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ฟีนอลออกซิเดส เป็นเอนไซม์ที่มีหน้าที่สำคัญในกระบวนการเมลาไนเซชัน ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของระบบ

ภูมิคุ้มกันแต่กำเนิดในสิ่งมีชีวิตกลุ่มครัสเตเชียน ฟีนอลออกซิเดสจัดอยู่ในกลุ่มโปรตีนที่จับจำเพาะกับทองแดง 
สามารถเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนสารประกอบฟีนอลให้เป็นควิโนน  ซึ่งสามารถเกิดพอลิเมอไรเซชันต่อไปและ
กลายเป็นเมลานินซึ่งจุดดำเหลา่นี้ก่อให้เกิดความเสยีหายทางเศรษฐกิจต่ออุตสาหกรรมอาหารทะเลได้ ส่วนฮีโมไซ
ยานินเป็นโปรตีนในกลุ่มที่จับจำเพาะกับทองแดงเช่นเดียวกับฟีนอลออกซิเดส มีหน้าที่ลำเลียงออกซิเจนในเลือด
ของครัสเตเชียน และมีรายงานว่าหน่วยย่อยของฮีโมไซยานินมีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสด้วยเช่นกัน  
แต่ยังไม่มีการระบุแน่ชัดว่าหน่วยย่อยใดของฮีโมไซยานินที่มีความสามารถดั งกล่าว งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษา
ลักษณะสมบัติและหน้าท่ีของหน่วยย่อยฮีโมไซยานินชนิดใหม่ในกุ้ง Litopenaeus vannamei คือ LvHcB  จาก
การศึกษาด้านชีวสารสนเทศ พบว่า open reading frame ของยีน LvHcB ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ 2004 คู่
เบส ถอดรหัสเป็นเพปไทด์ที่มีกรดอมิโน 650 ตัว โดยกรดอะมิโน 17 ตัว เป็นเพปไทด์ส่งสัญญาณ ลำดับกรดอะมิ
โน ของ  LvHcB มี ค วาม คล้ ายกั บ  LvHcL และ  LvHcS เท่ ากั บ  69% และคล้ าย  LvproPO1 เท่ ากั บ 
44%  LvproPO2 เท่ากับ 45% และ LvproPO3 เท่ากับ 41% นอกจากนี้ LvHcB ยังมีลักษณะของโปรตีนใน
กลุ่มโปรตีนที่จับจำเพาะกับทองแดงเช่นกัน  จากการศึกษาหน้าท่ีของยีน LvHcB ในกุ้งขาวด้วยเทคนิคอาร์เอ็นเอ
อินเตอร์เฟียเรนซ์ พบว่าการลดการแสดงออกของยีน LvHcB ในกุ้งขาวด้วยการฉีด อาร์เอ็นเอสายคู่ที่จำเพาะต่อ
ยีน LvHcB เข้าสู่กุ้ง ทำให้ปริมาณทรานสคริปต์ของยีน LvHcB ลดลงโดยไม่ลดปริมาณทรานสคริปต์ของยีนอ่ืนท่ี
เกี่ยวข้องกับเมลาโนซิส และยังพบว่ากุ้งที่มีการแสดงออกของยีน LvHcB ลดลงมีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออก
ซิเดสน้อยกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ของยีน GFP  เมื่อตรวจสอบการเกิดเมลาโนซิสโดยการวัดสี
ด้วยระบบ CIE L* a* b* พบว่า ∆E value ของกุ้งที่ถูกลดการแสดงออกของยีนด้วย LvHcB dsRNA มีค่าสูงกว่า
กุ้งในกลุ่ม GFP dsRNA และ sodium metabisulfite (SMS) อย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเก็บรักษาไว้เป็นเวลา 7 วัน ที่
อุณหภูมิ 4 °C จากผลการทดลองที่ได้จึงช้ีให้เห็นว่ายีน LvHcB ไม่มีความเกี่ยวข้องในการเกิดเมลาโนซิส แต่มี
บทบาทหน้าท่ีในระบบโพรฟีนอลออกซิเดสในกุ้งขาว 
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Phenoloxidase (PO), a member of type III copper protein family, is a key enzyme of a 

melanization process in crustacean innate immune responses. PO catalyzes the conversion of 
phenols to the highly reactive quinones, which later polymerize and cause a serious melanosis 
problem in seafood industries. Hemocyanin is an oxygen-transport protein in the crustacean 
hemolymph that belongs to the same protein family as PO. Although recent findings have 
demonstrated that some subunits of hemocyanins could generate PO activity, the 
hemocyanin-derived PO activity is still largely unknown. In this study, a novel hemocyanin 
gene, LvHcB, from shrimp Litopenaeus vannamei was identified and functionally characterized. 
The complete open reading frame of LvHcB cDNA consisted of 2004 bp, encoded for 650 
amino acids with a 17 amino acid signal peptide. Sequence analysis showed that the deduced 
LvHcB protein appears to possess the characteristics of type III copper protein family and 
shares 69% and 41-45% with other shrimp hemocyanins (LvHcL and LvHcS) and 
prophenoloxidases (LvproPO1, LvproPO2, and LvproPO3), respectively. In vivo RNA interference 
(RNAi)-mediated functional analysis was then employed and the result showed that injection 
of double-stranded RNA (dsRNA) corresponding to the LvHcB gene significantly decreased the 
transcript level of LvHcB (but not other hemocyanin and proPO), and the total PO activity in 
shrimp hemocytes, compared to the GFP dsRNA-injected control. In addition, melanosis of 
shrimp was evaluated through CIE L* a* b* system. It was found that the ∆E value of shrimp 
treated by LvHcB dsRNA was significantly higher than that treated by GFP dsRNA and sodium 
metabisulfite (SMS), after storing at 4 °C for 7 days. These results indicate that LvHcB gene, but 
not involved in melanosis, plays a role in the proPO system in shrimp. 
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บทที่ 1  

บทนำ 

 จุดสีดำหรือเมลาโนซิส (melanosis) บนตัวกุ้งเป็นปัญหาสำคัญในอุตสาหกรรมการผลิตกุ้ง 
เนื่องจากจุดสีดำเหล่านี้เป็นลักษณะอันไม่พึงประสงค์โดยผู้บริโภค ทำให้คุณค่าทางเศรษฐกิจของกุ้ง
ลดลง เมลาโนซิสเกิดจากปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) ของสารประกอบฟีนอล ซึ่ง
เป็นผลมาจากการทำงานของเอนไซม์ประเภทไทโรซิเนส (tyrosinase) ชนิดหนึ่ง คือ ฟีนอลออกซิเดส 
(phenoloxidase ; PO) โดยปฏิกิริยาดังกล่าวเกิดขึ้นหลังจากการเก็บเกี่ยวกุ้ง เพ่ือยับยั้งหรือชะลอ
ปฏิกิริยาเกษตรกรผู้ผลิตจึงมักใช้สารเคมีเป็นวิธีหลักแต่อย่างไรก็ตามการใช้สารเคมีทำได้อย่างจำกัด
เนื่องจากถูกบังคับด้วยข้อกำหนดต่าง ๆ เพ่ือความปลอดภัยของอาหาร  ดังนั้น การค้นหาเอนไซม์ที่
เป็นตัวการให้เกิดเมลาโนซิสในกุ้งจึงเป็นสิ่งจำเป็นเพื่อให้การใช้สารมีประสิทธิภาพมากขึ้น  

 ฮีโมไซยานิน เป ็นโปรตีนที ่ม ีหน้าที ่ขนส่งออกซิเจนในระบบไหลเวียน (circulatory 
system) ของ อาโทรพอดและมอลลัสก์ แต่นอกจากหน้าที่ลำเลียงออกซิเจนแล้ว ฮีโมไซยานินยังมี
หน้าที่สำคัญในระบบภูมิคุ้มกัน หนึ่งในบทบาทที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของฮีโมไซยานิน คือ 
กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) ซึ่งคุณสมบัตินี้ของฮีโมไซยานินทำให้ 
ฮีโมไซยานินสามารถเร่งปฏิกิริยาการเกิดจุดดำ (melanization) ในกุ้งขาวแปซิฟิกได้ และฮีโมไซยานิน
สามารถเร่งการเกิดจุดดำได้เป็นเวลานานหลังจากการแช่แข็งกุ้งขาว (García-Carreño, Cota, และ 
Navarrete del Toro, 2008) แต่การศึกษาการทำงานของยีน ฮีโมไซยานินที่เกี่ยวข้องกับการเกิด 
เมลาโนซิสยังมีอยู่จำกัดและยังต้องการการค้นคว้าอยู่อีกมาก  

 เป้าหมายของงานวิจัยชิ้นนี้ คือ ศึกษาลักษณะสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิส
ในกุ้งขาวแปซิฟิก (Litopenaeus vannamei) โดยงานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค อาร์เอ็นเอ อินเทอร์เฟอเร็นซ์ 
(RNA interference ; RNAi) เพ่ือลดการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน HcB  ในการทดลองได้ใช้ 
อาร์เอ็นเอสายคู่ (double-stranded RNA ; dsRNA) เพ่ือลดการแสดงออกของยีน จากนั้นใช้เทคนิค  
semi-quantitative RT-PCR เพ่ือตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน ต่อมานำกุ้งที่ถูกลดการ
แสดงออกของยีนมาตรวจวัดระดับกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส และ การเกิดเมลาโนซิส ผล
จากการทดลองนี้คาดว่าจะทำให้ทราบหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน HcB  ต่อกิจกรรมฟีนอลออกซิเดส 
และสาเหตุของการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งชัดเจนมากขึ้น นำไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมอาหารทะเลที่
ยั่งยืน 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1. ศึกษาลักษณะสมบัติของยีนฮีโมไซยานิน HcB  ในกุ้งขาวแปซิฟิก (Litopenaeus 

vannamei)  

 2. ตรวจสอบการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน HcB 

 3. ศึกษาหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน HcB โดยใช้เทคนิค RNA interference 

 4. ศึกษาผลของการลดการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน HcB ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 

ฟีนอลออกซิเดส และการเกิดเมลาโนซิส  
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บทที่ 2  

วารสารปริทัศน ์ 

2.1 กุ้งขาวแปซิฟิก (Litopenaeus vannamei) 

2.1.1 อนุกรมวิธานของกุ้งขาวแปซิฟิก 

Litopenaeus vannamei มีชื่อเรียกสามัญว่า Whiteleg shrimp หรือเรียกในภาษาไทยว่า 

กุ้งขาวแปซิฟิก ซึ่งเป็นสมาชิกของไฟลัม Arthropoda สิ่งมีชีวิตในไฟลัมนี้มีลักษณะลำตัวและขา

เป็นข้อปล้อง มี โครงร่างแข็งภายนอกเป็นไคติน (chitin) (Bailey-Brock และ Moss, 1992) และมี

การลอกคราบ (molting) เพ่ือการเจริญเติบโต กุ้งขาวแปซิฟิกได้รับการจัดหมวดหมู่ให้เป็นสมาชิก

ของ ซับไฟลัม Crustacea ที่มีจำนวนสปีชีส์มากถึง 45,000 สปีชีส์ (Green และ Gordon, 2018)  

อยู่ในคลาส Malacostraca อันเป็นคลาสที่ใหญ่ที่สุดในซับไฟลัม Crustacea โดยสัตว์ทะเลที่เป็น

อาหารของมนุษย์ส่วนใหญ่ถูกจัดอยู่ในคลาสนี้ (Thorp และ Rogers, 2011) และกุ้งขาวแปซิฟิกได้รับ

การจัดให้ อยู่ ในออร์ เดอร์  Decapoda ตระกูล  Penaeidae โดยมีการจัดอนุ กรมวิธานของ 

กุ้งขาวแปซิฟิกโดยละเอียดตามด้านล่าง ดังนี้ 

Domain: Eukaryota 
    Kingdom: Metazoa 
        Phylum: Arthropoda 
            Subphylum: Crustacea 
                Class: Malacostraca 
                    Subclass: Eumalacostraca 
                        Order: Decapoda 
                            Suborder: Dendrobranchiata 
                                Superfamily: Penaeoidea 
                                    Family: Penaeidae 
                                        Genus: Litopenaeus 

   Species: Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) 
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2.1.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

กุ้งในตระกูล Penaeidae มีลำตัวที ่ยาวและแบนด้านข้าง มีตัวและขาสีขาว ร่างกายมี

ลักษณะเป็น ข้อปล้อง แต่ละข้อปล้อง เรียกว่า somite บริเวณส่วนที่เรียกว่า cephalothorax มา

จากการรวมกันของหัวที่ มี 5 somite และ อก (thorax) 8 somites ซึ่ง cephalothorax นี้จะมี 

carapace มาปกคลุม  (รูปที่ 2.1)  กุ้งในตระกูลนี้จะมีกรี (rostrum) ที่ยาวออกมา ในกุ้งขาวจะมี 

ฟันกรีอยู่ด้านบน 8-9 อัน ด้านล่าง 1-3 อัน (Bailey-Brock และ Moss, 1992)   นอกจากนี้ ส่วนหัว

ของกุ้งตระกูล Penaeidae ประกอบด้วยรยางค์คู่ของ antennules  antennae  mandibles  

maxillules  และ maxillae  ส่วน thorax ประกอบด้วย maxillipeds 3 คู่ ขาเดิน (pereopods) 5 

คู่ โดย pereopods 3 คู่แรกมี chela ใช้เพ่ือจับกินอาหารอยู่ที่ปลายรยางค์  ในขณะที่ 2 คู่หลัง ไม่มี 

chela  ส่วนลำตัว (abdomen) ประกอบด้วย 6 somite  โดยใน 5 somite แรก มีขา 5 คู่ใช้ว่ายน้ำ

ไปด้านหน้า  ขาคู่สุดท้ายคือ uropod ใน somite ที่ 6 ใช้ว่ายน้ำไปด้านหลังอย่างรวดเร็ว  โดยใน 

somite ที่ 6 นี้มีช่องเปิดเป็นทวารหนักอยู่ด้านล่างลำตัว (Dall และคณะ, 1990)  กุ้งขาวแปซิฟิก

เติบโตเต็มที่พร้อมผสมพันธุ์เมื่อมีอายุ 6-7 เดือน (รูปที่ 2.2) ซึ่งตัวเมียจะมีน้ำหนักประมาณ 28 กรัม 

หนักกว่ากุ้งตัวผู้ที่มีน้ำหนักประมาณ 20 กรัม (FAO, 2006) 

 
รูปที่ 2.1 ลักษณะทางกายภาพภายนอกของกุ้งในตระกูล Penaeidae   

ที่มา : Corteel และคณะ (2013) 
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รูปที่ 2.2  แม่พันธุ์กุ้งขาวแปซิฟิก  

   ที่มา : FAO (2006) 

