู
ทดลองขนาด 100 ลิตรที่บรรจุน้ําเค็ม 20 ppt   ตูละ 10   ตัว เตรียมสัตวทดลอง 2 กลุม  กลุมละ 16 ตู 
เพื่อใชในการศึกษาผลที่มีตอระบบภูมิคุมกัน และใชสําหรับการศึกษาผลที่มีตอความตานทานโรค     
ใชพลาสติกดําคลุมตูเพื่อลดปริมาณแสง  ใหอากาศอยางเพียงพอตลอดการทดลอง    เปลี่ยนถายน้ํา
และดูดตะกอนทุกวนั 
 

3. อาหารและการใหอาหาร 
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 ใชอาหารสําเร็จรูปปกติเปนกลุมควบคุมและใชอาหารสาํเร็จรูปปกติผสมเบตากลูแคนที่

ระดับตางกนั 3 ระดับ ดังนี ้
 

      ชุดการทดลองที่ 1   อาหารสําเร็จรูปไมผสมเบตากลูแคน (control) 
           ชุดการทดลองที่ 2   ผสมเบตากลูแคน 1   กรัมตอ  อาหารสําเร็จรูป  1 กิโลกรัม 
           ชุดการทดลองที่ 3   ผสมเบตากลูแคน 3   กรัมตอ  อาหารสําเรจ็รูป  1 กิโลกรัม     

          ชุดการทดลองที่ 4   ผสมเบตากลูแคน 5   กรัมตอ  อาหารสําเร็จรูป  1 กิโลกรัม 
 
ในการเตรยีมอาหารทดลอง ผสมเบตากลูแคนตามอัตราสวนที่กําหนด และเคลือบดวย

น้ํามันปลาหมกึ  แลวผ่ึงใหแหง สวนอาหารชุดควบคุมใหเคลือบดวยน้าํมันปลาหมึกเทานั้น อาหาร
ทดลองให 4  คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 07.00 น.  11.00 น. 15.00 น. และ  20.00 น.  ในอัตรา 5 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัตัวกุงตอวัน 

 
4. การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาว 

 
       หลังจากใหอาหารผสมเบตากลูแคนเปนเวลา 2 สัปดาห  ทําการสุมกุงในแตละซ้ํา  ซํ้า

ละ 5 ตัว  เจาะเลือดจาก ventral sinus  ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉดียา  ซ่ึงภายในบรรจุสาร
ปองกันการแขง็ตัวของเลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร (อัตราสวนเลือดตอสารปองกันการแข็งตัวของ
เลือดเทากับ 1:2) นําเลือดที่ไดไปวิเคราะหปริมาณเม็ดเลอืดรวม (total hemocytes count), กจิกรรม
ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase specific activity),  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของ
น้ําเลือดกุงขาว (bactericidal activity)    ตามขั้นตอน ดังนี้ 

 
4.1   การตรวจนับปริมาณเมด็เลือดกุงขาว (total hemocytes count)  

                  นําเลือดที่เจาะไดมาตรวจนับเมด็เลือดโดยใช hemacytometer และคํานวณ
ปริมาณเม็ดเลอืดเปนจํานวนเซลล/ลบ.มล.  ดังรายละเอยีดในภาคผนวก 
 

    4.2   การแยกเซลลเม็ดเลือด และเตรยีม HLS 
     นําเลือดที่เจาะไดมาแยกเซลลเม็ดเลือด โดยนํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว  6,500 

rpm  เปนเวลา 2 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนใสไปวิเคราะหกจิกรรมการทําลาย
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แบคทีเรีย (bactericidal  activity) ของน้ําเลือดตามวิธีขอ 4.5   สวนตะกอนที่ได นํามาลาง ใน K-199 
และละลายในสารละลาย cacodylate buffer pH 7.4  ทําใหเซลลเม็ดเลือดแตกและตกตะกอนโดย
หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว  10,000 rpm  นาน 20 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกสวนใส
ซ่ึงเปน hemocyte lysate (HLS) ไปวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  ตามวิธี 
ดัดแปลงจากรายงานของ Soderhall and Hall (1984) 
 
   4.3   การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ( phenoloxidase specific 
activity ) 

  4.3.1  นาํ  HLS มา 500 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลายทริปซิน  
( 0.1 % ทริปซิน ใน cacodylate buffer  ) 500 ไมโครลิตร ทิ้งไวใหเกดิปฏิกิริยา  30 นาที   

 4.3.2   เติมสารละลาย  L – dihydroyphenylalanine (L- DOPA) 500  
ไมโครลิตร ปลอยใหเกิดปฏกิิริยาที่อุณหภมูิหอง   

 4.3.3   นํามาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  2 นาที 
โดย       เปรียบเทียบกับสารละลายควบคุม (blank)  สารละลายควบคุม ใชทริปซินผสมกับ  L- 
DOPA และ cacodylate buffer  แทน HLS  

4.3.4   นําคาที่ไดมาคํานวณหนวย (Unit) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  ดัง
รายละเอียดในภาคผนวก 
 

4.4   การวิเคราะหโปรตีนใน HLS  ตามวธีิของ Lowry et al. (1951) 
นํา HLS มา  0.01 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 0.09 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน  

  4.4.2  เติม reagent  c 1 มิลลิลิตร (รายละเอียดการเตรยีมอยูในภาคผนวก)    
เขยาแลวทิ้งไว 10 นาที 

                4.4.3   เติม reagent  d   0.1 มิลลิลิตร (รายละเอยีดการเตรยีมอยูในภาคผนวก)   
เขยาแลวทิ้งไว 10 นาที 

                4.4.4   นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทียบกบั
สารละลายมาตรฐานของ albumin   โดย blank จะใช  สารละลายบัฟเฟอร 0.01 มิลลิลิตร ผสมในน้ํา
กล่ัน 0.09 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน เติม reagent c และ d ตามปริมาตรที่กําหนดขางตน 
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                 4.5  การศึกษากจิกรรมการทําลายแบคทีเรีย (bactericidal activity)  ของน้ําเลือดกุง
ขาว 

                4.5.1  นําซีร่ัมที่แยกไดจาการทดลองขางตน มาเจือจางดวยสารละลายโซเดียม
คลอไรด 2.6 % ในระดับ 1:4   1:8  1:16   1:32  และ 1:64    โดยปรับปริมาตรการเจือจางใหได
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร  