2.1.3 ถิ่นที่อยู่อาศัยเดิม  

กุ้งขาวแปซิฟิกมีต้นกำเนิดในมหาสมุทรแปซิฟิกตะวันออก บริเวณชายฝั่งของเมืองทูม 
(Tumbes) ประเทศเปรู (Peru) ครอบคลุมพ้ืนที่จนถึงเมืองโซโนรา (Sonora) ประเทศเมกซิโก 
(Mexico) (Pérez Farfante และ Kensley, 1997) สภาพแวดล้อมตามธรรมชาติโดยทั่วไปที่กุ้งขาว
สามารถเติบโตได้เป็นบริเวณที่น้ำมีอุณหภูมิมากกว่า 20 °C ตลอดปี (FAO, 2006) อย่างไรก็ตาม
อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเติบโตจะแตกต่างไปในแต่ละช่วงอายุ สำหรับกุ้งขนาดเล็กประมาณ 1 กรัม 
อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 23-30 °C ในขณะที่กุ้งขนาด 12-18 กรัม อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 
30 °C (Briggs และคณะ, 2004) กุ้งขาวแปซิฟิกยังสามารถอาศัยอยู่ในน้ำที่มีความเค็มระดับต่าง ๆ 
ในช่วงกว้าง 0.5-45 ppt แต่ความเค็มที่เหมาะสมคือ 7-34 ppt (Wyban และ Sweeney, 1991)  
ซึ่งการที่กุ้งขาวสามารถอยู่ในน้ำที่มีความเค็มและอุณหภูมิได้หลายระดับทำให้กุ้งขาวแปซิฟิก
กลายเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่สามารถนำไปเพาะเลี้ยงในดินแดนแถบอ่ืนได้   

2.1.4 การเลี้ยงกุ้งขาวแปซิฟิกในประเทศไทย 

กุ้งขาวแปซิฟิกได้ถูกนำเข้ามาเพ่ือทดลองเลี้ยงในเอเชียเป็นครั้งแรกในช่วงปี พ.ศ. 2521-

2522 ต่อมาไต้หวันได้นำเข้ากุ้งขาวเชิงพาณิชย์ในปี พ.ศ. 2539  จากนั้นไม่นาน ประเทศอ่ืน ๆ ใน

เอเชีย เช่น ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย เวียดนาม ไทย มาเลเซีย และ อินเดียจึงได้เริ่มนำเข้ากุ้งขาวในช่วงปี 

พ.ศ. 2543-2544  สาเหตุหลักที่ทำให้ประเทศเหล่านี้นำเข้ากุ้งขาวแปซิฟิก เนื่องมาจากปัญหาการ

เติบโตช้าและความอ่อนแอต่อโรคของกุ้งสายพันธุ์เดิม ได้แก่ P. chinensis ในจีน และ P. monodon 

ในประเทศอ่ืนของเอเชีย (Briggs และคณะ, 2004) 
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ในประเทศไทย ได้เริ่มนำกุ้งขาวเข้ามาทดลองเลี้ยงในปี พ.ศ. 2541 แต่ไม่ประสบความสำเร็จ  

ต่อมาในปี พ.ศ. 2545 กรมประมงได้อนุญาตให้นำพ่อแม่พันธุ์ปลอดเชื้อเข้ามาเลี้ยง (Specific 

Pathogen Free; SPF) ในปีถัดมา พ.ศ. 2546 กุ้งกุลาดำในประเทศไทยได้ประสบปัญหากุ้ง มี 

ขนาดเล็ก มีน้ำหนักเพียง 3-5 กรัม (สำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์กรมหาชน), n.d.) และ

ราคากุ้งตกต่ำ ทำให้ เกษตรกรขาดทุนจำนวนมาก ประกอบกับเกษตรกรบางกลุ่มได้ประสบ

ความสำเร็จในการเลี้ยงกุ้งขาว ทำให้เกษตรกรหันมาเลี้ยงกุ้งขาวแปซิฟิกกันมากขึ้น อย่างไรก็ต าม  

ในปี พ.ศ. 2555 กุ้งขาวแปซิฟิกประสบปัญหาการระบาดของโรคตับวายเฉียบพลัน (Early Mortality 

Syndrome; EMS) ทำให้ ในปี  พ.ศ. 2556 ประเทศไทยมีน้ ำหนักผลผลิตกุ้ งรวมลดลงจากปี   

พ.ศ. 2555 มากถึงร้อยละ 46.62 และมูลค่าลดลงร้อยละ 23.22 (กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติ 

การประมง ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2015)  ซึ่งสถานการณ์การเลี้ยงกุ้งปัจจุบันใน

ประเทศกำลังดีขึ้นเรื่อย ๆ อันเป็นผลมาจากความร่วมมือระหว่างเกษตรกรผู้ผลิตและกรมประมง  

(กองนโยบายและยุทธศาสตร์พัฒนาการประมง กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติการประมง, 2020) 

การเลี้ยงกุ้งในประเทศไทยมี 2 ประเภท คือ การเลี้ยงแบบกึ่งพัฒนาและแบบพัฒนา  

การเลี้ยงประเภทกึ่งพัฒนาใช้บ่อเลี้ยงที่มีขนาดโดยเฉลี่ยอยู่ที่ 10 - 25 ไร่ มีการใช้เครื่องเติมอากาศ 

และปล่อยกุ้งในบ่อในอัตราเบาบาง อีกประเภท คือ การเลี้ยงแบบพัฒนา เป็นการเลี้ยงกุ้งที่มีการ

จัดการที่ดี มีการควบคุมอุณหภูมิ โรค มีระบบการถ่ายเทน้ำและให้ออกซิเจน การเลี้ยงประเภทนี้ใช้

พ้ืนที่ 1-10 ไร่ ปล่อยกุ้งลงบ่อในอัตราหนาแน่นและให้อาหารวันละ 3-5 มื้อ  ในปี พ.ศ. 2561 

ประเทศไทยมีจำนวนฟาร์มเลี้ยงกุ้งแบบกึ่งพัฒนา (semi-intensive) 2,958 ฟาร์ม และแบบพัฒนา 

(intensive) 19,553 ฟาร์ม (กองนโยบายและยุทธศาสตร์พัฒนาการประมง กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์

สถิติการประมง, 2020) 

2.1.5 สถิติผลผลิตและมูลค่าการเลี้ยงกุ้งทะเลของประเทศไทย 

ในปี พ.ศ. 2561 ประเทศไทยผลิตกุ้งทะเล 374,374 ตัน ซึ่งเพ่ิมขึ้นจากปี 2560 ร้อยละ 
4.08 และมูลค่า 60,976 ล้านบาท ลดลงจากปีที่ แล้วร้อยละ 1.41  เฉพาะกุ้ งขาวแปซิ ฟิก  
ปี พ.ศ.2561 มีผลผลิตอยู่ที่ 357,933 ตัน หรือร้อยละ 95.61 ของผลผลิตกุ้งทะเลทั้งหมด คิดเป็น
มูลค่าประมาณ 56,978 ล้านบาท หรือร้อยละ 93.44 ของมูลค่ากุ้งทะเลทั้งหมดในประเทศไทย (กอง
นโยบายและยุทธศาสตร์พัฒนาการประมง กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติการประมง, 2020) แม้ประเทศ
ไทยจะยังไม่สามารถผลิตกุ้งทะเลได้เท่าปี  พ.ศ. 2554 ซึ่งเป็นปีที่ไทยผลิตกุ้งทะเลได้มากที่สุดใน
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ระยะเวลา 10 ปีก็ตาม แต่ข้อมูลจาก FAO (2020) ระบุว่าปี 2561 ประเทศไทยผลิตกุ้งขาวติดอันดับ 
6 ของโลก  

ตารางที่ 2.1 ปริมาณและมูลค่าผลผลิตกุ้งขาวแปซิฟิกตั้งแต่ พ.ศ. 2552-2561 

ป ี

ปริมาณ
ผลผลิตกุ้ง
ทะเลรวม 

(ตัน)  

มูลค่าผลผลิต
กุ้งทะเลรวม 
(ล้านบาท) 

ปริมาณ
ผลผลิตกุ้งขาว
แปซิฟิก (ตัน) 

มูลค่าผลผลิต
กุ้งขาวแปซิฟิก 

(ล้านบาท) 

ปริมาณ
ผลผลิตกุ้ง
ทะเลอื่นๆ 

(ตัน) 

มูลค่าผลผลิต
กุ้งทะเลอื่น ๆ 
(ล้านบาท) 

2552 575,097.99 61,259.39 571,188.58 60,646.80 3,909.402 612.599 

2553 559,644.35 59,910.32 553,899.05 59,086.01 5,745.301 824.302 

2554 611,194.18 76,351.09 603,226.72 75,059.11 7,967.458 1,291.981 

2555 609,552.33 76,793.48 588,369.91 72,789.13 21,182.413 4,004.35 

2556 325,395.00 58,963.75 310,705.19 55,781.87 14,689.806 3,181.883 

2557 279,907.00 52,317.53 263,245.00 48,511.10 16,662 3,806.427 

2558 294,740.00 47,171.71 281,918.00 44,260.62 12,822 2,911.086 

2559 334,434.00 55,869.90 321,542.00 52,858.68 12,892 3,011.226 

2560 359,697.00 61,850.65 346,309.00 58,627.37 13,388 3,223.272 

2561 374,374.00 60,976.33 357,933.00 56,978.03 16,441 3,998.306 

ที่มา: กองนโยบายและยุทธศาสตร์พัฒนาการประมง กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติการประมง, 2020 
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2.2 เมลาโนซิส (melanosis)  

เมลาโนซิส หรือ จุดดำ เกิดจากการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ชื่อ ฟีนอลออกซิเดส ซึ่งมี

หน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ของสารกลุ่มฟีนอล (phenols) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารกลุ่ม

ควิโนน และตามด้วยการเกิด polymerization ระหว่างควิโนน ฟีนอล และกรดอะมิโน ได้ผลิตภัณฑ์

ต่อมาเป็นโมเลกุลสีน้ำตาล เรียกว่า เมลานิน (melanin) ซึ่งปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันที่เกิดขึ้น

ภายหลังนี้ไม่จำเป็นต้องใช้เอนไซม์ช่วยเร่งปฏิกิริยา  เมลานินที่ถูกสร้างขึ้นในลำดับสุดท้ายของ

ปฏิกิริยานี้ เป็นเม็ดสีที่มีลักษณะเป็น heterogeneous polymer และเป็นเม็ดสีที่ปรากฏทั่วไปใน

สิ่งมีชีวิตแทบทุกอาณาจักร (kingdom) และมีความหลากหลายทั้งในด้านโครงสร้าง แหล่งกำเนิด 

องค์ประกอบ ขนาด รวมทั้งหน้าที่ที่ต่างกันออกไปในแต่ละชนิดสิ่งมีชีวิต เมลานินที่พบในสัตว์ส่วน

ใหญ่คือ eumelanin มีสีดำน้ำตาล และ pheomelanin มีสีส้มแดง เมลานินทั้งสองชนิดมาจาก

การไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) ของ L-tyrosine (Solano, 2014) ในสิ่งมีชีวิต เมลานินมี

หน้าที่ทีหลากหลาย เมลานินมีฤทธิ์ต่อต้านจุลินทรีย์ (Söderhäll และ Ajaxon, 1982: Ourth และ 

Renis, 1993)  และเมลานินยังทำให้เกิดการ encapsulate ปรสิตที่เข้ามาในร่างกายของ host ได้ 

(Kumar และคณะ, 2003) รวมทั้งปิดบาดแผลบน cuticle ด้วย melanin plug (Plaistow และคณะ

, 2003)  ในไฟลัมอาโทรพอด เมลานินช่วยให้ cuticle แข็งแรงมากขึ้นและทำให้ปกป้องตัวเองจาก

อันตรายตามธรรมชาติ เช่น ปรสิต ได้ (St. Leger, Cooper, และ Charnley, 1988; Hajek และ St. 

Leger, 1994) ก ารแ ข็ งตั ว ข อ ง เป ลื อ ก ข อ งอ า โท รพ อด อ าศั ย ก าร ท ำ งาน ขอ งเอน ไซ ม์  

ฟีนอลออกซิ เดสที่ อยู่ ใต้ชั้น  epicuticle (รูปที่  2.3) เอนไซม์จะทำหน้าที่ เร่งการสั งเคราะห์   

quinone และนำไปสู ่การสะสมของเมลาน ินในชั ้น  exocuticle (รูปที่  2.3) และทำให้เกิด 

sclerotization ซึ่ งเป็ นการ cross-link กันระหว่างเมลานิน  โปรตีน  และไคติน  เปลือกของ 

อาโทรพอดจึงแข็งแรงขึ้น (Sugumaran, 1998) และนอกจากนี้ สิ่งมีชีวิตในกลุ่มครัสเตเชียนยัง 

อาศัยการสะสมแคลเซียมในเปลือกชั้น exo- และ endocuticle (รูปที่  2.3) ทำให้เปลือกของ 

อาโทรพอดทนทานต่อสิ่งแวดล้อมมากขึ้น (Andersen, Peter, และ Roepstorff 1996; Andersen, 

2010; Terwilliger, 1999) เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสที่มีการทำงานอยู่ที่เปลือกของอาโทรพอดมาจาก

การสังเคราะห์ภายในเซลล์ฮีโมไซต์โดยถูกขนส่งมาที่ cuticle ผ่านชั้น epidermis (รูปที่ 2.3) ในรูปของ 

zymogen เรียกว่าโพรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase) (Ashida และ Brey, 1995) ซึ่งต่อมา

ได้พบว่านอกจากฟีนอลออกซิเดสแล้วฮีโมไซยานินก็มีการสะสมอยู่ ที่ เปลือกของครัสเตเชียน
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เช่นเดียวกัน (Adachi และคณะ, 2005) โดยบริเวณที่มักพบเมลาโนซิส  คือ เซฟาโลทอแรกซ์ 

(cephalothorax) และข้อต่อต่าง ๆ บนตัวกุ้ง (Ogawa และคณะ, 1984)  

 

  รูปที่ 2.3  โครงสร้างชั้น cuticle ของ arthropods 

  ที่มา: Moret และ Moreau (2012) 

2.2.1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเกิดเมลาโนซิส  

 เมลาโนซิสแม้ไม่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภคแต่สื่อถึงกุ้งที่มีคุณภาพต่ำทั้งในด้านรูปลักษณ์

ภายนอก รวมถึงความสดใหม่ของผลผลิต มีอายุเก็บรักษาสั้นลง และไม่เป็นที่ต้องการของตลาดทำให้

คุณค่าทางเศรษฐกิจของกุ้งลดลง การเกิดเมลาโนซิสมีปัจจัยมากมายเข้ามาเกี ่ยวข้อง ทั ้งในด้าน 

สายพันธุ์ รวมถึงช่วงการลอกคราบ (molting cycle) ของครัสเตเชียน นอกจากนี้ เมลาโนซิสอาจ

เป็นผลมาจากการจัดการกุ้งในระหว่างและหลังการเก็บเกี่ยวกุ้งที่ไม่ดี ทำให้มีจุดดำมากขึ้น (Bartolo 

และ Birk, 1998) เมลาโนซิสสามารถเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็วภายใน 2-3 ชั่วโมงหลังการเก็บเกี่ยวและ

สัมผัสกับออกซิเจน (Gokoglu และ Yerlikaya, 2008) ปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อการเกิดเมลาโนซิส ได้แก่ 

สายพันธุ์ เพศ 

 ระดับความรุนแรงของการเกิดเมลาโนซิสมีความแตกต่างกันในครัสเตเชียนแต่ละสายพันธุ์ 

ทั้งนี้เนื่องมาจากหลายปัจจัย เช่น ปริมาณสารตั้งต้นในปฏิกิริยา ปริมาณของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 

หรือระดับกิจกรรมของเอนไซม์  ซึ่งได้มีงานวิจัยพบว่า pink shrimp (Penaeus duorarum) ที่มีการเกิด 

เมลาโนซิสอย่างรวดเร็วมี PO activity สูงกว่ากุ้งขาวแปซิฟิก (Montero, Ávalos, และ Pérez-

Mateos, 2001; Simpson, Marshall, และ Otwell, 1987) และงานวิจัยอีกชิ้นระบุว่าบริเวณหาง
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ของ South african lobster (Palinurus gilchristi) มีเมลาโนซิสน้อยกว่า Florida spiny lobster 

(Panulirus argus) เนื่องจากมีความเข้มข้นของกรดอะมิโนไทโรซีนที่เป็นสารตั้งต้นของเมลานินต่ำ

กว่ า  (Koburger, Miller, และ  Otwell, 1985)  นอกจากปั จจัยด้ านสายพันธุ์ แล้ ว  เพศของ 

ครัสเตเชียนก็มีความเกี่ยวข้องด้วยเช่นกัน เช่น fairy shrimp (Streptocephalus dichotomus) 

เพศผู้มี PO activity เพียงหนึ่งในสามของเพศเมียเท่านั้น (Plaistow และคณะ, 2003) ในขณะที่ 

rose shrimp (Parapenaeus longirostris) เพศผู้พบว่ามี PO activity เป็นสองเท่าของเพศเมีย 

(Bono และคณะ, 2010) 

 การลอกคราบ (molting cycle) 

 เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีความเกี่ยวข้องกับการลอกคราบของอาโทรพอด เนื่องจากในการ

ทำให้เปลือกของอาโทรพอดแข็งขึ้น (sclerotization) เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสจำเป็นต้องเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของสารกลุ่มฟีนอลเพ่ือเพ่ิมสารตั้งต้นที่ เป็นส่วนหนึ่งของ sclerotization  ดังนั้น  

ครัสเตเชียนในระยะ premolt จึงมีเอนไซม์ในเลือดสูงขึ้น (Summers, 1967) มีการสะสมและ

สังเคราะห์สารตั้งต้นของเมลานินเพ่ิมมากขึ้น และ PO activity เพ่ิมสูงขึ้นเช่นกัน (Cobb, 1977)  

ซึ่งงานวิจัยเหล่านี้มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ferrer และคณะ (1989) ที่พบว่า cuticle ของ

ลอบสเตอร์ P. argus ในระยะ late premolt มีเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในปริมาณสูง และมีปริมาณ

ต่ำลงในระยะ intermolt และ early premolt และงานวิจัยของ Ogawa และคณะ (1983) ได้พบว่า 

ในระยะ late premolt ของ P. laevicauda มีการเกิดเมลาโนซิสมากที่สุด ต่อมาในปี 1994  

Ali และคณะ พบว่าเมื่อนำหางของ P. argus ที่อยู่ในระยะ intermolt มาเก็บรักษาในน้ำแข็งเป็น

เวลา 12 วัน พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงของ PO activity ในชั้น cuticle แต่ P. argus ที่อยู่ในระยะ 

late premolt มี PO activity ที่เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องตลอดการเก็บรักษาในน้ำแข็ง 12 วัน อย่างไรก็

ตาม โดยทั่วไปในขณะที่กุ้งลอกคราบและหลังลอกคราบใหม่ ๆ  เกษตรกรจะพยายามหลีกเลี่ยง 

การจับกุ้งเนื่องจากกุ้งมีเปลือกนิ่มทำให้มีมูลค่าต่ำ (ศูนย์ศึกษาการพัฒนาอ่าวคุ้งกระเบน อัน

เนื่องมาจากพระราชดำร,ิ 2013) 

 การเก็บเกี่ยวผลผลิต 

 จากงานวิจัยของ Bartolo และ Birk (1998) รายงานว่าการจับครัสเตเชียนที่รุนแรงทำให้ 

Norway lobster (Nephrops norvegicus) เกิดความเสียหาย เช่น ก้ามหลุด และมีผลให้ เกิด 

เมลาโนซิสเพ่ิมขึ้นหลังจากนำลอบสเตอร์มาแช่เย็นในน้ำแข็ง ในปี 1983 Ogawa และคณะพบว่า 
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การสร้างบาดแผลใน P. japonicus ขณะมีชีวิตทำให้เกิดเมลาโนซิสบริเวณบาดแผลภายในหนึ่งวัน

หลังการแช่เย็น และหากบาดแผลนั้นมีขนาดใหญ่การเกิดเมลาโนซิสหลังการแช่เย็นในน้ำแข็งก็จะมี

มากขึ้นตามไปด้วย ซึ่งทำให้ คาดว่าออกซิเจนและความเครียดเป็นปัจจัยสำคัญท่ีทำให้เกิดเมลาโนซิส 

2.2.2 การควบคุมเมลาโนซิส 

 การควบคุมเมลาโนซิสและการป้องกันการเน่าเสียมักใช้วิธีการแช่กุ้งให้เย็นทันทีหลังนำกุ้ง

ออกจากบ่อเลี้ยง (Martı´nez-Alvarezและคณะ, 2007) แต่การใช้ความเย็นทำได้เพียงชะลอการเกิด 

เมลาโนซิส เท่านั้น ดังนั้น เกษตรกรจึงจำเป็นต้องใช้สารเคมีร่วมด้วย ซึ่งการใช้สารเคมีต้องใช้ใน

ปริมาณจำกัดภายใต้การควบคุมของกฎหมาย การป้องกันการเกิดเมลาโนซิสจำเป็นต้องควบคุม 

ตัวแปรในสภาวะการเก็บรักษา เช่น ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) อุณหภูมิ และสารเคมียับยั้ง 

ฟีนอลออกซิเดส (Nirmal และ Benjakul, 2012)  สารเคมีที่ใช้เพ่ือควบคุมเมลาโนซิสอย่างแพร่หลาย 

คือ โซเดียมเมแทไบซัลไฟต์ (sodiuim metabisulphite ; SMS) วิธีการโดยทั่วไปคือ หลังจากนำกุ้ง

ออกจากบ่อเลี้ยงให้แช่กุ้งในซัลไฟต์และสารต้านเมลาโนซิสอ่ืนทันทีเพ่ือยับยั้งการทำงานของ 

ฟีนอลออกซิ เดสอย่างรวดเร็ว  (Carmen และคณะ, 2005; Martínez-Alvarez, Montero และ 

Gómez-Guillén, 2005) แต่สารเคมีไม่สามารถหยุดเมลาโนซิสได้ทั้งหมด ดังนั้นจึงต้องใช้สารเคมีอย่าง

ต่อเนื่อง (Gonçalves และ de Oliveira, 2016) องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (Food 

and Drug Administration: FDA) ได้ประกาศปริมาณซัลไฟต์ให้มีในเนื้อกุ้งได้ไม่เกิน 100 ppm 

เช่นเดียวกับประกาศกระทรวงสาธารณสุขได้ระบุไว้ในปี พ.ศ. 2527 ความว่า เนื้อกุ้งดิบมีปริมาณ

ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) ได้ไม่เกิน 100 ppm และในเนื้อกุ้งสุกไม่เกิน 30 ppm โดยปริมาณ

ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ได้มาจากการคำนวณปริมาณสารกลุ่มซัลไฟต์ด้วยตัวแปร (factor) ที่กระทรวง

สาธารณสุขกำหนด สารกลุ่มซัลไฟต์ที่ต้องนำมาคำนวณ ได้แก่ sulfur dioxide,  sodium sulfite, 

sodium hydrogen sulfite, sodium metabisulfite,  potassium sulfite,  potassium 

metabisulfite และ sodium thiosulfate (กระทรวงสาธารณสุข , 2018)  ซึ่งจากงานวิจัยของ 

Otwell และ Marshall (1986) รายงานว่ า การแช่กุ้ ง   P. duorarum หรือ  pink shrimp ใน 

โซเดียมไบซัลไฟต์ 1.25% เป็นเวลา 1 นาทีนั้น สามารถชะลอการเกิดเมลาโนซิสได้ โดยในวันที่ 12 

ของการเก็บรักษาพบเมลาโนซิสบนตัวกุ้งเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ในขณะที่การใช้ 2.5% โซเดียม 

ไบซัลไฟต์ไม่พบเมลาโนซิสบนตัวกุ้งเลยในวันที่  12 ของการเก็บรักษา ซึ่งจากงานของ Andrade  

และคณะ (2015) ได้กล่าวถึงการแช่กุ้งขาวแปซิฟิกใน SMS เข้มข้น 1  2  3  และ 4% พบว่ากุ้งขาวที่

แช่ใน 1 และ 2% SMS มีปริมาณ SO2 ในกล้ามเนื้อไม่ถึง 100 ppm และในปี 2002 Rotllant และ
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คณะ ได้ศึกษาความเข้มข้นของโซเดียมเมตาไบซัลไฟต์และการแช่แข็งที่มีต่อการเกิด เมลาโนซิสในกุ้ง 

Aristeus antennatus หรือ rose shrimp พบว่าการแช่กุ้งในโซเดียมเมตาไบซัลไฟต์เข้มข้น 2.4%  ทำ

ให้มี SO2 ตกค้างในกล้ามเนื้อกุ้ง 77-78 ppm ซึ่งไม่พบความแตกต่างของ SO2 ในกล้ามเนื้อเมื่อแช่กุ้ง

ใน SMS ที่ 5 นาที และ 10 นาที ซึ่งปริมาณ SO2 เป็นไปตามประกาศของ FDA และกระทรวง

สาธารณสุขของไทย อย่างไรก็ตาม นอกจากนี้  Marshall และ Otwell (1986) ได้ทดสอบวิธี 

การทำอาหารว่ามีผลต่อปริมาณ SO2 ในเนื้อกุ้งหรือไม่ Marshall และ Otwell พบว่ากุ้งที่ผ่านการแช่ 

1.25% SMS เป็นเวลา 1 นาที เมื่อนำมาปรุงสุกด้วยการย่าง ทอด และต้ม ไม่ทำให้ปริมาณ SO2 

ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ (α=0.05) แต่การผัดสามารถลดปริมาณ SO2 ไปได้ 51% เนื่องจากอุณหภูมิ

การผัดที่สูงกว่า และพบว่าการล้างกุ้งไม่สามารถลดปริมาณ SO2 ในเนื้อกุ้งได้ ดังนั้นจึงเป็นไปได้ที่

ปริมาณ SO2 ที่ตกค้างในเนื้อกุ้งสุกมีเกินค่ามาตรฐาน 30 ppm หากนำกุ้งดิบที่มีสารกลุ่มซัลไฟต์เจือ

ปนเกินค่ามาตรฐานมาปรุงอาหาร 

การใช้ซัลไฟต์ผิดวิธีทำให้ประสิทธิภาพของซัลไฟต์ลดลง ตัวอย่างพฤติกรรมการใช้ซัลไฟต์

ป้องกันเมลาโนซิสในกุ้งอย่างไม่ถูกต้อง ได้แก่ การโรยผงซัลไฟต์บนตัวกุ้ง การใช้กระบอกฉีดน้ำพ่น

สารละลาย ซัลไฟต์ลงบนตัวกุ้ง การแช่กุ้งในสารละลายซัลไฟต์ซ้ำหลายครั้ง และการละลายซัลไฟต์

เยอะเกินไป      การใช้สารเคมีที่ผิดวิธีนี้ทำให้กุ้งมีสารซัลไฟต์ตกค้างเกินค่าที่กำหนด และทำให้  

ซัลไฟต์กระจายไม่ทั่ วถึงและไม่สม่ำเสมอ เมื่อมีซัลไฟต์บนตัวกุ้ งเยอะเกินไปอาจทำให้ เกิด  

ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ซึ่งเป็นอันตรายถึงชีวิตหากอยู่ในพ้ืนที่จำกัดและไม่ถ่ายเท นอกจากนี้กุ้งที่

มีซัลไฟต์ตกค้างมากจะมีลักษณะโปร่งแสง บวม ลื่น และยากต่อการทำอาหาร (Louisiana Fisheries 

Forward, 2018) 

ข้อเสียของสารเมตาไบซัลไฟต์ คือ การทำให้เกิดภูมิแพ้ อาการแพ้สามารถเกิดได้อย่างรุนแรง

หรืออาการหอบที่อาจเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ (Vally และ Misso, 2012) นอกจากนี้ซัลไฟต์ยังอาจ

ก่อให้เกิดการหายใจลำบาก หรืออาการเขียวคล้ำตามร่างกายจากการขาดออกซิเจน (cyanosis) หรือ

น้ำท่วมปอด (pulmonary edema) (Atkinson, Sim และ Grant, 1994) นอกจากเมตาไบซัลไฟต์

แล้ ว  สารเคมี อ่ืนที่ ได้ รับความนิยมในการควบคุมเมลาโนซิส  คือ โฟ เฮกซิล เรซอร์ซินอล  

(4-hexylresorcinol ; 4-HR) เนื่องจากปริมาณขั้นต่ำที่ต้องใช้เพ่ือให้ได้ผลน้อยกว่าเมตาไบซัลไฟต์ 

เป็นสารที่มีความเสถียรมากกว่า และมีผลกระทบต่อร่างกายของมนุษย์น้อยกว่าเมตาไบซัลไฟต์ แต่  

4-HR มีราคาแพงกว่าและอาจส่งผลที่ไม่ดตี่อประสาทสัมผัส (Haard และ Simpson, 2000)  
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2.3 เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase enzyme: PO) 

 เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส เป็นเอนไซม์หลักในกระบวนการเกิดเมลาโนซิส และเป็นส่วนหนึ่ง