 4.5.2  นําเชื้อแบคทีเรีย Vibrio  harveyi  บริสุทธิ์ที่เล้ียงในอาหาร TSB ผสม 
โซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภมูิ  35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มาลางดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm นาน 15 นาที 3 คร้ัง นําเชื้อที่
ไดมาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด  1.5 เปอรเซ็นตปลอดเชื้อ และนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  640 นาโนเมตร  ใหไดคา OD ประมาณ 0.1-0.15   นําเชื้อไปเติมในแตละหลอดที ่
เจือจางซีร่ัมไวแลวในปริมาตรที่เทากัน  ทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 3 ช่ัวโมง  

4.5.3  นําสวนผสมแตละหลอดมานับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี  spread 
plate ใน TCBS agar 

4.5.4  บันทึกคาของการเจือจางซีร่ัมที่สามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียลงได 
50     เปอรเซ็นต  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ในระยะเวลา 3 ช่ัวโมง  

 
5.  การศึกษาความตานทานตอแบคทีเรียชนิด  Vibrio harveyi 

 
       หลังจากใหอาหารผสมเบตากลูแคนในระดับตาง ๆ  จนครบ 2 สัปดาห ฉีดเชื้อ

แบคทีเรีย  Vibrio harveyi ในปริมาณที่ทําใหกุงขาวตายประมาณ 50 เปอรเซ็นต (ทําการทดสอบ
กอนวาควรใชเชื้อปริมาณเทาไร) โดยฉีดเขาทางกลามเนือ้ลําตัว ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอตัว 
ระหวางทําการทดลองความตานทานตอเชือ้ใหอาหารสําเร็จรูปไมผสมเบตากลูแคนทกุชุดการ
ทดลองเชนเดยีวกับชุดควบคุม ตรวจผลการทดสอบโดยพจิารณาจากจํานวนกุงที่ตายในระยะเวลา 7 
วัน และแยกเชือ้จาก hepatopancreas ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ Thiosulfate citrate bile sucrose agar เพื่อ
เปนการยนืยนัวากุงตายโดยแบคทีเรียชนดินี้ 
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6. การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

      วิเคราะหความแตกตางของชุดการทดลองของขอมูล ปริมาณเม็ดเลอืดรวม  กิจกรรม
ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  และอัตราการตายของกุงขาว  โดยใชวธีิวิเคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of Variance)  ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely  Randomized  Design ) 
และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ย โดยใชวิธี  Duncan’ s New Multiple Range Test 
(DMRT) (อนันตชัย, 2542) 
 
การทดลองที่ 2  ศึกษาระยะเวลาการใหเบตากลูแคนที่เหมาะสมตอการกระตุนภูมิคุมกันของ 
กุงขาว 
 

1.  การวางแผนการทดลอง   
 

               วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design)  โดยมี 4  ชุดการ
ทดลอง (treatment) ในแตละชุดการทดลองมี 4 ซํ้า (replication) โดยแตละชุดการทดลองใหอาหาร
ผสมเบตากลูแคนในระยะเวลาที่แตกตางกนั  ชุดการทดลองที่ 1 คือ อาหารสําเร็จรูปปกติ เปนกลุม 
ควบคุม (control)   ชุดการทดลองที่ 2-4   คืออาหารสําเร็จรูปปกติผสมเบตากลูแคนในระดับที ่
เหมาะสมจากการทดลองที่ 1  ในระยะเวลาที่แตกตางกัน 
 

2.  การเตรียมสัตวทดลอง 
 

         นํากุงขาวที่มีน้ําหนกัเฉลี่ยประมาณ 10-15 กรัม  มาเลี้ยงในถังไฟเบอรกลาสขนาด
ความจุ 1 ลูกบาศกเมตร  เพื่อปรับสภาพกอนเริ่มการทดลอง ในน้ําเค็ม 20 ppt  ดวยอาหารสําเร็จรูป
ปกติ  โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน  ในเวลาประมาณ 07.00 น. 11.00 น.  15.00 น.  และ 20.00 น.  ให
อากาศอยางเพยีงพอ    เปลี่ยนถายน้ําและดดูตะกอนทุก 2 วัน  เมื่อครบ 1 สัปดาห นํากุงขาวมาเลี้ยง
ในบอซีเมนตขนาดความจุ 1.5  ลูกบาศกเมตร ที่บรรจุน้ําเค็ม 20 ppt บอละ 30   ตัว  ใชพลาสติกดํา
คลุมบอเพื่อลดปริมาณแสง  ใหอากาศอยางเพียงพอตลอดการทดลอง    เปลี่ยนถายน้าํและดูด
ตะกอนทกุวนั 
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3.  อาหารและการใหอาหาร 
 

             ใชอาหารสําเร็จรูปผสมเบตากลูแคน   โดยเลือกระดบัต่ําสุดที่สามารถกระตุนภูมคิุมกัน
ของกุงขาวไดดีจากการทดลองที่ 1  และใหอาหารที่ผสมเบตากลูแคน ในระยะเวลาที่แตกตางกนั  
ดังนี ้
 

                 ชุดการทดลองที่  1    ใหอาหารสําเรจ็รูป ไมผสมเบตากลูแคน (control) 
   ชุดการทดลองที่  2    ใหอาหารสําร็จรูปผสมเบตากลูแคน 2 สัปดาห 
   ชุดการทดลองที่  3    ใหอาหารสําร็จรูปผสมเบตากลูแคน 3 สัปดาห 
   ชุดการทดลองที่  4    ใหอาหารสําร็จรูปผสมเบตากลูแคน 4 สัปดาห 

 
   ในการเตรยีมอาหารทดลอง ผสมเบตากลูแคนตามอัตราสวนที่กําหนด และเคลือบดวย 

น้ํามันปลาหมกึ  แลวผ่ึงใหแหง อาหารชุดควบคุมใหเคลอืบดวยน้ํามันปลาหมึกเทานัน้ อาหาร
ทดลองให 4  คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 07.00 น.  11.00 น. 15.00 น. และ   20.00 น.   ในอัตรา 
 5 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัตัวกุงตอวัน โดยให 2, 3 และ 4  สัปดาหสุดทายของเดือน 