ของโครงข่ ายปฏิ กิ ริ ย าที่ ซั บซ้ อน  เรียกว่ า  prophenoloxidase-activating system (proPO 

system)  ระบบproPO เป็นส่วนหนึ่งของกลไกภูมิคุ้มกันแต่กำเนิดของกุ้ง  กลไกของ proPO 

system จะผลิต intermediate ที่มีความสามารถในการทำปฏิกิริยาสูง เช่น สารกลุ่ มควิโนน  

reactive oxygen (ROS)  หรือ reactive nitrogen (RON) ซึ่ง intermediate เหล่านี้มีคุณสมบัติที่

เป็นพิษต่อเซลล์ของจุลินทรีย์แปลกปลอมที่เข้ามาภายในช่องว่างลำตัวของ  host  การทำงานของ 

proPO system จะเริ่มต้นเมื่อ host ได้รับการกระตุ้นด้วยเศษชิ้นส่วนของผนังเซลล์จากเซลล์

จุลินทรีย์ เช่น ลิโพพอลิแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) ของแบคทีเรียแกรมลบ  เพปทิโดไกลแคน 

(peptidoglycan) แบคที เรียแกรมบวก และ บีตาวันทรีกลูแคน (β-1 ,3-glucan) ของสิ่งมีชีวิต 

กลุ่มเห็ดรา เศษชิ้นส่วนของเซลล์จากสิ่งมีช ีวิตแปลกปลอมจะถูกตรวจจับด้วย pattern-recognition 

protein (PRPs) ซึ่งทำให้ serine protease ทำงาน และนำไปสู่การทำงานของ proPO-activating 

enzyme (PPAE) ที่มีหน้าที่กระตุ้นการทำงานของโพรฟีนอลออกซิเดส (prophenoloxidase) ให้

กลายเป็นเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase) (รูปที่  2.4) เอนไซม์ชนิดนี้ เร่งปฏิกิริยา 

การสร้าง intermediates ที่ทำให้ เกิดเมลาโนซิส  รวมถึงสารประกอบ  ควิโนน (quinones)  

(รูปที่  2.5) และเอนไซม์นี้ยังมีบทบาทในการฆ่าจุลินทรีย์เชื้อโรค การแข็งตัวของเปลือก และ 

การรักษาบาดแผล (Amparyup, Charoensapsri และ Tassanakajon, 2013) แต่ระบบ proPO นี้

จำเป็นต้องมีการควบคุมอย่างดีเพ่ือให้สามารถจัดการกับเชื้อก่อโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยสร้าง

ความเสียหายต่อเซลล์เจ้าบ้านให้น้อยที่สุด เนื่องจาก intermediate บางชนิด เช่น ควิโนน ออกซิเจน 

และไนโตรเจนซึ่งไวต่อการทำปฏิกิริยา เป็นอันตรายและสามารถทำลายเซลล์ของเจ้าบ้านได้หากผลิต

ออกมาในปริมาณมากเกินไป ดังนั้น เพ่ือควบคุมระบบ proPO  ตัวยับยั้งเอนไซม์ (proteinase 

inhibitors) เรียกว่า melanization-inhibiting protein (MIP) จึงจำเป็นต่อการควบคุมการทำงาน

ของระบบ proPO (Amparyup, Charoensapsri และ Tassanakajon, 2013; Cerenius, Lee และ 

Söderhäll, 2008; Nappi และ Christensen, 2005) 
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 ในกุ้ง mRNA และโปรตีนของยีน proPO มีการแสดงออกและสังเคราะห์ที่เซลล์เม็ดเลือด 

(hemocytes) (Ai และคณะ, 2009; Cerenius และ Soderhall, 2004) เมื่อถอดรหัสเป็นโปรตีน 

proPO จะยังไม่ทำงานและไม่มีกรดอะมิโนที่เป็น signal peptide เนื่องจาก proPO เป็นเอนไซม์ที่

ถูกควบคุมการทำงานอย่างเคร่งครัด และจะถูกเปลี่ยนเป็นฟีนอลออกซิเดสและส่งออกนอกเซลล์เมื่อมี

การกระตุ้น proPO system เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้สองชนิด 

ได้แก่ monophenolase (EC 1.14.18.1) และ diphenolase (EC 1.10.3.1) (García-Molina และ

คณะ, 2005) และเป็นเอนไซม์ที่มีทองแดงเป็นองค์ประกอบ ซึ่งฟีนอลออกซิเดสมี active site ที่

ประกอบด้วย Cu อยู่สองตำแหน่ง การจับกับออกซิเจนของ Cu ทำให้ ฟีนอลออกซิเดสมีสามสภาวะ 

ได้แก่ oxy-PO  met-PO และ deoxy-PO  การเร่งปฏิกิริยาของฟีนอลออกซิเดสเริ่มจาก Oxy-PO 

จับกับสารตั้งต้น monophenol ที่ตำแหน่ง Cu หนึ่งตำแหน่ง จากนั้นจึงเกิด hydroxylation ของ 

monophenol ด้วยออกซิ เจนในหมู่  peroxide ที่ จับอยู่ กับอะตอม Cu ได้ เป็น โครงสร้างที่  

ฟีนอลออกซิเดส (met-PO) จับอยู่กับ diphenol และจากนั้นเกิด oxidation ต่อจนได้ quinones  

ฟีนอลออกซิเดส สามารถเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ diphenol และได้ผลิตภัณฑ์เป็น quinone 

เช่นกัน ซึ่งปฏิกิริยา oxidation ในขั้นนี้สามารถเกิดได้รวดเร็วกว่าปฏิกิริยา hydroxylation ในขั้น

แรก โดย diphenol สามารถทำปฏ ิก ิร ิยาก ับ oxy-PO และ met-PO ได ้ เมื ่อ diphenol ทำ

ปฏิกิริยากับ met-PO จะทำให้ ฟีนอลออกซิเดสกลับไปอยู่ในสภาพ deoxy-PO (Nirmal และคณะ, 

2015; Rodríguez-López และ คณะ, 1992; Solomon, Sundaram และ Machonkin, 1996)  
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รูปที่ 2.4 กลไก prophenoloxidase activating system ในสิ่งมีชีวิตกลุ่ม arthropods  

ที่มา : Amparyup และคณะ (2013) 

 

รูปที่  2.5 ปฏิกิริยาการเกิดเมลาโนซิสเกิดจากเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสออกซิไดส์โมโนฟีนอล 

(monophenols) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นไดฟีนอล (diphenol) ซึ่งถูกเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 
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ออกซิไดส์อีกครั้งได้ผลิตภัณฑ์เป็นควิโนน (quinone) จากนั้นควิโนนเกิดพอลิเมอไรเซชัน

ได้เป็นพอลิเมอร์ที่มีสีน้ำตาล  

ที่มา:  Nirmal และคณะ, (2015) 

 ปัจจุบันมีการค้นพบยีน proPO แล้วในกุ้งสามยีน คือ proPO1 proPO2 และ proPO3  ยีน 

proPO1 และ proPO2 มีการแสดงออกในเซลล์ฮีโมไซต์ของกุ้งหลายชนิดรวมถึงกุ้งขาวแปซิฟิก  (Ai 

และคณะ, 2008; Ai และคณะ, 2009; Amparyup, Charoensapsri และ Tassanakajon, 2009; 

Masuda และคณะ, 2012) ส่วนยีน proPO3 มีการแสดงออกที่ตับ (hepatopancreas) (Masuda 

และคณะ, 2012) ในขณะที่โปรตีนของ proPO3 มีรายงานว่าพบในเลือด (hemolymph) ของ 

กุ้งคุรุมา (Marsupenaeus japonicus) อย่างไรก็ตามยีน proPO3 ยังไม่เคยมีรายงานว่าพบใน 

กุ้งขาวแปซิฟิก 

2.4 ฮีโมไซยานิน (hemocyanin) 

 ฮีโมไซยานิน เป็นโปรตีนที่จับจำเพาะกับทองแดง มีหน้าที่ขนส่งออกซิเจนในเลือดของ

สิ่งมีชีวิตกลุ่มมอลลัสก์และอาโทรพอด (Burmester, 2002) ฮีโมไซยานินยังมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ 

การลอกคราบและการแข็งตัวของเปลือกเช่นเดียวกับเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสและฮีโมไซยานิน

สามารถทำหน้าที่ใน proPO system เมื่อถูกเปลี่ยนเป็นเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส ฮีโมไซยานินมี  

การแสดงออกของ mRNA ที่ตับ ส่วนโปรตีนฮีโมไซยานินจะถูกส่งไปทำงานในระบบเลือดของกุ้ง 

(Sellos, Lemoine และ Van Wormhoudt, 1997)    

2.4.1 โครงสร้างของฮีโมไซยานิน 

หนึ่งหน่วยย่อยของฮีโมไซยานินประกอบด้วยสามโดเมน (protein domain) ได้แก่ โดเมน N 

(I)  โดเมน M (II) และโดเมน C (III) (รูปที่  2.6) บริเวณโดเมน N ของหน่วยย่อยฮีโมไซยานินมี

โครงสร้างเป็น α-helices จำนวน 5-6 helices  ในโดเมน  M มีโครงสร้างเป็น 4-alpha helix 

bundle  และมีอะตอม Cu สองอะตอม เรียกว่า copper-binding site A และ B ซึ่งมีหน้าที่จับกับ

อะตอมของออกซิเจน  และ Cu แต่ละอะตอมทำพันธะอยู ่กับกรดอะมิโน histidine 3 ตัว ซึ ่ง

โครงสร้างนี้เป็นลักษณะที่มีการอนุรักษ์อยู่ในเอนไซม์  ฟีนอลออกซิเดสด้วยเช่นกัน (Decker และ 

Jaenicke, 2004; Terwilliger, Ryan, และ Phillips, 2006) ส่วนบริเวณโดเมน C มีโครงสร้างเป็น 

β-barrel ที่ขนานกัน 7 สาย  หน่วยย่อยฮีโมไซยานินสามารถรวมตัวกันเป็นโครงสร้าง hexamer 
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และ/หรือ hexamer ที่ประกอบกันเป็น 2-hexamer 4-hexamer 6-hexamer 8-hexamer (Markl 

และ Decker, 1992)  อะตอม Cu ในสภาวะที่เกาะกับออกซิเจน หรือ Cu (II) เป็นสภาวะที่ทำให้ 

ฮีโมไซยานินมีสีฟ้า จากงานวิจัยของ Jaenicke และ Decker (2003)  กล่าวว่า ฮีโมไซยานินมีประจุ

ลบทั้งนี้เพื่อป้องกันการสร้างปฏิกิริยากับโปรตีนชนิดอื่นในฮีโมลิมฟ์ ในขณะที่ ฟีนอลออกซิเดสมี

ประจุน้อยมากทำให้การละลายน้ำต่ำและช่วยให้มีอันตรกิริยากับผิวเซลล์ของ pathogen ได้ดี  

2.4.2 ชนิดของหน่วยย่อยฮีโมไซยานิน 

 ชนิ ดของหน่ วยย่อย ฮี โม ไซยานิ นของสิ่ งมี ชี วิต ในคลาสมาลาคอสตราคา (Class 

Malacostraca) สามารถแบ่งได้เป็นสามชนิดตามลักษณะทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunological 

class) ได้แก่ ชนิดแอลฟา (α)  ชนิดบีตา (β)  ชนิดแกมมา (γ)  (รูปที่ 2.7) ในเชิงวิวัฒนาการของ

คลาสมาลาคอสตราคา ฮีโมไซยานินชนิด β เป็นชนิดแรกที่ปรากฏขึ้นมาในช่วง 520 ล้านปีก่อนซึ่ง

เป็นช่วงเดียวกับที่ซับไฟลัมยูมาลาคอสตราคา (subphylum Eumalacostraca) แยกกับซับไฟลัม

ไฟโลคาริดา (subphylum Phyllocarida)  จากนั้นฮีโมไซยานินชนิด α และชนิด γ ได้เกิดขึ้นมา

ในช่วง 400 ล้านปีก่อน ซึ่งเป็นช่วงเดียวกับที่สิ่งมีชีวิตในออร์เดอร์เดคาพอด (Order Decapod) ได้

ถือกำเนิดข้ึน (Scherbaum และคณะ, 2010)     

2.4.3 การแสดงออกในระดับโปรตีนของฮีโมไซยานิน 

โครงสร้างโอลิโกเมอร์ของฮีโมไซยานินในกุ้งขาวประกอบด้วยสองประเภท คือ 2-hexamer 

และ hexamer โดยฮีโมไซยานินมากถึง 95-99% เป็น hexamer ในขณะที่สัดส่วนฮีโมไซยานินที่

เหลือเป็น 2-hexamer นอกจากนี้ การแสดงออกในระดับโปรตีนของฮีโมไซยานินในกุ้งขาว พบว่า หน่วย

ย่อยฮีโมไซยานิน ขนาดเล็ก (HcS) ชนิด γ ที่มีน้ำหนัก 75 kDa เป็นหน่วยย่อยที่มีปริมาณมากที่สุดใน

เลือดของกุ้งขาว      ในส่วนของฮีโมไซยานินที่มีโครงสร้างแบบ 2-hexamer มีสัดส่วนของ HcS ต่อ

หน่วยย่อยฮีโมไซยานิน  ขนาดใหญ่ (HcL) คือ 2.05:1 ส่วนฮีโมไซยานินที่มีโครงสร้างแบบ hexamer 

มีสัดส่วน HcS ต่อ HcL อยู่ที่ 1.04:1 (Wang และคณะ, 2019)   

ในปี ค.ศ. 2015 Johnson และคณะ ได้พบฮีโมไซยานินชนิด β เป็นครั้งแรกในกุ้งขาว  

L. vannamei และยังถือเป็นครั้งแรกในตระกูล Penaeoidea ต่อมาได้พบว่ายีน HcB ในกุ้งขาวได้มี  

การแสดงออกในระดับโปรตีนด้วย แต่มีปริมาณโปรตีนน้อยมาก คิดเป็น 0.16% ± 0.07% NSAF 

(normalized spectral abundance factor) ของฮีโมไซยานินที่มีโครงสร้างแบบ hexamer และ  
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0.02 ± 0.02% NSAF เท่านั้นของกลุ่มที่มีโครงสร้างแบบ 2-hexamer (Wang และคณะ, 2019) และ

เมื่อไม่นานมานี้ HcB ได้ถูกพบในกุ้งกุลาดำ P. monodon ด้วยเช่นกัน ซึ่งลำดับกรดอะมิโนมีความ

คล้ายกับ HcB ของกุ้งขาวมากถึง 92.6% (Mendoza-Porras และคณะ, 2020)   

 