 
4.  การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาว 

 
           หลังจากใหอาหารผสมเบตากลูแคนครบตามระยะเวลาดังกลาวขางตน   ทําการสุมกุง

แตละซ้ํา  ซํ้าละ  3  ตัว  เจาะเลือดจาก ventral sinus  ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉดียา  ซ่ึงภายใน
บรรจุสารปองกันการแข็งตวัของเลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร (อัตราสวนเลอืดตอสารปองกันการ
แข็งตัวของเลอืดเทากับ 1:2) นําเลือดที่ไดไปวิเคราะห ปริมาณเม็ดเลือดรวม, กิจกรรมของเอนไซม 
ฟนอลออกซิเดส,  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุงขาว   ตามขั้นตอนในการทดลองที่ 1 
หลังจากนีจ้ะใหอาหารสําเร็จรูปปกติเชนเดยีวกับกลุมควบคุมทุกชุดการทดลองและตรวจวดัระดับ
ภูมิคุมกันทกุสัปดาห จนกระทั่งภูมิคุมกันทกุชุดการทดลองลดลงใกลเคียงกลุมควบคุม จึงใหอาหาร
ผสมเบตากลูแคนอีกครั้งเปนเวลา 2 สัปดาห แลวตรวจระดับภูมิคุมกันของแตละชุดการทดลองทุก
สัปดาห  เพื่อประเมินการเพิ่มของระดับภูมิคุมกัน 
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5.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

วิเคราะหความแตกตางของชดุการทดลองของขอมูล ปริมาณเม็ดเลือดรวม และกิจกรรม 
เอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) ตามแผน 
การทดลองแบบสุมตลอด  (Completely  Randomized  Design ) และเปรียบเทียบความแตกตาง 
ของคาเฉลี่ย โดยใชวิธี  Duncan’ s New Multiple Range Test (DMRT) (อนันตชัย, 2542) 

 
 

สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 

สถานที่ทําการวิจัย 
 

ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  คณะประมง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

ดําเนินการทดลองระหวางเดอืนมิถุนายน 2547 –  พฤษภาคม 2548 
 

แหลงทุนสนับสนุน 
 

ไดรับทุนอุดหนุนและสงเสรมิวิทยานิพนธระดับปริญญาโท-เอก จากบณัฑิตวิทยาลัย   
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
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���������	

�������	�
� 1  
����������
����������	������������������������ ��!���������	���	��"���
�"�������������#$%�����
��
& Vibrio harveyi

1.  ���
��������� ��!���������	���	��"

��������	
��
������������������ 11.17 ± 1.76 ���� �������������������� !����"�����#$�
��
�%��� 0, 1, 3, #�% 5 ����/����� 1 �&'����� � (��%�%���� 2 �� ���) ����������������	���&�$��%�)�
�*��� �%��&��%���+��&$������ ���!����
���	��	���

1.1   �&��,������������ (total hemocytes)
        *��-� �&��,���������.����	���-�
����������"�����#$� �&��, 5 ����/����� 1 

�&'������ (��%�%���� 2 �� ���)  ��$-���	���$�� 15.92 ± 6.02 X106 �/��)�/��. /0�	��-#"�"-�	
��-�	��������$�1
�	�2&"& (P>0.05) ������-�
����������"�����#$� �&��, 1 #�% 3 ����/����� 1
�&'����� /0�	�� �&��,��������������� 11.94 ± 6.51 �/��)�/��. #�% 14.36 ±5.49X106 �/��)�/��.
"�������� #"-#"�"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"& (P<0.05) ������-�$��$�� /0�	�� �&��,���������
������ 9.03 ± 2.87 X106 �/��)�/��.  ("���	
�� 1 #�% +�*
�� 2)

1.2  Phenoloxidase specific activity
 ����&�$��%�)�&�����
�	����/�)� phenoloxidase*��-�  �&���������/�) 

phenoloxidase
�	���	
�����-�
����������"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'�����  #�% 5 ����/ ����� 
1 �&'����� ��$-� 354.35 ± 208.67 unit/min/mg protein #�% 356.28 ± 142.44 unit/min/mg protein
"��������    /0�	#"�"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"&  (P<0.05)  ������-�$��$��/0�	��$-� 129.43 ± 32.22 
unit/min/mg protein ("���	
�� 2  #�% +�*
�� 3)



27

"���	
�� 1   �&��,������������ (×106 �/��)�/��.) 
�	���	
��
���������������������� !��
    ��"�����#$��%���"-�	 3 � (����� 2 �� ���)�

 �&��,��"������#$� (g/kg)  �&��,������������ (×106 cells/ml)
0 9.03 ± 2.87 a

1 11.94 ± 6.51 ab

3 14.36 ± 5.49 b

5 15.92 ± 6.02 b

������"��  $-�������
��"������"�����4�#"�"-�	��� ����20	��$���#"�"-�	�����-�	��������$�1
�	  
�2&"&
���%���$����5������� 95%
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�� 2   �&��,��������� (×106 �/��)�/��.) 
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���������������������� !����"�����#$�       
�%���"-�	 3 � (����� 2 �� ���)�
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"���	
�� 2  �&���������/�)� phenoloxidase  (unit/min/mg protein) 
�	���	
��
�������������
    ��������� !����"�����#$��%���"-�	 3 � (����� 2 �� ���)�

������"��  $-�������
��"������"�����4�#"�"-�	��� ����20	��$���#"�"-�	�����-�	��������$�1
�	  
�2&"&
���%���$����5������� 95%
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+�*
�� 3  �&���������/�)� phenoloxidase  (unit/min/mg protein) 
�	���	
��
�������������
               ��������� !����"�����#$��%���"-�	 3 � (����� 2 ��� ���)�

 �&��,��"�����#$� (g/kg)
phenoloxidase specific activity

 (unit/min/mg protein)
0 129.43  ± 32.22 a

1 257.96 ± 68.59 ab

3 354.35 ± 208.67 b

5 356.28 ±142.44 b
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1.3  Bactericidal activity 
��������	
����������"�����#$�
���%���0, 1, 3, #�%5 ����/�����1 �&'����� 

� (����� 2 �� ���)    ���/�������������	��������%���'/�����$�����) 2.6 � ��)�/��") .���"��
�-�� 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 #�% 1:128 '�� ��� �&��"����������	.����������% 0.5 
�&��&�&"� #�%.�-�5���#�$
����� Vibrio  harveyi 
�������	.� TSB !��'/�����$�����) 1.5 
� ��)�/��") 
����,�+��& 35 �	W��/��/��� � (����� 24 5���'�	 ���$-��������#�	
��$������$����  
640 ��'���"�  �
-����0.107  /0�	���5��� Vibrio  harveyi  �%��, 1X106 cfu/ml'��.�-�5���.�#"-�
�%����
��������	/��������#��������% 0.1 �&��&�&"�  
&�	���
����,�+��&���	� (����� 3 5���'�	 ���	
��������������� �&��,�5���#�$
�����'���&X����  spread plate �� TCBS agar  �*�������"���-��
���������	
�	/�����
�������2
��.�� �&��,�5���#�$
����� Vibrio  harveyi ���	��� 50 � ��)�/��")  
������ �����
������ control (����%��� '/�����$�����) 2.6 � ��)�/��") 0.5 �&��&�&"�����5���
#�$
����� Vibrio  harveyi 0.1 �&��&�&"�) *��-� bactericidal activity 
�	���	
�����-�
�������������
!����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'�����#�% 5 ����/����� 1 �&'����� ��$-��
-����$�� 1:64  #"-�
#"�"-�	������-�
�������������!����"�����#$� 1 ����/����� 1 �&'�����#�%���-�$��$��/0�	��$-�
bactericidal activity 1:32 #�% 1:8 "��������  ("���	
�� 3)