รูปที่ 2.6 โครงสร้างของฮีโมไซยานินในอาโทรพอดและมอลลัสก์ 

   ที่มา: Decker และคณะ (2007) 
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รูปที่  2.7 แผนภู มิ ต้ น ไม้ ทางวิ วัฒ นาการ แบบ maximum likelihood phylogeny ของ 
ฮีโมไซยานินสร้างจากลำดับกรดอะมิโนของโปรตีนฮีโมไซยานินจำนวน 58 ยีน แสดง

การจัดกลุ่มฮีโมไซยานินตาม immunological class (β α γ) ตัวอักษรสีฟ้าใน
แผนภาพแสดงถึงโปรตีนที่ตรวจพบในงานวิจัยของ Mendoza-Porras และคณะ 
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(2020) และตัวเลขในรูปคือหน่วยย่อยฮีโมไซยานินที่มีรายงานในงานวิจัยอ่ืน 
(Johnson และคณะ, 2016) Bootstrap proportion (ได้จากการคำนวณ 1000 
ซ้ำการทดลอง) มีค่ามากกว่า 70% แสดงด้วยจุดทึบสีเขียว และหากมีค่าระหว่าง 
50% ถึง 70% จะแสดงด้วยวงกลมเปิดสีเขียว ตัวเลขในแผนภาพระบุถึงชนิด
สิ่ งมี ชี วิ ต  ดั งนี้  1–6, 11–13, 15–18, 21–23, 41 ได้ แ ก่ กุ้ ง   L.  vannamei 
หมายเลข 7 และ 19 ได้แก่กุ้ง Penaeus japonicus หมายเลข 8–10 ได้แก่กุ้ง P. 
monodon หมายเลข 14 ได้ แก่กุ้ ง P. chinensis หมายเลข  20 ได้ แก่กุ้ ง P. 
merguiensis หมายเลข 25–27 ได้แก่ กุ้งชนิดอ่ืน ๆ หมายเลข 24, 28–36, 42 
ได้แก่  spiny และ clawed lobsters หมายเลข  37–40 ได้แก่  stomatopods 
หมายเลข 43–46 ได้แก่ปู  

ที่มา:  Mendoza-Porras และคณะ (2020) 

2.4.4  ยีนฮีโมไซยานิน HcB ในสิ่งมีชีวิตอื่น 

ฮ ีโม ไซ ย าน ิน ช น ิด  β ม ีก ารพ บ แล ้ว ใน กุ ้ง ต ระก ูล  Penaeoidea ได ้แ ก ่ กุ ้ง ข า ว 

 L. vannamei  กุ้งสีน้ำตาล Farfantepenaeus aztecus  (Johnson และคณะ, 2016) กุ้งกุลาดำ 

P. monodon (Mendoza-porras และคณะ, 2020)  ซึ่งในกุ้งทั้งสามชนิดนี้ยังไม่มีการศึกษาหน้าที่

ของ HcB มาก่อน และพบเพียงฮีโมไซยานินชนิด β และ γ เท่านั้น (Johnson และคณะ, 2015)  

อย่างไรก็ตาม ในออร์เดอร์ Decapoda  มีรายงานว่าฮีโมไซยานิน 1 ของ signal crayfish Pacifastacus 

leniusculus เป็นฮีโมไซยานิน ชนิด β ซึ่งเมื่อสายเพปไทด์ถูกตัดบริเวณฝั่ง C จะได้เพปไทด์ที่เรียกว่า 

astacidin ที่มีคุณสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรีย (Lee, Lee และ Söderhäll, 2003) นอกจากนี้ฮีโมไซยานิน

ชนิด β ได้ถูกพบใน red swamp crayfish Procambarus clarkii  โดยฮีโมซานิน 1 มีคุณสมบัติ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus และ Staphylococcus aureus และยัง

มีกิจกรรมของเอ็นไซม์ฟีนอลออกซิเดสด้วย (Qin และคณะ, 2018; Zeng, 2016) 

2.5 RNA interference 

 เทคนิค RNA interference เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนใน

ขั้นตอนหลังการทรานสคริปชัน (post-transcription) วิธีการนี้ใช้กลไกท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติในเซลล์

ของกุ้ง กล่าวคือ อาร์เอ็นเอสายคู่ที่ฉีดเข้าไปในตัวกุ้งจะถูกเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสสาม (ribonuclease 

III) หรือ Dicer ย่อยเป็นชิ้นอาร์ เอ็น เอสายสั้ น  ๆ  เรียกว่า small interfering RNAs (siRNAs) 

(Hammond และ   คณะ, 2000) ในขั้นต่อมากลุ่มโปรตีน RNA-induced silencing complex 
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(RISC) จะมาจับและคลี่สาย siRNA ให้เหลือเพียงสายเดียว จากนั้น siRNA จะพากลุ่มโปรตีนไปจับ

กับเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมายและตัดสายเอ็มอาร์เอ็นเอนั้นทำให้ไม่สามารถเข้าสู่การแปลรหัส 

(translation) เป็นโปรตีนต่อไปได้ (รูปที่ 2.8) (Agrawal และคณะ, 2003; Martinez และคณะ, 

2002) 

 

รูปที่ 2.8 RNAi ภายในเซลล์  

ที่มา: Limera และคณะ (2017) 
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รูปที่ 2.9 การถ่ายทอด RNAi ระหว่างเซลล์ใน Caenorhabditis elegans  

ที่มา: Rocheleau (2012) 

 กลไก RNAi สามารถเริ่มทำงานเมื่อสิ่งมีชีวิตได้รับ dsRNA (double-stranded RNA) จาก
สิ่งแวดล้อม เช่น จากการกินแบคทีเรียที่สามารถสร้าง dsRNA ได้ (Timmons, Court, และ Fire, 
2001) หรือ ตัวอย่างเช่น การแช่ Caenorhabditis elegans ใน dsRNA (Tabara, Grishok, และ 
Mello, 1998)  RNAi ในขั้นนี้เรียกว่า environmental RNAi ซึ่งใน C. elegans โปรตีนที่ทำหน้าที่
รับ dsRNA จากสิ่งแวดล้อมเข้าเซลล์คือ โปรตีนชนิด transmembrane เรียกว่า SID-2  โปรตีนชนิด
นี้มีการแสดงออกอยู่ที่ผนังลำไส้และทำหน้าที่รับ dsRNA เข้าเซลล์ด้วยวิธี endocytosis โปรตีนอ่ืนที่
เกี่ยวข้องกับกลไก RNAi ได้แก่ SID-1 และ SID-3 โปรตีนทั้งสองชนิดมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการรับ 
silencing signals และจำเป็นต่อการทำงานของกลไก RNAi ภายในเซลล์ ในปี 2003 Feinberg และ 
Hunter ได้อธิบายว่าโปรตีน SID-1 ทำหน้าที่เป็นช่อง (channel) ให้ dsRNA แพร่ผ่านเข้ามาได้ โดย 
dsRNA ที่มีความยาวมากพอจะเกิดอันตรกิริยากับ glycoprotein บน cell membrane  dsRNA ที่
ยาวจะสามารถยึดเกาะกับ glycoprotein ได้แข็งแรงกว่าสายสั้น เมื่อมี dsRNA สายยาวหลาย
โมเลกุลมาเกาะรวมกันจะทำให้ความเข้มข้นของ dsRNA บริเวณรอบ channel เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว
และแพร่เข้าเซลล์ในที่สุด ซึ่งทั้งคู่ได้ทำการทดลองและพบว่า dsRNA ขนาด 500 bp ที่ความเข้มข้น 
0.01-0.001 µg/ml สามารถลดการแสดงออกของยีนได้เทียบเท่า dsRNA ขนาด 100 bp เข้มข้น 1 
µg/ml  ซึ่งความเข้มข้นของ 500-bp dsRNA ต่ำกว่า 100 bp-dsRNA ถึง 100-1000 เท่า นอกจาก 
SID-2 SID-1 และ SID-3 แล้ว โปรตีน SID-5 ก็พบว่าจำเป็นต่อการส่ง silencing signals สู่นอกเซลล์ 
ทั้ ง SID-1 SID-3 และ SID-5 ต่างเป็นส่วนหนึ่ งของ systemic RNAi ทำให้สิ่งมีชีวิตสามารถส่ง 
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silencing signals ระหว่างเนื้อเยื่อที่อยู่ห่างไกลกันได้ (รูปที่ 2.9) (Rocheleau, 2012) นอกจาก  
C. elegans แล้ว ในกุ้งขาวแปซิฟิกนั้นก็พบว่ามียีน SID-1 เช่นเดียวกัน  Maruekawong และคณะ 
(2018) พบว่ากุ้งขาวที่ได้รับการกระตุ้นการทำงานของ SID-1 ด้วยการฉีด dsRNA สายยาว เมื่อนำมา
ฉีด dsRNA ครั้งที่สองด้วย dsRNA จำเพาะต่อยีน STAT และ CHC ผลการลดการแสดงออกของ 
STAT และ CHC มีมากกว่ากลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้กระตุ้น SID-1 

 RNA interference เป็นวิธีการที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการศึกษาการทำงานของยีน เพราะ 

RNAi เป็นวิธีที่มีความแม่นยำสูงทำให้สามารถเลือกยีนที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์ตามต้องการได้อย่าง

จำเพาะ และมีขั้นตอนการทำที่ไม่ซับซ้อน สามารถดำเนินการทดลองได้อย่างรวดเร็ว (Krishnan และ

คณะ, 2009; Voorhoeve และ Agami, 2003)  RNAi เป็นวิธีที่นิยมมากในงานวิจัยที่ เกี่ยวข้องกับ

ปฏิกิริยาเมลาไนเซชัน (melanization) ของระบบ proPO  จากงานวิจัยในปี 2009 การยับยั้ง 

การแสดงออกของยีน proPO ใน M. japonicus ทำให้กุ้งมีแบคทีเรียและอัตราการตายเพ่ิมมากขึ้น 

(Fagutao และคณะ, 2009) นอกจากนี้ RNAi ยังใช้เพ่ือการลดการแสดงออกของยีน PmproPO1 

และ/หรือ PmproPO2 ในกุ้งกุลาดำ P. monodon ทำให้กุ้ งอ่อนแอต่อการติดเชื้อแบคทีเรีย  

V. harveyi มากขึ้น (Amparyup และคณะ, 2009) ดังนั้น RNAi จึงเป็นเทคนิคที่เชื่อถือได้และ 

มีการใช้ในงานวิจัยมากมายอย่างต่อเนื่อง 

2.6 ระบบสี CIE L*a*b*   

ในปี1976 the International Commission on Illumination (CIE: Commission Internationale 

d’Eclairage) ได้ ส ร้ า ง โม เดล ท างค ณิ ต ศ าส ต ร์ เ พ่ื อ อ ธิ บ ายสี ที่ ส าม ารถม อ งเห็ น ได้ ด้ ว ย 

ตามนุษย์เป็นตัวเลข ระบบสี CIELAB ประกอบด้วยค่า lightness (L*) มีค่าต่ำสุดคือ 0 (สีดำ) จนถึง 

100 (สีขาว)  ค่า a*  ที่มีช่วงสีตั้งแต่สีเขียว (-a*) จนถึงสีตรงข้ามคือสีแดง (+a*)  และค่าที่สามคือ b* 

ที่มีสีตั้งแต่ช่วงสีฟ้า (-b*) จนถึงสีเหลือง (+b*) บริเวณที่แกนทั้งสามตัดคือสีเทา (รูปที่ 2.10) ดังนั้น  

สีที่อยู่ใกล้จุดกึ่งกลางทรงกลมจะมีความอ่ิมตัว (saturation) ของสีน้อยและเมื่อเข้าใกล้ขอบนอก 

ทรงกลมมากขึ้น ความอ่ิมตัวของสีก็มากขึ้น โดยครึ่งบนของทรงกลม สีจะสว่างขึ้นจนด้านบนสุดเป็น 

สีขาว ในขณะเดียวกัน ครึ่งทรงกลมด้านล่าง สีจะมืดลงเรื่อย ๆ จนเป็นสีดำ (Sappi etc, 2013) 
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รูปที่  2.10 Color space ของ CIE 1976 L*a*b*  ประกอบด้วย 3 ค่า ได้แก่  L* หรือ 
lightness มีค่าอยู่ในช่วง 0-100  +a* คือค่าสีแดง -a* คือค่าสีเขียว +b* คือค่าสี
เหลือง และ -b* คือค่าสีฟ้า  

ที่มา: Konica minolta (2018)
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

วัตถุดิบ 

- กุ้งขาวแปซิฟิกท่ีใช้ในการทดลองเป็นกุ้งขาวที่ได้รับความอนุเคราะห์จากฟาร์มเพาะเลี้ยงกุ้งใน

จังหวัดฉะเชิงเทรา โดยกุ้งขาวที่ใช้ในการทดลองเพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง  

การแสดงออกของยีนมีน้ำหนักเฉลี่ย 3 ± 0.1 กรัม และกุ้งขาวที่ใช้ในการทดลองเพ่ือ

ตรวจสอบการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งที่มีการยับยั้งการแสดงออกของยีนมีน้ำหนักเฉลี่ย 21 ± 2 

กรัม ทั้งนี้ เพ่ือให้มีขนาดตัวเหมาะสมกับการใช้เครื่องวัดสี ก่อนเริ่มการทดลอง กุ้งจะได้รับ

การปรับสภาพให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมในระบบปฏิบัติการ โดยเลี้ยงในน้ำที่มีความเค็ม 20 ppt 

ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 °C และให้ออกซิเจนตลอดเวลา เป็นเวลา 7 วัน 

อุปกรณ์และสารเคมี 

อุปกรณ์     ตราสินค้า/ประเทศผู้ผลิต 

- -20°C Refrigerator Freezer   Haier/China 

- -80°C Freezer     SANYO/Japan 

- -20°C Refrigerator   Mitsubishi  

Electric/Japan  

- 96-well plate      Costar/USA 

- chroma meter    Konica Minolta/Japan 

- Gel documentation    Syngene/UK 

- High-pressure steam sterilizer  Tomy/Japan 

- High-speed refrigerated   Tomy/Japan 

Micro centrifuge  

- Insulin syringes    Becton, Dickinson and  
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- Laboratory balance   Sartorius/Germany 

- Laboratory balance   Sartorius/Germany 

- Microplate    BioTek/USA 

- Microtubes (0.6, 1.5)   Axygen Scientific/China 

- PCR tubes    Axygen Scientific/China 

- Pipette tips    Axygen Scientific/China 

- Pipetman Classic   USA 

- Spectrophotometer   Nanodrop/USA 

- Thermal Cycler   BIO-RAD/Germany 

- vortex     Biosan/Latvia 

สารเคมี 

สำหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) 

- Chloroform    AnalaR NORMAPUR France 

- Ethanol     MERCK   Germany 

- Guanidine Thiocyanate & Phenol Molecular Research  USA 

 Center   

- Isopropanol     MERCK   Germany 

 

สำหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย semi-quantitative RT-PCR 

- 100 mM dATP, dCTP, dGTP and dTTP Vivantis  Malaysia 

- 100 bp PlusGeneRulerTM   Thermo Scientific USA 
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- Agarose    Vivanitis  Malaysia 

- Boric acid     MERCK   Germany 

- Ethidium bromide (Sigma)  Sigma-Aldrich  Germany 

- Ethylenediaminetetraacetic acid Ajax Finechem  Australia 

disodium salt dehydrate (EDTA)  

- Oligodt (15) primer   Fermentas  USA 

- Tris(hydroxymethyl)aminomethane USB   USA 

สำหรับการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Phenoloxidase activity) 

- Bovine serum albumin (BSA)   Bio-Rad  USA 

- 1x Bradford reagent   Bio-Rad  USA 

- Dopamine hydrochloride  Sigma-Aldrich  Germany 

สำหรับการวัดเมลาโนซิส 

- Sodium metabisulfite   KEMAUS  Australia 
  

เอนไซม์และชุดอุปกรณ์ (kits) 

สำหรับการการสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) 

- NucleoSpin® Gel and PCR clean-up Machery-Nagel  Germany 

- pGEM®-T Easy Vector    Promega  USA 
- T7 RiboMAX™ Express Large Scale  Promega   USA 

RNA Production Systems  

สำหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย semi-quantitative RT-PCR 

- Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit  Thermo Scientific USA 

- RQ1 RNase-Free DNase    Promega  USA 
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- Taq DNA polymerase     Thermo Scientific USA 

 

ขั้นตอนและวิธีดำเนินงานวิจัย 

3.1 การศึกษาลักษณะสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งขาวแปซิฟิก  

การค้นหาลำดับกรดนิวคลีโอไทด์ และลำดับกรดอะมิโน ของฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย β 

(hemocyanin subunit β; LvHcB) ในฐานข้อมูล NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) โดยใช้โปรแกรม BLASTN และ BLASTX จากนั้นนำลำดับกรดนิวคลีโอไทด์ และลำดับ

กรดอะมิโนมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Genetyx และเพ่ือให้เข้าใจโครงสร้างพ้ืนฐานของโปรตีนหน่วย

ย่อยฮีโมไซยานินชนิดบีตาจึงทำการวิเคราะห์ตำแหน่งโปรตีนโดเมน (protein domain) ด้วย

โป ร แ ก ร ม  Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) http://smart.embl-

heidelberg.de/) แ ล ะ ใช้ โป ร แ ก รม  Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 

clustalo/) เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนและหาความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

กับโปรตีนฮีโมไซยานิน และโปรตีนโพรฟีนอลออกซิเดสหน่วยย่อยอ่ืน ๆ ของกุ้งขาวแปซิฟิก 

3.2 การยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) 

3.2.1 การสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) 

 การสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จำเพาะต่อยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB จะใช้ดีเอ็นเอแม่แบบจาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (polymerase chain reaction ; PCR) โดยไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาจะ

จำเพาะกับยีนฮีโมไซยานิน LvHcB และมีส่วนของ T7 promoter อยู่ที่ปลาย 5’ ของไพรเมอร์ โดย

จับคู่กับไพรเมอร์อีกฝั่งที่ไม่มี T7 promoter เพ่ือสร้างสายดีเอ็นเอแม่แบบฝั่ง sense และ anti-

sense จากนั้นนำดีเอ็นเอแม่แบบมาสังเคราะห์อาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded RNA ; ssRNA) 

ด้วยการสร้างอาร์เอ็นเอในหลอดทดลอง (in vitro transcription) โดยใช้ T7 RiboMAX™ Express 

Large Scale RNA Production Systems (Promega, USA) อาร์เอ็นเอสายเดี่ยวทั้ง sense และ 

anit-sense จะถูกตรวจสอบด้วยเทคนิคอิ เล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล (agarose gel 

electrophoresis) ขั้นตอนต่อมานำ ssRNA ทั้งสองฝั่ง (sense และ anti-sense) ในปริมาณที่เท่ากัน

มาทำให้เกิดการจับแบบเข้าคู่กันของเบสคู่สม (annealing) โดยให้ความร้อน 70 °C นาน 10 นาที 

และทิ้ งไว้ที่ อุณหภูมิห้องหนึ่ งชั่วโมง  เติมเอ็นไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลี เอส (RQ1 RNase-Free 

DNase ;Promega, USA) และให้ความร้อน 37 °C เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือสลายดีเอ็นเอแม่แบบ 
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หลังจากตกตะกอนด้วย sodium acetate (0.1 vol) และ isopropanol (1 vol) ที่อุณหภูมิ -20 °C 

เป็นเวลา 30 นาที นำมาล้างด้วยเอทิลแอลกอฮอล์  (ethyl alcohol) เข้มข้น 75% และละลาย 

อาร์เอ็นเอสายคู่ด้วยน้ำที่ปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอส (nuclease-free water) ต่อมานำอาร์เอ็นเอ 

ส ายคู่  ม าวิ เค ราะห์ ป ริ ม าณ และวิ เค ราะห์ คุ ณ ภ าพ ด้ ว ย เท คนิ ค ส เป ค โต รโฟ โต เม ต รี  

(spectrophotometry) และเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล 

3.2.2 การยับย้ังการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB  

กุ้งที่ผ่านการปรับสภาพให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมในระบบปฏิบัติการมาแล้ว 7 วัน จะแบ่ง

ออกเป็นสองกลุ่มการทดลองคือ กลุ่มที่ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จำเพาะต่อยีนยีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

และกลุ่มควบคุมที่ ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ของยีน green fluorescence protein (GFP)  โดยฉีด 

อาร์เอ็นเอสายคู่เข้ากล้ามเนื้อของกุ้งปล้องที่สาม ซึ่งปริมาณ อาร์เอ็นเอสายคู่ที่ ใช้มีสัดส่วน 5 

ไมโครกรัม ต่อกุ้งน้ำหนัก 1 กรัม ทำการฉีดสองครั้ง ครั้งที่สองห่างจากครั้งแรก 24 ชั่วโมง และเลี้ยง

กุ้งต่ออีก 48 ชั่วโมง จากนั้นจึงเริ่มเก็บตัวอย่าง ได้แก่ เนื้อเยื่อตับ (hepatopancreas) และเก็บเม็ด

เลือด (hemocyte) จากกุ้งกลุ่มการทดลองละ 3 ตัว เนื้อเยื่อทั้งหมดถูกแยกเก็บจากแต่ละตัวและ

นำไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 °C เพ่ือนำไปสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction)  และทำการเก็บ 

น้ำเลือด (hemolymph) จากกุ ้งกลุ ่มการทดลองละ 3 ตัว เพื ่อนำไปตรวจสอบกิจกรรมของ

เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) หรือในการทดลองเพ่ือทดสอบความเกี่ยวข้อง

ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ต่อการเกิดเมลาโนซิส กุ้งจะไม่ถูกเก็บตัวอย่างแต่นำไปแช่เย็นเพ่ือวัด 

เมลาโนซิสด้วยเครื่องวัดสี (chroma meter) ต่อไป  

3.2.3 การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) 

หลังจากฉีดกุ้งครั้งที่สองด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB (กลุ่มทดลอง) และ

ยีน GFP (กลุ่มควบคุม) จึงเลี้ยงต่อจนครบ 48  ชั่วโมง และทำการเก็บตัวอย่างน้ำเลือด และเนื้อเยื่อตับ

ของกุ้งขาว กลุ่มการทดลองละ 3 ตัว เพ่ือนำตัวอย่างมาสกัดอาร์เอ็นเอและตรวจสอบการแสดงออกของ 

ยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB และยีนที่ เกี่ ยวข้องกับการ เกิด เมลาโนซิส ในกุ้ งขาว  ด้ วยเทคนิ ค  

semi-quantitative RT-PCR  ต่อไป การเก็บตัวอย่างกุ้งขาวเริ่มจากการใช้เข็มดูดน้ำเลือดของกุ้งขาว

บริเวณเส้นเลือดด้านท้องขาเดินคู่สุดท้าย (ventral abdominal artery) จากนั้นจึงเก็บตัวอย่าง

เนื้อเยื่อตับ แล้วนำตัวอย่างทั้งสองส่วนมาแช่ในสารสกัดอาร์เอ็นเอ TRI Reagent® (Molecular 
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Research Center, USA) บนน้ำแข็งทันทีเพ่ือคงสภาพอาร์เอ็นเอภายในเนื้อเยื่อตัวอย่าง และ 

เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 °C เพ่ือนำมาสกัดอาร์เอ็นเอในขั้นตอนต่อไป  

การสกัดอาร์เอ็นเอเริ่มจากการบดตัวอย่างให้ละเอียดเพ่ือทำให้ เซลล์แตก และเติม  

TRI Reagent® (Molecular Research Center, USA) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร  ผสมตัวอย่างกับ 

TRI Reagent® ให้เข้ากันด้วยการวอร์เทกซ์ (vortex) จากนั้นปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 

13,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เพ่ือแยกเศษเนื้อเยื่อออกจากสารละลาย ปิเปต

สารละลายที่ไม่มีตะกอนแล้วแยกใส่ไมโครทิวบ์ (microtube) หลอดใหม่ แล้วเติมคลอโรฟอร์ม 

(chloroform) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพ่ือแยกอาร์เอ็นเอออกจากดีเอ็นเอ โปรตีน และสารอินทรีย์

อ่ืน ๆ ผสมคลอโรฟอร์มกับสารละลายตัวอย่างให้เข้ากันด้วยการวอร์เทกซ์ วางบนน้ำแข็ง 30 นาที 

แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C สารผสมที่ได้จะแยกชั้น ชั้นสีชมพู

ด้านล่าง คือ ชั้นสารอินทรีย์ (organic phase) และชั้นสารละลายใสด้านบน คือ ชั้นละลายน้ำ 

(aqueous phase) อาร์เอ็นเอทั้งหมด (total RNA) ละลายอยู่ในส่วนนี้ จากนั้นปิเปตชั้นใสด้านบน

แยกใส่หลอดไมโครทิวบ์ เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพ่ือทำให้

อาร์เอ็นเอตกตะกอน บ่มที่อุณหภูมิ  -80 °C เป็นเวลา 15 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000  

rpm เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C ซึ่งตะกอนอาร์เอ็นเอ อยู่ด้านล่างของหลอด ปิเปตสารละลายใส

ทิ้งไปเหลือตะกอนสีขาวของอาร์เอ็นเอไว้ก้นหลอด เติมเอทานอลเข้มข้น 75 %v/v 1 มล. ปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 13,000  rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C ปิเปต เอทานอลทิ้งและเปิดฝาเพ่ือ

ระเหยเอทานอลจนหมด ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยน้ำที่ปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอส (nuclease-

free water) ตามปริมาณ ตะกอนอาร์ เอ็น เอที่ สกัด ได้  นำไปวัดคุณ ภาพและ ปริมาณด้ วย 

สเปคโตรโฟโตเมตรี จากนั้นสกัดอาร์เอ็นเออีกครั้ง โดยก่อนสกัดเติมเอ็นไซม์ดีออกซีไรโบนิ วคลีเอส 

(DNase I) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และบ่มให้เอนไซม์ทำงานที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที เพ่ือสลายดีเอ็นเอ

ที่อาจตกค้างจากการสกัดรอบแรก การสกัดครั้งที่สองมีวิธีการเหมือนรอบแรก แต่ปรับลดปริมาณสาร

ที่ ใช้ คือ TRI Reagent® ปริมาตร 500 ไมโครลิตร คลอโรฟอร์มปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 

ไอโซโพรพานอล  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  แล้วนำไปวัดคุณภาพและปริมาณด้วยเทคนิค 

สเปคโตรโฟโตเมตรี 

3.2.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB ด้วย

เทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
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 สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายแรก (First strand cDNA) โดยใช้ Revert Aid First Strand cDNA 

Synthesis kit (Thermo Scientific, USA) และไพรเมอร์ oligo(dT)15 โดยใช้อาร์เอ็นเอจากขั้น 

ก่อนหน้าในปริมาณที่เท่ากันในทุกตัวอย่าง เนื้อเยื่อตับใช้อาร์เอ็นเอ 1,500 นาโนกรัม และเม็ดเลือดใช้ 

250 นาโนกรัม เนื ่องจากปริมาณอาร์เอ็นเอในเม็ดเลือดที่มีอยู่น้อยตามธรรมชาติ เติมไพรเมอร์ 

oligo(dT)15 ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอจากเนื้อเยื่อตับ 1 ไมโครลิตร และตัวอย่างอาร์เอ็นเอจากเม็ดเลือด 

0.5 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ำจนครบ 12 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 

5 นาที เพ่ือให้สายอาร์เอ็นเอคลายตัวเป็นเส้นตรงพร้อมสำหรับการดำเนินการขั้นถัดไป เมื่อครบ  5 

นาที แช่น้ำแข็งทันทีอย่างน้อย 5 นาที จากนั้นผสมสารตามตารางที่ 1 

ตารางที่ 3.1 สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายแรก (reverse transcription) 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

5x reaction buffer 4 
10 mM dNTP mix 2 

RiboLock RNase inhibitor 1 
RevertAid 1 

 

จากนั้นนำเข้าเครื่อง T100™ Thermal Cycler และควบคุมอุณหภูมิ ดังนี้ 25 ºC เป็นเวลา 

15  นาที ตามด้วย 42 ºC เป็นเวลา 90 นาที และที่ 72 ºC เป็นเวลา 15 นาที ในขั้นตอนสุดท้ายที่ 

12 ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB และยีนที่

เกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิส ซึ่ งประกอบด้วยยีนฮีโมไซยานิน LvHcL และ LvHcS และ 

ยีนโพรฟีนอลออกซิเดส  LvproPO1 LvproPO2 และ LvproPO3 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อ 

ยีนดังกล่าวตามตารางที่ 3.2 และใช้ยีน Elongation factor 1α (EF1-α) เป็นยีนควบคุม (internal 

control) ด้วยการทำ PCR analysis โดยผสมสารที่ใช้ในการทำ PCR ตามตารางท่ี 3.3 

นำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล โดยใช้ 

อะกา โรส เข้ ม ข้ น  1.7 % w/v แล ะตรวจ วั ด ค วาม เข้ ม ขอ งแถบ ดี เอ็ น เอที่ ถู ก ย้ อ ม ด้ ว ย 

เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide, EtBr) โดยใช้โปรแกรม Gel-Pro® Analyzer และคำนวณ

ค่าการแสดงออกของยีนสัมพัทธ์ (relative expression) ของยีนฮีโมไซยานิน (LvHcL และ LvHcS) 