"���	
�� 3  ���"���-�����������	���
�����
�	/�����
�������2�� �&��,�5���#�$
������	 50
� ��)�/��")� (bactericidal activity) 
�	���	
��
�������������!����"�����#$��%���
"-�	 3 � (����� 2 �� ���)�

 �&��,��"�����#$� (g/kg) Bactericidal  activity

0 1:8
1 1:32
3 1:64            
5 1:64
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2. ���������"�������������#$%� Vibrio harveyi

���	������	�����������!����"�����#$�� (����� 2 �� ���) #�%��������5���#�$
�����
Vibrio  harveyi 
�������	.������ TSB !������� 1.5 � ��)�/��") 
����,�+��& 35 �	W��/��/��� � (�
���� 24 5���'�	 ���$-��������#�	
��$������$����  640 ��'���"�  �
-����0.107  /0�	���5��� Vibrio  
harveyi  �%��, 1X106 cfu/ml ����
���������������	"���% 0.1 �&��&�&"�.�#"-�%5�����
���	    
���
0���"�����"�� (%) ���	�������5����
��� � (����� 7  ��� *��-� ��"�����"��
�	���	
�����-�

���������������������� !����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'�����  ��-#"�"-�	��-�	��������$�1

�	�2&"&� (P>0.05) ������-�
���������������������� !����"�����#$� 1 ����/����� 1 �&'����� 
#�%  5  ����/����� 1 �&'����� '������"�����"��  
�� 7 ����
-����50.00 ± 7.07, 55.25 ± 12.50, 
#�%43.75 ± 11.09 � ��)�/��") "��������#"-#"�"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"& (P<0.05)������-�
$��$��/0�	����"�����"��
�� 7 ����
-����66.25 ± 4.79 � ��)�/��") ("���	
�� 4 #�%+�*
�� 4)

"���	
�� 4  ��"�����"�� (%) 
�	���	
��
���������������������� !����"�����#$��%���"-�	 3 
� (����� 2 �� ���) ���	�������5��� Vibrio harveyi � (����� 7 ���

������"��  $-�������
��"������"�����4�#"�"-�	��� ����20	��$���#"�"-�	�����-�	��������$�1
�	  
�2&"&
���%���$����5������� 95%

 �&��,��"�����#$� (g/kg) ��"�����"�� (%)

0 66.25  ± 4.79 a

1 55.25 ± 12.50 ab

3 50.00 ± 7.07 b

5 43.75 ± 11.09 b
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+�*
�� 4   ��"�����"�� (%)  
�	���	
��
���������������������� !����"�����#$��%���"-�	 3 
� (����� 2 �� ���) ���	�������5��� Vibrio harveyi � (����� 7 ���
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�������	�
� 2 
������&��"�����'��������������
��������������������� ��!���������	
���	��"

���!����
���	
��	"�� /0�	��� �%��&��%���+��&$������#�%$���"���
��"-��5��� Vibrio  
harveyi 
�	���	
��
�������������!����"�����#$�.��%���"-�	 3 *��-���"�����#$�
���%��� 3 
����/����� 1 �&'����� � (��%���"������
����!�.������%"���+��&$������
�	���	
�������  /0�	�%���!�
���
���	�-�������W0�4��%�%�������.����"�����#$�
������%��"-������%"���+��&$������
�	���	

�� .����
���	
�� 2  '��.�����	
���������������������� !����"�����#$� 3 ����/����� 1 
�&'�����
���%�%����#"�"-�	���  '��.�����	��������"�����#$� 0, 2, 3 #�% 4  �� ���)���
���
�	
�����  �����$���%�%����#��� �%��&��%���+��&$������  ����	�������.����������������  �"&���  4
�� ���)#�%.���&������!����"�����#$��%����
-���&����� (����� 2 �� ���)  �&�$��%�)�
�	$) �%���"-�	 3 
�	����+��&$������
�	���	
��
���� ���)���!���	���

1.  �&��,������������ (total hemocytes)
���	
�����-������������!����"������#$� 3 ����/����� 1 �&'������ (��������  4 

�� ���).� 1 �����  �� �&��,��������������������	��� $�� 21.55± 2.54 X106 �/��)�/��. /0�	
#"�"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"& (P<0.05)  ������-�
����������"�����#$�.��%�%����
��������-�$�� 
���-�
����������"�����#$�� (�����  2, 3 �� ���)#�%���-�$��$��  /0�	�� �&��,���������������  
15.30 ± 3.44 X106 �/��)�/��. ,  17.43 ± 2.30 X106 �/��)�/��. #�% 13.89 ± 2.33 X106 �/��)�/��.

"�������� #�%*��-����-�
����������"�����#$���� 3 �� ���)�� �&��,������������#"�"-�	��-�	
��������$�1
�	�2&"&������-�$��$���5-����  �-�����-�
����������"�����#$���� 2 �� ���) ��-#"�
"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"&� (P<0.05) ������-�$��$��  ���	�������.����"�����#$�*��-� �&��,
���������������-�
����������"�����#$���� 4 �� ���) ��	$	��$-���	��-����-�$��$����-�	���������$�1

�	�2&"&� (�������� 2 �� ���)  #�%�����.�������!����"�����#$����$���	 .��� ���)
�� 5#�% 6  
 �&��,������������������
�	���	
����$-��*&��
0�� #�%#"�"-�	������-�$��$����-�	��������$�1
�	
�2&"&.��� ���)
�� 6 (.����"�����#$�$���	
�� 2 $�� 2 �� ���) ) ( "���	
�� 5 #�% +�*
�� 5)
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"���	
�� 5   �&��,������������ (×106 �/��)�/��.) 
�	���	
��
���������������������� !��
��"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'������ (����� 0, 2, 3 #�% 4  �� ���)  .�������
 �"& 4 �� ���)   #�%.�������!����"�����#$����$���	

������"��  $-�������
��"������"�����4�#"�"-�	��� ����20	��$���#"�"-�	�����-�	��������$�1
�	  
�2&"&
���%���$����5������� 95%