และยีนโพรฟีนอลออกซิเดส (LvproPO1 LvproPO2 และ LvproPO3) เทียบกับยีนควบคุม EF1-α  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

32 
 
ค่าการแสดงออกของยีนสัมพัทธ์ของแต่ละกลุ่มทดลองได้จากการนำค่าการแสดงออกของยีนสัมพัทธ์

ของกุ้ง 3 ตัวในแต่ละกลุ่มทดลองมาหาค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  การแสดงออกของยีน

สัมพัทธ์ใช้การคำนวณตามสมการด้านล่าง ดังนี้ 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 =
ความเข้มแถบของยีนที่ตรวจสอบ

ความเข้มแถบของยีนEF1-α 
 ×  100 
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ตารางที่ 3.2 ไพรเมอร์ที่ใช้ในขั้นตอน semiquantitative RT-PCR และ RNAi 

ชื่อไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5′ - 3′) เทคนิคที่ใช้ 

LvHcBF 5’TCACTGCCGGCGACATGAAGGT3’ RT-PCR 
LvHcBR 5’CGGAAGAAGGCCGCGTTGCCCT3’ RT-PCR 
LvHcSrtF 5’CCGATTTGATGCTGAACGTCTG3’ RT-PCR 
LvHcSrtR 5’AATTCGAGCAACATCGTCCACA3’ RT-PCR 
LvHcL3rtF 5’AGTCCGAATTTTCGCTTGGCCTCAC3’ RT-PCR 
LvHcL3rtR 5’AAGTCCGGAATCTGCGCCACCCAAG3’ RT-PCR 
LvproPO1F 5’CATTCCGTCCGTCTGCCGA3’ RT-PCR 
LvproPO1R 5’CAGGCGGGTAGATCAGGTGC3’ RT-PCR 
LvproPO2F 5’TCTCAGCGTGAACTCGCCTTAC3’ RT-PCR 
LvproPO2R 5’GATCCTGCTCGGTGTACGGTCT3’ RT-PCR 
LvPO3rtF 5’GAGCAGGGAGTGGCTTACTG3’ RT-PCR 
LvPO3Ri 5’CGGTGATGTGGGGAAAATAC3’ RT-PCR 
LvHcBiF 5’CTCGACGTATATAAGGGCGCGGAGC3’ RNAi 
LvHcBiR 5’CTTCTCGCGCAGCTGCCCTTGC3’ RNAi 
T7LvHcBiF 5’GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 

CTCGACGTATATAAGGGCGCGGAGC3’ 
RNAi 

T7LvHcBiR 5’GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 
CTTCTCGCGCAGCTGCCCTTGC3’ 

RNAi 

GFP-F 5’ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3’ RNAi 
GFP-R 5’TTACTTGTACAGCTCGTCCA3’ RNAi 
GFPT7-F 5’TAATACGACTCACTATAGGATGG 

TGAGCAAGGGCGAGGA3’ 
RNAi 

GFPT7-R 5’TAATACGACTCACTATAGG 
TTACTTGTACAGCTCGTCCA3’ 

RNAi 

EF1αF 5’GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC3’ RT-PCR 

EF1αR 5’CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG3’ RT-PCR 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใช้ในการทำ PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

น้ำ 12.8 

10x Taq buffer with (NH4)2SO4 2.5 
25 mM MgCl2 1.5 
1 mM dNTP 2.5 

Forward primer 2.5 
Reverse primer 2.5 

Taq DNA Polymerase (Thermo 
Scientific, USA) 

0.2 

cDNA 0.5 

3.3 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) ในกุ้งที่ถูก

ยับยั้งการแสดงออกของยีน 

 เก็บตัวอย่างน้ำเลือดกุ้งขาวแปซิฟิกตัวละ 100 ไมโครลิตร จากกุ้งทั้งสองกลุ่มทดลอง  

กลุ่มการทดลองละ 3 ตัว โดยเก็บหลังการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ครั้งที่สองเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผสมน้ำ

เลือดให้เข้ากับสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl (10 mM, pH 8.0) ปริมาตร 300 ไมโครลิตรที่แช่เย็นใน

น้ำแข็งอย่างรวดเร็วเพ่ือรักษากิจกรรมของเอนไซม์และป้องกันการเกาะตัวเป็นโครงข่ายโปรตีน 

ในน้ำเลือด นำตัวอย่างสารละลายน้ำเลือดมาวัดความเข้มข้นโปรตีนโดยผสมตัวอย่างกับ  

สารละลายแบรดฟอร์ด (Bradford reagent; Bio-Rad) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และวัดค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาว 595 นาโนเมตร (A595) (spectrophotometer; U-1800, Hitachi, Japan) การคำนวณ

ความเข้มข้นโปรตีนจะเทียบค่า A595 ของตัวอย่างกับกราฟมาตรฐานที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า 

A595 กับปริมาณโปรตีนมาตรฐานโบวินซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin ; BSA) การสร้าง

กราฟมาตรฐานใช้  BSA ที่ความเข้มข้น 0  1.25  2.5  5 และ10 ไมโครกรัม และผสม BSA กับ

สารละลายแบรดฟอร์ด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปวัดค่า A595 และสร้างกราฟมาตรฐาน คำนวณ

ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างด้วยสมการจากกราฟมาตรฐาน  
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ทำการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส โดยใช้ปริมาณโปรตีน 500 ไมโครกรัม 

ของแต่ละกลุ่ มตัวอย่าง ประกอบด้วย  กลุ่มที่  1 คือ โปรตีนจากน้ำเลือดของกุ้ งที่ ฉีดด้วย 

อาร์เอ็นเอสายคู่ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB กลุ่มที่ 2 คือ โปรตีนจากน้ำเลือดของกุ้งที่ฉีดด้วยอาร์เอ็น

เอสายคู่ GFP (กลุ่มควบคุม) และ กลุ่มที่ 3 คือ โปรตีนจากน้ำเลือดของกุ้งที่ฉีดด้วยสารละลาย

บัฟเฟอร์ 10 mM Tris-HCl (กลุ่มควบคุม) และผสมสารในไมโครเพลท ตามลำดับ คือ สารละลาย

บัฟเฟอร์ Tris-HCl ตามด้วยโปรตีนน้ำเลือด  500 ไมโครกรัม (N =3) และ โดพามีน (Dopamine) 

สับสเตรท (3 mg/ml)  และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย

เครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate Reader) ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร (A470) 

จากนั้นคำนวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ฟีนอลออกซิเดส ตามสมการด้านล่าง  ดังนี้ 

𝑃ℎ𝑒𝑛𝑜𝑙𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝐴470 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘

0.5 𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
30 𝑚𝑖𝑛

× 100 

 

3.4 การตรวจสอบการเกิดเมลาโนซ ิส (melanosis) ในกุ้งท่ีถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 

 การตรวจสอบการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งขาวแปซิฟิกการทดลองแบ่งเป็นสามกลุ่ม คือ (1) กลุ่ม

กุ้งที่ถูกฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB  (2) กลุ่มกุ้งควบคุมที่ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่

ของ GFP และ  (3) กลุ่มกุ้งควบคุมที่แช่โซเดียมเมแทไบซัลไฟต์ (sodium metabisulfite)  เข้มข้น 

2 %w/v เป็นเวลา 5 นาที โดยแต่ละกลุ่มทดลองใช้กุ้งขาวกลุ่มละ 3 ตัว ก่อนการวัดสีเมลาโนซ ิส  

นำกุ้งขาวมาแช่ในน้ำแข็งเพ่ือให้กุ้งสลบ 30 นาที แล้วจึงนำไปวัดสี (วันที่ 0 หลังการแช่เย็น) ด้วย

เครื่องโครมามิเตอร์ (Chroma meter ; Model CR-400, Minolta Co., Ltd., Tokyo, Japan) โดย

เครื่องวัดสีมีบริเวณการวัดเป็นพ้ืนที่วงกลมขนาด 0.95 ตารางเซนติเมตรและมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 11 

มิลลิเมตร หลังจากวัดสีวันที่ 0 แล้วจึงนำกุ้งไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C จนครบ 7 วัน จากนั้นนำ 

กุ้งขาวออกมาวัดสีเมลาโนซิส ในวันที่ 7 หลังการแช่เย็น  การวัดสีจะวัดสองบริเวณ คือ ส่วนหัวและ

ส่วนตัวกุ้ง ส่วนละ 3 ครั้ง แล้วนำมาหาค่าเฉลี่ยเป็นค่าสี L*, a*, b* วันที่ 0 หรือวันที่ 7  จากนั้นนำค่า

สี L*, a*, b* ของกุ้งตัวเดียวกันจากทั้ง 2 วัน มาคำนวณหาค่าความแตกต่างสี (ΔE) ของกุ้งแต่ละตัว 

แล้วนำค่าความแตกต่างสีในแต่ละกลุ่มทดลองมาหาค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยค่าความ

ต่างสีคำนวณตามสมการด้านล่าง (Dattner และ Bohn, 2016) ดังนี้  
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∆E =  √(L∗ − L0
∗ )2 + (a∗ − a0

∗ )2 + (b∗ − b0
∗ )2 

L*0  a*0 และ b*0 คือค่า L* a* และ b* วัดวันที่ 0 หลังการแช่เย็น 
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รูปที่ 3.1 แผนผังสรุปขั้นตอนการวิจัย การทดลองเริ่มจากการปรับสภาพกุ้งให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมใน

ระบบการทดลองด้วยการเลี้ยงกุ้งขาวในน้ำที่มีความเค็ม 20 ส่วนในพันส่วนและมี  

การให้ออกซิเจนตลอดเวลา เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จะใช้ในการ

ทดลอง เมื่อกุ้งได้รับการปรับสภาพแล้วจึงแบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว ได้แก่ กลุ่ม

สร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ ปรับสภาพกุ้งก่อนการทดลอง 

ฉีด LvHcB dsRNA และ GFP dsRNAกลุ่ม

ควบคุมเข้ากล้ามเนื้อกุ้ง ครั้งท่ี 1 

ฉีด LvHcB dsRNA และ GFP dsRNA

กลุ่มควบคุมเข้ากล้ามเนื้อกุ้ง ครั้งที่ 2 

เก็บตัวอย่าง (กุ้งน้ำหนัก 3±0.1 กรัม) 

ตับ และเม็ดเลือด น้ำเลือด 

RNA extraction 

Semi-quantitative 

RT-PCR 

วัด Phenoloxidase 

activity 

วัดสีกลุ่มที่ฉีด LvHcB dsRNA 

GFP dsRNA และกลุ่มที่แช่ 2% 

sodium metabisulfite 

(กุ้งน้ำหนัก 21±2 กรัม) 

วัดสีวันที่ 0 

วัดสีวันที่ 7 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38 
 

ที่ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ที่จำเพาะต่อยีน LvHcB และกลุ่มที่ 2 คือ กลุ่มควบคุมที่ฉีดอาร์เอ็นเอ

สายคู่ของโปรตีน GFP จากนั้นเริ่มฉีดอาร์เอ็นสายคู่ครั้งที่ 1 บริเวณกล้ามเนื้อ ปริมาณอาร์

เอ็นเอสายคู่ที่ใช้คือ 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม และฉีดซ้ำภายหลังอีก 24 ชั่วโมง 

เลี้ยงกุ้งต่ออีก 48 ชั่วโมงจึงเริ่มการทดลองขั้นถัดไป ในการทดลองเพ่ือดูการแสดงออกของ

ยีน ฮีโมไซยานิน  (LvHcS LvHcL LvHcB) และยีน โพรพีนอลออกซิ เดส (LvproPO1 

LvproPO2 LvproPO3) เนื้อเยื่อที่เก็บ ได้แก่ ตับและเม็ดเลือด โดยนำเนื้อเยื่อจากกุ้ง 3 ตัว 

ขนาด  3 ±0.1 ก รัม  จากแต่ ล ะกลุ่ มท ดลองม าสกั ดอาร์ เอ็ น เอแล้ วท ำ reverse 

transcription เพ่ือสร้าง cDNA สายแรกแล้วจึงเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย polymerase 

chain reaction แล้วนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ไปตรวจสอบด้วย เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะ

กาโรสเจล  ในการทดลองเพ่ือหาความเกี่ยวข้องของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ต่อการเกิด

กิจกรรมฟีนอลออกซิเดส ตัวอย่างที่เก็บจากกุ้งคือน้ำเลือด โดยเก็บจากกุ้ง 3 ตัวต่อกลุ่มการ

ทดลอง  และในการทดลองเพ่ือทดสอบความเกี่ยวข้องของยีน LvHcB ต่อการเกิดเมลาโน

ซิสจะไม่มีการเก็บเนื้อเยื่อจากกุ้งแต่นำกุ้งไปแช่น้ำแข็งให้สลบแล้วนำไปวัดสีซึ่งนับเป็นวันที่ 

0 หลังการแช่เย็น จากนั้นแช่เย็นกุ้งเป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 4 °C แล้วนำกุ้งออกมาวัดสี 

อีกครั้ง จากนั้นจึงนั้นจึงคำนวณค่าความแตกต่างสี
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บทที่ 4  

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ฮีโมไซยานิน (Hemocycnin) เป็นโปรตีนมีหน้าที่หลัก คือ การลำเลียงออกซิเจน และมี

รายงานถึงหน้าที่สำคัญในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง สามารถตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรียด้วยการทำให้

เซลล์แบคทีเรียเกาะกลุ่มกัน (agglutination) และมีฤทธิ์ต่อต้านราและไวรัสได้  (Destoumieux-

Garzón และคณะ, 2001; Lei และคณะ, 2008; Yan และคณะ, 2011) นอกจากนั้นมีรายงานว่า     

ฮีโมไซยานินมีกิจกรรมฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase activity) ซึ่งถือว่าเป็นกลไกสำคัญในระบบ

ภูมิคุ้มกันของกุ้ง (Amparyup และคณะ, 2013) 

4.1 ลักษณะสมบัติของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

 เนื่องจากมีงานวิจัย พบว่าฮีโมไซยานินมีบทบาทต่อการเกิดเมลาโนซิส (melanosis) หรือ 

การเกิดจุดดำในกุ้งซึ่ งส่ งผลเสียต่ออุตสาหกรรมอาหารทะเล งานวิจัยนี้ จึงได้ทำการค้นหา  

ยี น ฮี โม ไซ ย านิ น จ าก ฐ าน ข้ อ มู ล จี โน ม ข อ งกุ้ ง ข า ว แ ป ซิ ฟิ ก  (L. vannamei) จ าก  NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)   ผลจากการค้นหาพบว่ากุ้งขาวแปซิฟิกมียีนฮีโมไซยานินที่

สามารถแบ่งเป็น 3 กลุ่มหลัก ประกอบด้วย  (1)  ฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย L (hemocyanin subunit 