������"��   �� ���)
�� 0 $�� .�������!����"�����#$�$��"���%�%����.� 1 �����#�%���	���
 �%��&��%���+��&$�������� ���)
�� 4  #����%��&��.����"�����#$�$���	
�� 2

2. Phenoloxidase specific activity
       ����&�$��%�)�&�����
�	����/�)� phenoloxidase*��-�  �&���������/�) 

phenoloxidase
�	���	
�����-�
����������"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'����� � (����� 4 �� ���)  
��$-� 336.20± 223.49 unit/min/mg protein .  /0�	#"�"-�	��-�	��������$�1
�	�2&"& (P<0.05)  ������	
���-�
����������"�����#$�� (�����  2, 3 �� ���) #�%���-�$��$��/0�	��$-� 184.48 ± 53.43, 292.72±
131.64 #�%  167.56 ± 90.06  unit/min/mg protein "��������  #�%���	�������.�������!��
��"������#$�*��-��&���������/�)� phenoloxidase��$-���	��-����-�$��$����-�	��������$�1
�	
�2&"&.�5-�	�� ���)#�� �
-�����(1 �� ���)���	�������.���) #�%��$-����	��20	�� ���)
�� 4

 �&��,������������ (X106 �/��)�/��.)5�����
���	

�� ���)
�� 0 �� ���)� 2 �� ���)� 3 �� ���)� 4 �� ���)�

0 13.89 ± 2.33a 15.30 ± 3.44ab 17.43± 2.30 b 21.55± 2.54 c

1 16.18 ± 2.84 a 20.10 ± 3.67 ab 21.03 ± 5.12 ab 22.89 ± 5.00 b

2 14.95 ± 2.63 a 15.95± 3.01 a 17.55 ± 2.09 ab 25.97 ± 6.76 b

3 15.73 ± 7.60 a 16.53 ± 9.76 a 15.65 ± 3.20 a 18.43 ± 7.19 a

4 16.80 ± 4.66 a 16.35 ± 4.32 a 15.40 ± 3.59 a 16.05 ± 4.86 a

5 14.83 ± 3.60 a 16.83 ± 2.72 a 16.45 ± 5.91 a 19.49 ± 1.94 a

6 14.80 ± 5.76 a 16.05 ± 6.27 ab 20.08 ± 4.74 ab 21.82 ± 3.59 b
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���.�������!����"�����#$����$���	 
����� �%��&��%���+��&$������.��� ���)
�� 5  #�% 6 *��-��
�&���������/�)� phenoloxidase��$-��*&��
0�� /0�	#"�"-�	��-�	��������$�1������-�$��$��.�
�� ���)
�� 6  ( "���	
�� 6 #�% +�*
�� 6)
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+�*
�� 5   �&��,������������ (×106 �/��)�/��.) 
�	���	
��
���������������������� !��
��"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'������ (����� 0, 2, 3 #�% 4  �� ���)  12345256789: 
4 ;<7=52>?@A12345256B;CDE9358@F?GH4I8G6<JK

2LM=123DE9358@F?GH 123DE9358@F�?GHG6<JKNIO 2
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"���	
�� 6  �&���������/�)� phenoloxidase (unit/min/mg protein) 
�	���	
��
��������������������
�� !����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'������� (����� 0, 2, 3 #�% 4  �� ���)  123�
45256789: 4 ;<7=52>?@A12345256B;CDE9358@F?GH4I8G6<JK

������"��  $-�������
��"������"�����4�#"�"-�	��� ����20	��$���#"�"-�	�����-�	��������$�1
�	  
�2&"&
���%���$����5������� 95%

Phenoloxidase specific activity  (unit/min/mg protein)5�����
���	

�� ���)
�� 0 �� ���)� 2 �� ���)� 3 �� ���)� 4 �� ���)�

0 167.56 ± 90.06 a 184.48 ± 53.43 ab 292.72±131.6 bc 336.20±223.49 c

1 130.15 ± 24.74 a 193.00±52.27 ab 213.49±57.11 ab 324.99± 106.5 b

2 137.22 ±94.7 a 182.12± 49.27 a 208.55± 115.69 a 233.32± 137.93 a

3 133.00± 70.08 a 124.73 ±51.31 a 129.86± 73.61 a 182.48± 77.55 a

4 108.12 ±57.07 a 99.6 ± 23.61 a 140.08 ± 75.38 a 193.14 ± 93.84 a

5 162.23±144.55 a 157.75±102.66 a 197.56± 158.50 a 265.61±227.05 a

6 155.81±129.46 a 166.31 ± 82.39 a 214.82±111.1 ab 309.03 ± 58.01 b
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+�*
�� 6  �&���������/�)� phenoloxidase (unit/min/mg protein) 
�	���	
��
���������������������� 
!����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'������ (����� 0, 2, 3 #�% 4  �� ���)  12345256
789: 4 ;<7=52>?@A12345256B;CDE9358@F?GH4I8G6<JK

3. Bactericidal activity 
���	������	
�������������!����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'������ (����� 

0, 2, 3 #�% 4  �� ���)� 
����������������	
�	#"-�%5�����
���	 ���/�������������	��������%���
'/�����$�����) 2.6 � ��)�/��") .���"���-�� 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 #�% 1:128 '�� ���
 �&��"����������	.����������% 0.5 �&��&�&"� #�%.�-�5���#�$
����� Vibrio  harveyi 
�������	.� 
TSB !��'/�����$�����) 1.5 � ��)�/��") 
����,�+��& 35 �	W��/��/��� � (����� 24 5���'�	 ���$-�
����������#�	
��$������$����  640 ��'���"� ���$-� OD �
-����0.107  /0�	���5��� Vibrio  harveyi
 �%��, 1X106 cfu/ml'��.�-�5���.�#"-�%����
��������	/��������#��������% 0.1 �&��&�&"�  
&�	
���
����,�+��&���	� (����� 3 5���'�	 ���	��������������� �&��,�5���#�$
�����'���&X����  spread 
plate �� TCBS agar  �*�������"���-�����������	
�	/�����
�������
��.�� �&��,�5���#�$
����� 
Vibrio  harveyi ���	��� 50 � ��)�/��")  ������ �����
�������control(����%���'/�����$�����) 
2.6 � ��)�/��") 0.5 �&��&�&"�����5���#�$
����� Vibrio  harveyi 0.1 �&��&�&"�) *��-� bactericidal 
activity  
�	���	
��
�����-�
�������������!����"�����#$� 3 ����/����� 1 �&'����� #"�"-�	���

2LM=123DE9358@F?GH 123DE9358@F?GHG6<JKNIO 2
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���-�$��$�� '�����-�
����������"�����#$���� 4 �� ���) ��$-� 1 : 128 /0�	��	��-����-�
��������� (�
���� 2 #�% 3 �� ���) /0�	��$-��
-����$��  1 : 64   ���������.����"�����#$�*��-�
�����-���	��$-���	
��-����-�$��$����20	�� ���)
�� 4  
�����-���$-����	��.����$��	������-�$��$�� #�%���	���.���
�����!����"�����#$����$���	  
����� �%��&��%���+��&$������.��� ���)
�� 5  #�% 6 *��-�
bactericidal activity ��$-��*&��
0�� ("���	
�� 7)

"���	
�� 7   ��"���-�����������	���
�����
�	/�����
�������2�� �&��,�5���#�$
������	 50
� ��)�/��") (bactericidal activity)  
�	���	
��
���������������������� !����"�����#$�
3 86<C/45256 1 8:R@86<CD7SHDT@5 0, 2, 3 ?@A 4  ;<7=52>�

Bactericidal  activity            5�����
���	 
�� ���)
�� 0 �� ���)� 2 �� ���)� 3 �� ���)� 4 �� ���)�

0 1 :16 1 : 64 1 : 64 1 : 128
1 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 128
2 1 :16 1 : 64 1 : 64 1 : 64
3 1 :16 1 : 32 1 : 32 1 : 64
4 1 :16 1 : 16 1 : 16 1:16 � 1 : 32
5 1 :16 1 : 32 1 : 64 1 : 64
6 1 :16 1 : 32 1 : 64 1 : 64
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��������	
����	
�

���������	
���
���������
������	��������
�������
�������	���������� ��!� ��  
����	��	���"�	��� ��#��
�����$��%
�   �����
�������!������

������&%'�	�
!'(���!'
��)������&'�
��
����"������	   ��!�����
������	�
��)�������*�����"�!)+��!'�"��,��������
��*')
��)(��������"��
,�������
��#���	��"���-�,�.��)*/%� �	���)��+�*')�����
������!'�"��,�������
��#�
��)�������� 
��!� 
��)*�$ (Litopenaeus vannamei ) (Scholz et al.,1999; Lopez et al., 2003) 
��)
����
� (Penaeus  
monodon) (Chang et al. , 2003) (�������
������"�
������	�#�
��
�"����
���.����
��$�
*')��2���&'�    
�"����
���
�)��*')�"��  prophenoloxidase activating system (Knaap,1993) 
phagocytosis ��" encapsulation (Vargas-Albores et al., 1998)   Devaraja et al. (1998) .�$!�
��)

����
��	�������'����+�������
������ 0.1 ��'���62�����7��"�"�$�� 1$�� ��������
�
�#����2�
��&'���"�%
���&'�8!���&%'�$��������)*/%� .����9��"�:" (2541) #��'����+�������
������	�
�"��� 5 ��" 10 
����!''���� 1 
�(�
��� #�
��)
����
�*�����"��: 15-20 
��� ��7��$��  3 $��
����!'
�� .�$!��	��"��� 10 
��� �	+��!$������#���'��6�� phenoloxidase �	
��
�����
*/%��$��/)

���
�)��*') bactericidal activity *')�%
���&'�  '�!�)�	����
���@��)�������&�'���	����	��
��
��!�
�$����    
��
�� ��"�:" (2543 
) ������')��	%�)
��)
����
���$�'����+�������
�����6/�)�
��
�����
�	��� Saccharomyces  cerevisiae  �	��"�����
�!�)
�� 4 �"��� �&' 0, 0.25, 0.5, ��" 1 
���/
'���� 1 
�(�
��� ��7��$��  5 ������� .�$!��!� total hemocyte count  ��)���*')
��)
����
������

���
�����')�	�������'����+�������
����� 1 
���/'����1 
�(�
��� Yano et al. (1991) 
���)��$!� ����"�.	�� (Cyprinus  carpio) �	�������'����+�������
����� �	�$����������!'��&%' 
Edwardsiella  tarda ��" Aeromonas  hydrophila

,-./01234567089:,;-,-.<=8>?@8-,1ABC4>DE4F-.,.G@H84IAJKCH8J,L4<4,H83M-N O0P9:,;-
.G0L?/5Q>RJ-GFJ<4,-.<=8F-.>?@8-,1ABC4>STQ2>SKQJ.G0L?IAJKCH8J,L4M23,H83M-N(����"������
')��
��"
'��!�) C ��)����,�������
�� ����
! total hemocyte count, phenoloxidase specific activity, 
bactericidal activity  ��"�$����������!'��&%'����	��	� Vibrio  harveyi .�$!�
���.���*')�"���
,�������
���	�$�����.��-�
���"���*')�����
������	��.���*/%� 
�!�$�&' 
��)*�$�	�������'�����
���2�
���+�������
����� 5 
���/'���� 1 
�(�
��� ��� 2 ������� �	+��
�#���!� total hemocyte count, 
phenoloxidase specific activity ��"�$����������!'��&%' Vibrio  harveyi ��)�	����     6/�)��
�!�)
��

��!��	���!�����������
�����'�!�)�	����
���@��)�����  ��" bactericidal activity  �	�!���)
$!�
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��!��	���!��������������
�������!�
��  ��!��
�!�*')')����"
'���)����,�������
��*')
��)*�$

��!��	���������������
�����#��"�����)
�!�$��!��
�!��)'�!�)�	����
���@��)�������

��)*�$
��!�
�	������� '�����
���2����+�������
����� 3 
���/'���� 1 
�(�
��� ��)��%������
����� 3 
���/
'���� 1 
�(�
��� ��7��"�����
��	���� �	��	+�#�
��������"���,�������
��*')
��)*�$����	 (�����
�����
������	��
���#��#�
�����')�	%��7�+���,�:D��
���2��	��
����
�	���� Saccharomyces  
cerevisiae  ��"+!��
���
�#��������-�E 100 ��'���62���  ��"
'�����$��%
����(���
����	��$  
6/�)��7�(���
��*')�%
����
��(�� (Manners et al., 1973)  )!���!'
�����6/��*����!�"����&'�*')
��)
��

$!������
������	����)��!+!��
���
�#��������-�E��&'
��#���	�����%)�6��� ��)��%�
�����6/���#���
��"(�����/)��7���������
$!� Suphantharika  et al. (2003) 9/
F���"���-�,�.*')���
�����
����� (��#��
��)
����
���������������
������	��	�$��������-�E 50 ��'���62���   �	��"����$��
�*��*�� 0.2 ��'���62���#�'����  ��7��"�"�$�� 3 $�� .�$!�
��
����'��6�� phenoloxidase *')

��)
����
��	������������
�����������-�E 50 ��'���62����	��
����
�	��� �	�!���)
$!�
��!��$�����	���!����
������
�"����#� C ��"
��!��	�������'����+���6����	���'�!�)�	����
���@��)����� (P<0.05)


��9/
F��$����������!'��&%'����	��	� Vibrio  harveyi .�$!������
������	�+��#�
'�����
���2����#��
��)*�$
��#��"�"�$��  2 ������� �	+��!'�$����������!'��&%' Vibrio  harveyi
*')
��)*�$  
��)*�$��

��!��	�������'����+�������
������	'����
�������
�
$!�
��!��	���!������
�����
�������" 
��)*�$�	'�����'���)*/%� ��&�'������'����+�������
�����#������:�	���)*/%� 
#�
�����')�	%.�$!�
��)���#��!$) 1-3 $����
���)��
��������&%'����	��	� (������	��	��	��*����!
��$
��)�"��


����'�!�)�$���2$ ��"
��)�	��'�����	%'��!#��,�$"�	��	��2���&'���
� ��)�)������

����
��&%'����	��	����'�!�)�!'��&�')  ���
��)��!������ ����	��	��*����'	
 (����

��9/
F�*') Lee et al.
(1995)  .�$!� ����	��	� Vibrio  harveyi  ������+�������!'�������2���&'� (hemolysin)  �
�#���
�����:��2���&'����) ��"'����7������$!���&�'
��)���������)���
��'��*�����6�����2���&'��"�*��
����'�������)���
��'� �
�#���6�����2���&'�#��"������$	�����)  ��)
�����')*')
��
�� 
��"�:" (2543*) ���')H	��6����	����*��#���$
��)�.&�'9/
F�
���'���')�!'���)���
��'��	��*��
��!��$
��)  .�$!�����)��
H	��	��� 
��)�	�����:��2���&'����)#�  1-3 ���$(�)��
 ��"'��!#��"�����
�
�)�	� ��
��%��"�!'� C �	�����:��
*/%�,��#� 24 ���$(�)���)��
H	��	���   �����@ (2545) .�$!�
#����$(�)�	�  3 ��" 6 ���)��
H	���&%'����	��	� Vibrio  harveyi �*��
������&%'*')
��)
����
�
�	�����:��2���&'���
�
$!�
��)�	���!���H	���&%''�!�)�	����
���@��)����� (P<0.05) (����%)��!���$(�)�	�
12  ��7�������
��$��6�����2���&'��	��$(����.���*/%���"�	�
��$���!��
�!�)��

��)�
���
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Chang et al. (2003) 9/
F�+�*')�����
������!'�"��,�������
��*')
��)
����
�( ��#��'����+��
�����
������	��"��� 0, 1, 2, 10  ��" 20 
���/'���� 1 
�(�
��� ��7��$�� 20 $�� ���)��
��%�H	�
��&%' WSSV .�$!� total hemocyte, phenoloxidase specific activity ���)���)��
��������&%' ��"
'�����'�*')
��)�	������������
����� 2, 10, ��" 20 
���/'���� 1 
�(�
��� �	'�����'� 55, 65
 ��" 65 ��'���62�������
����     Itami et al. (1994) ���)��$!�
��
���*')��2���&'�#�
��

����
���)���
��'�*')
��) Penaeus japonicus �	�������'����+�������
����� 0.01 ��'���62����
 ��7��$��  3 $�� ��&'�"��� 0.005 ��'���62������ 10 $�� �	�!���)*/%� ��"�	�$��������#�
��
��������!'��&%'(�������)
$!�
��)#�
��!��$������$�  

��

�����')�	%
��)*�$�	�������'�����
���2����+�������
����� 1 
���/'���� 1 
�(�
��� 
��7��$����� 2 ������� �	�"���,�������
���.���*/%����!��!��
�!�)��

��)
��!��	���!������������
����� 
(P>0.05)  #�
�����')*')��J�	 ��"�:" (2543) .�$!�
��)
����
��	�������'�����
���2����+��
�����
�����������-�E�*��*�� 1 
���/'���� 1 
�(�
���  ��� 45 $��  �	+�#�� total hemocyte count
��)
$!�
��)
��!��$����'�!�)�	����
���@��)����� (P<0.05)  �"��2����$!�
���	�
��)�����������
�����
�	��"�����	�$
�� #��"�"�$���!�)
���!)+�#���"���,�������
���	�$����
�!�)
����$� ��)��%�
��#���
�����
������'
��
�"*/%�'��!
���$��������-�E*')�����
�����  ��"�"����	�����"�����$ �"�"
�$��*')
��#���	+��!'
��
�"����,�������
�����$�


��9/
F��"�"�$��
��#�������
������	����"���!'
��
�"����,�������
��*')
��)*�$  
(����&'
�"�����
�����	�������
�"����,�������
��*')
��)*�$����	��

�����')��
 ��9/
F��"�"
�$��
��#�� (��#�������
����� 3 
���/'���� 1 
�(�
��� #��"�"�$����
�!�)
��,��#� 1 ��&'�  

��)
��!��	������������
�������� 4 �������  ��&�'��"�����"���,�������
��.�$!�  �	�"���,�������
����)

$!�
��!��	������������
����� 2, 3 ���������"
��!��$����'�!�)�	����
���@��)������(P<0.05) ��"
��)�)��)
$!�
��!��$�����!'��'	
#��!$)�	�����#�������
����� 3-4  ������� (��
�!�)��)������
�H.�"���������
)  
��
����'��6���phenoloxidase  ���)��
����#��'����+�������
����� 
��)�)�	�!���)
$!�
��!��$����  3-4 ���������!���	�$
���!� total hemocyte  ��)��%������:��2���&'��	�
���	������)�/)�	+��!'
��
����'��6�� phenoloxidase  ��&�')��
 prophenoloxidase *')
��)*�$
�!$�#�@!�"'��!#���2���&'����� granular hemocyte (Perazzolo and  Barracco, 1997)    
��)*�$
��!�
�	������������
����� 2 ��" 3 ������� 
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�	
���.���*')�"���,�������
����
�!�)��

��!��$����'�!�)�	����
���@��)�������!���	�$
��
��!��	�
������ 4 ������� ��!.�$!����)��
����#��'����+�������
�����(��#��'�����
����!���	�$
��

��!��$������%� �"���,�������
�����)��2$
$!�
��!��	������� 4 ������� ��"��&�'#��'����+��
�����
�����'	
���%)���)��
�"���,�������
�����)#
����	�)
��
��!��$���� .�$!�
��!��	�������
�����
�������� 4 ������� �	�"���,�������
���.���*/%���
�!�)��

��!�'&��#���������	� 2 *')
��

�"����'	
���%)    ��)��%�
��#��
��)*�$�����������
�����  3 
���/'���� 1 
�(�
��� ��7��$��  1 
��&'� ����#�� 1 ��&'� ��
��%��/)#��'	
���%)�	��"������"�"�"�$����!����� �	+�#�
���.����"���
,�������
��*')
��)*�$#����)*/%�#��!$)�"�"�$��*')
����	%�) 6/�)(����

����	%�)
��)*�$#���"�"
��
��	%�)��%���"��: 3 ��&'��/)  3 ��&'���/�) ��)��%�
��#�������
������.&�'
��
�"����,�������
��'�!�)
�	��"���-�,�.��"��!��7�
���.�����������
��
 �/)�$�#��
��)*�$������'�����
���2����+��
�����
������	��"��� 3 
���/'���� 1 
�(�
��� ��
$����
�&%'��'��"�"�$�� 1 ��&'� (��#��
��)*�$
�����������
�����#���&'��	� 2 *')
����	%�)
2�.	�).'�!'
��������"���,�������
��#����)�!'��&�')��
��)��&'��	� 3 *')
����	%�)  ��"
�:	�	��
��(���"���#�K����  .&%��	�#
����	�)  ��&'#��!$)�	��	
��
���	������)*')�,�.'�
�9��"�,�.�$���'�'���	
��#�������
�����#��"�����)
�!�$'�!�)
�!'��&�') ��7��$�� 2 ������� �"�
�#��
��)�	�"���,�������
����)*/%�
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���������	
���

��������	
���
������������	���������	���������������� �������	
����������!��
"��#�!���������!����$ &�'(��	�#�)�����*(������+�� , �������"��#�!����� -����+ total hemocytes 
count, phenoloxidase specific activity, bactericidal activity ����$�����������+�	��.������	��' 
Vibrio  harveyi 
�$+� 	������������������ 3 ����/����� 1 �#&����� 	(/��������0��!������ ������
	
#�������"��#�!���������!����$-��������)��������	(/�	$�� 2 ��(���*�

��������	
���
������'�	$��������	�������������	�������+��������!��"��#��!��������
�!����$ &�'(��	�#�)�����*(������+�� , �������"��#�!����� 
�$+�  �������!����$-����������
�0�	�2)��( ��	���������� 3 ����/����� 1 �#&����� 	(/�	$�� 4  ��(���*  ������������0�	�2)��(
(��#	�+�	��'$�����!+��$��!���� 4 ��(���*  3������+$���.�!����$'������������"��#�!���������$+���!+�
�$��!�  ���	�������	����������������.�
�$+��!����$�������"��#�!����������.�

�����.������	��.'����!����$������	$��(����4 90  - 110 $�� )���$����	�������������  3
����/����� 1 �#&����� 	(/�	$��  1 	�������+$�	������� 2 ������	��.'� ����'!����� 1 	���� )��
��.�)�����������.��������������'�	$��	�+�	�#� 3���)��� ������	
#�������"��#�!���������!����$������
��.������+$���'�	$��������	��.'�
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1.  �����	
��
�
��	�	
����
��������������� K-199

1.1  M-199
�	�	
����
������ Medium-199 1 ��� + NaHCO3 2.2 �
�� ���	
���
���	����� 

�
� �
���	�
!
  500 ��������


1.2  salt mixture �
��� ���

- KCl 0.4  �
��
- MgCl2.6H2O 3.3 �
��
- MgSO4.7H2O 3.0 �
��
- NaH2PO4.2H2O 0.05 �
��

��	"#��$"�%���������	
���
���	����� �
� �
��	�
&��'�� 100 ��������


1.3   NaCl
���	
 NaCl 11 �
�� &����	����� (����
� �
��	�
&��'�� 100 ���������


1.4  CaCl2.H2O 
���	
 CaCl2.H2O 0.9 �
�� &����	����� (����
� �
��	�
&��'�� 100 ��������


1.5 L-glutamin
L-glutamin 0.015 �
�� &����	����� 1 ��������
 (����
��$#	��
��	)�
��*�	� 

0.22 µm
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2.  �	
��
�
��	�	
����
������ K-199 +�	��� 100 ��������


2.1 $"�"	
���	
�	���	��  ������
-   M-199 50 ��������

-   salt mixture 10 ��������

-    NaCl 10 ��������

-   CaCl2.2H2O 10 ��������

-   L-glutamine 1 ��������

-   Hepes 0.238 �
��

�
� �
��	�
&��'�� 100 ��������
 ���
���	�����%��$#	��	
,#	�-���

2.2 �
�  pH ���
 HCl �
�� NaOH &���
.#&�-#�� 7.3-7.6

3. �	
��
�
�"	
�/������	
(*�����*�������

10%  tri � Sodium Citrate Dihydrate &��	�	
����
������ K-199

��
��

����
���
 ���
�!��
��	�  Phenoloxidase specific activity

1. "	
���	
 cacodylate buffer pH 7.4
$"�"	
���	
 0.2 M Sodium cacodylate �
��	2 50 ��������
 "	
���	
 0.2 M   HCl 

�
��	2 2.7 ��������
 �������	����� 47.3 ��������


2. L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)
L-dihydroxyphenylalanine 4 ������
��&����	����� 1 ��������


3. "	
���	
%
�����
��
�
�+	� 0.1% %
�����&� cacodylate buffer
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��
��

����
���
 ���
�!��
��	�"�
�
�

1. reagent a 
��
�
�+	� 2 % weight / Volumn Na2CO3 ���	
&� 0.1 M NaOH

2. reagent b
��
�
�+	� 0.5% CuSO4 ���	
&� 1% Potassium tartrate

3. reagent c
��
�
�+	� reagent a 50 ��������
 
����  reagent b  1 ���������


4. reagent d
��
�
�+	� Folin 1 "#�� $"��� ���	 2 "#��

��
�#���$�
!��$��������� (Total hemocytes count)

�
��	�
*�� Hemacytometer = ���	� x 
	� x ".�
= 1 mm x 1mm x 0.1mm

    = 0.1 mm3

+�	����������������� /mm3 =  ��������������%���� '���
+�	����������������� / ml3 = ��������������%���� '��� x 104 x !#	 dilution

��
�#���$�!%�

����&��� phenoloxidase

��	���&��      !#	�.�����("�%�������
�(��� 0.001  =   1   unit
      phenoloxidase specific activity =  unit/min/ mg protein
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y = 0.3472x
R2 = 0.9894
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