L; LvHcL) ซึ่งเป็นหน่วยย่อยฮีโมไซยานินขนาดใหญ่ชนิดแกมมาและเป็นชนิดที่มีปริมาณมากที่สุด   

(2) ฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย S (hemocyanin subunit S; LvHcS) เป็นหน่วยย่อยฮีโมไซยานินขนาด

เล็กชนิดแกมมา  และ (3) ฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย B (hemocyanin subunit B; LvHcB) เป็น   

หน่วยย่อยฮีโมไซยานินชนิดบีตา 

ในปี ค.ศ. 2016 มีการค้นพบยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในกุ้งขาวแปซิฟิก L. vannamei ซึ่งถือ

ว่าเป็นการพบยีนนี้ครั้งแรกในกุ้งตระกูล Penaeidae (Johnson และคณะ, 2016) และในปี 2019 มี

การยืนยันว่ายีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีการแสดงออกในระดับโปรตีนในกุ้งขาว L. vannamei ด้วย

เช่นกัน (Wang  และคณะ, 2019) ซึ่งนอกจากกุ้งขาวแล้วก็มีการพบยีนฮีโมไซยานิน LvHcB นี้ใน     

กุ้งกุลาดำ P. monodon ด้วยเช่นกัน (Mendoza-Porras และคณะ, 2020) อย่างไรก็ตาม ข้อมูลของ

ยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในตระกูล Penaeidae ยังมีอยู่น้อยมาก ซึ่งงานวิจัยชิ้นนี้ได้พยายามศึกษา

ห น้ าที่ ข อ งยี น ฮี โม ไซย านิ น  LvHcB ต่ อ ค วาม เกี่ ย ว ข้ อ งกั บ ระบ บ โพ รฟี น อลออกซิ เด ส 

(prophenoloxidase system) และ การเกิดเมลาโนซิส (Melanosis) ในกุ้งขาว L. vannamei 
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เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB (Accession Number 

XM_027380856.1) พบว่ามี  open reading frame (ORF คือบริเวณนิวคลีโอไทด์ตั้ งแต่  Start 

codon ถึง Stop codon ที่สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนได้) ยาว 2004 คู่เบส ซึ่งแปลรหัสให้โปรตีนที่

มีกรดอะมิโนจำนวน 667 ตัว สามารถคำนวณน้ำหนักมวลโมเลกุลได้ 75 kDa และพบว่ามีจุด 

ไอโซอิเล็กทริกอยู่ที่ 5.85  เมื่อนำลำดับกรดอะมิโนของโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB ไปวิเคราะห์ด้วย

โป ร แ ก ร ม  Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) (http://smart.embl-

heidelberg.de/) พบว่าโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีส่วนที่ เป็นเพปไทด์ส่งสัญญาณ (signal 

peptide) ที่มีกรดอะมิโน 17 ตัวอยู่ทางด้านต้นของสายเพปไทด์ (N-terminus) นอกจากนี้ ยังพบ

โปรตีนโดเมนอยู่  3 โดเมนประกอบด้วย (1) Hemocyanin_N domain (2) ) Hemocyanin_M 

domain และ (3) Hemocyanin_C domain แสดงดังรูปที่ 4.1 (A)  

 

 

 
atgaaggtgctgttcctcgcggtggcgctgctctccgcctcgggcctcgccgaggacaac 

M  K  V  L  F  L  A  V  A  L  L  S  A  S  G  L  A  E  D  N 

ctcgcgcacaagcagcaggcgatcaacaggcttctgtacagggtgactgagcctctgctg 

L  A  H  K  Q  Q  A  I  N  R  L  L  Y  R  V  T  E  P  L  L 

tcttccttcaccgacctgaaggagctggcgacgacgtgggacccgcgggcccacgtgggg 

S  S  F  T  D  L  K  E  L  A  T  T  W  D  P  R  A  H  V  G 

cactgcaaggacgggggcgccgccgtcggccgcctcatggccgagctggagcaagggcag 

H  C  K  D  G  G  A  A  V  G  R  L  M  A  E  L  E  Q  G  Q 

ctgcgcgagaagaggcagtggttctcgctgttcaacccgcgccagagggaggaggcgctc 

L  R  E  K  R  Q  W  F  S  L  F  N  P  R  Q  R  E  E  A  L 

atgctgatccacgtgctgctctcctgcaaggacttccacacgttcaagggcaacgcggcc 

M  L  I  H  V  L  L  S  C  K  D  F  H  T  F  K  G  N  A  A 

ttcttccgcgagcgcatgaacgagggcgagttcgtgtacgcgctctacgtgtccgtcacg 

F  F  R  E  R  M  N  E  G  E  F  V  Y  A  L  Y  V  S  V  T 

cactccaagatgacgcaggaggtcatcctgcctccgctctacgaggtcacgccccacttg 

H  S  K  M  T  Q  E  V  I  L  P  P  L  Y  E  V  T  P  H  L 

ttcaccaactcggaggtcatccggaaggcgtacgaggccaagatgctgcagacgcccggc 

F  T  N  S  E  V  I  R  K  A  Y  E  A  K  M  L  Q  T  P  G 

cgcttcaggatgacgttcaccggcacgctcaagaacagcgagcagcgcgtggcgtacttc 

R  F  R  M  T  F  T  G  T  L  K  N  S  E  Q  R  V  A  Y  F 

ggcgaggacatcggcatgaactcgcaccacgtgcactggcacatggacttccccttctgg 

G  E  D  I  G  M  N  S  H  H  V  H  W  H  M  D  F  P  F  W 

tgggacggcgagcacatcgaccgcaagggcgagctgttcttctgggcgcaccaccagctc 

W  D  G  E  H  I  D  R  K  G  E  L  F  F  W  A  H  H  Q  L 

acggcgcgcttcgactccgagcgcctctccaaccacctgcccatcgtcgacgagctgcac 

T  A  R  F  D  S  E  R  L  S  N  H  L  P  I  V  D  E  L  H 

tgggggcgccccatcgacgagggcttcgcgccccacaccgtctacaagtacggcggcgag 

W  G  R  P  I  D  E  G  F  A  P  H  T  V  Y  K  Y  G  G  E 

ttcccgacgcggcccgacaacctcgtgttcgaggacgtggcgggcgtggcgcgcgtgcgg 

F  P  T  R  P  D  N  L  V  F  E  D  V  A  G  V  A  R  V  R 

gacctcgtggagatcgacgagcgcatccgggactcgatcgcgcgcggcttcgtctacgcc 

D  L  V  E  I  D  E  R  I  R  D  S  I  A  R  G  F  V  Y  A 

tccaacggcagcgcgatcagcctgaggaacgagcgcggcatcgacatcctgggcgacatc 

S  N  G  S  A  I  S  L  R  N  E  R  G  I  D  I  L  G  D  I 

atcgagtcgtcggtgtacagcgtgaacgagcagtactacgggtcgctgcacaaccaggcc 

I  E  S  S  V  Y  S  V  N  E  Q  Y  Y  G  S  L  H  N  Q  A 

caccgcgtgctcggcgcccagtccgacccgctgggcaagttcaagatgccgccgggcgtg 

A 

B 

http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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H  R  V  L  G  A  Q  S  D  P  L  G  K  F  K  M  P  P  G  V 

atggagcacttcgagaccgccacccgcgaccccgccttcttccgcctccataaatacatg 

M  E  H  F  E  T  A  T  R  D  P  A  F  F  R  L  H  K  Y  M 

gataacatcttcaaggagcacaaggactccctgccgccctactccaagaaggacctcgag 

D  N  I  F  K  E  H  K  D  S  L  P  P  Y  S  K  K  D  L  E 

tacgacaacgtcctcgtcacctacgcggaggtgtccgagctcgtcaccttcttcgaggac 

Y  D  N  V  L  V  T  Y  A  E  V  S  E  L  V  T  F  F  E  D 

ttcgagttcgacctgaccaacgccttcgacagcacggaggagctcgaggacgtgcccgtc 

F  E  F  D  L  T  N  A  F  D  S  T  E  E  L  E  D  V  P  V 

accgcctacgtctcgcgcctgaaccacaagcccttcaccttcgacatcttcgccaacgcc 

T  A  Y  V  S  R  L  N  H  K  P  F  T  F  D  I  F  A  N  A 

aagcgcgacgacgcggtgacggtccggatccacatctgcccgcgctacgacagcaacggc 

K  R  D  D  A  V  T  V  R  I  H  I  C  P  R  Y  D  S  N  G 

atgcagatccccttcgacaacaaccgctggaggtgcatcgagctcgacaagttctggacg 

M  Q  I  P  F  D  N  N  R  W  R  C  I  E  L  D  K  F  W  T 

acagtgaaggcgggcgagaaccacatcgtgcgcaagtccaccgagtcgtcggtcaccatc 

T  V  K  A  G  E  N  H  I  V  R  K  S  T  E  S  S  V  T  I 

cccgaccgcatcccgttcaagacgctgatgcagcaggcggacgaggccgtcgcgaacggc 

P  D  R  I  P  F  K  T  L  M  Q  Q  A  D  E  A  V  A  N  G 

gtcgacctcccgcacgacatcgctcgcgctcggggctgcggcctcccccagcgcctcctg 

V  D  L  P  H  D  I  A  R  A  R  G  C  G  L  P  Q  R  L  L 

ctccccaagggcacgaggacgggcatgcagttctggctgttcgtgggcatgaccagcggc 

L  P  K  G  T  R  T  G  M  Q  F  W  L  F  V  G  M  T  S  G 

gacgacggcgtgcacgacgacctgctggagaacacgcacggcaacacccacagcaactgc 

D  D  G  V  H  D  D  L  L  E  N  T  H  G  N  T  H  S  N  C 

ggcatccacggcctcaagtaccccgacaagcggccgatgggcttccccttcgaccgacgc 

G  I  H  G  L  K  Y  P  D  K  R  P  M  G  F  P  F  D  R  R 

atccccgacttccggaacttcattgtcgggaacttcttgtcgaccatcgtcatgatccat 

I  P  D  F  R  N  F  I  V  G  N  F  L  S  T  I  V  M  I  H 

cacaatgacactgaagagttgtga 

 H  N  D  T  E  E  L  - 

รูปที่ 4.1 การวิเคราะห์โครงสร้างของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ของกุ้งขาวแปซิฟิก L. vannamei          
(A) โปรตีนฮีโมไซยานินประกอบด้วยสามโดเมน ได้แก่ โดเมน N โดเมน M และ โดเมน C 
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) 
(B) ลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน LvHcB ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Genetyx กรดอะมิโนแสดงด้วยตัวย่อบรรทัดล่างของนิวคลีโอไทด์แต่ละโคดอน (codon) 
และ signal peptide ที่ได้จากการวเคราะห์ด้วยโปรแกรม Genetyx เป็นกรดอะมิโน 17 ตัว 
แสดงด้วยตัวอักษรตัวหนา  

เมื่อทำการเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโน (sequence alignment) ของโปรตีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB กับลำดับกรดอะมิโนของยีนอ่ืน ๆ ในกุ้งขาวแปซิฟิกและกุ้งเครย์ฟิช (Crayfish) พบว่ามีความเหมือน 

(sequence similarity) กับโปรตีนในกลุ่มที่มีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบ (type III copper protein)  

ในกุ้งขาวแปซิฟิก โปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีความเหมือนกับลำดับกรดอะมิโน ดังนี้  โปรตีน         

ฮี โมไซยานิ น หน่ วยย่ อย-L3 (LvHcL3; XP_027232124) มี ความเหมื อน 69%  โปรตีนฮี โมไซยานิ น  

หน่ วยย่ อย-S (LvHcS; XP_027239062) มี ความเหมื อน  69%  โปรตี น โพรฟี นอลออกซิ เดส -1  

(LvproPO1; ROT61249) มีความเหมือน  44%   โปรตีน โพรฟีนอลออกซิ เดส -2 (LvproPO2 ; 

ABQ45957) มีความเหมือน 45% และ โปรตีนโพรฟีนอลออกซิเดส-3 (LvproPO3) (XP_027235796)  

มีความเหมือน 41% และ ในกุ้งเครย์ฟิช Pacifastacus leniusculus ประกอบด้วยโปรตีนฮีโมไซยานิน
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หน่วยย่อย 1 (PleHc1; AAM81357) ที ่ม ีความเหมือนโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB 77% และ 

โปรตีนฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย 2 (PleHc2; AAO47336) ที่ความเหมือน 72% นอกจากนี้ จากการ

วิเคราะห์โครงสร้างระดับปฐมภูมิของโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB พบว่าโปรตีนโดเมนของ

โปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีส่วนที่สามารถยึดจับกับอะตอมทองแดงและเป็นลักษณะสมบัติของ

โปรตีนในกลุ่มฮีโมไซยานิน ซึ่ งทำให้สามารถจัดกลุ่มยีนฮีโมไซยานิน LvHcB เป็นฮีโมไซยานิน 

ของครัสเตเชียน 

ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือน (รูปที่ 4.2) แสดงให้เห็นว่าโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

มีความใกล้เคียงกับโปรตีนฮีโมไซยานิน PleHc1 ของกุ้งเครย์ฟิช P. leniusculus มากที่สุด ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Johnson และคณะ (2016) ที่ได้ระบุว่าโปรตีนฮีโมไซยานิน PleHc1 ของ

เครย์ฟิช เป็นชนิดบีตา (β)  ในขณะที่โปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcS และโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcL1 

ของกุ้งขาวแปซิฟิกถูกจัดไว้ใกล้กับโปรตีนฮีโมไซยานิน PleHc2 ของเครย์ฟิช ซึ่งจากงานวิจัยเดียวกัน 

Johnson และคณะได้อธิบายไว้ว่าโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcS และโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcL1 เป็น 

ฮีโมไซยานินชนิดแกมมา (γ) และ PleHc2 เป็นชนิดแอลฟา (α) โดยฮีโมไซยานินทั้งสองชนิดนี้ 

(แกมมา และแอลฟา) มีความใกล้เคียงกันในทางวิวัฒนาการมากกว่าชนิดบีตา    

 เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (phenoloxidase) และฮีโมไซยานินมีตำแหน่งที่เกิดปฏิกิริยา 

(active site) เหมือนกัน แต่โปรตีนทั้งสองชนิดมีหน้าที่ทางสรีรวิทยาแตกต่างกัน กล่าวคือ ฮีโมไซยานิน 

มีหน้าที่หลัก คือ การขนส่งออกซิเจน ในขณะที่ฟีนอลออกซิเดสมีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชัน 

(hydroxylation) และออกซิเดชัน (oxidation) ของสารประกอบฟีนอลและควิโนน ซึ่งเอนไซม์ 

ฟีนอลออกซิเดสนี้ถือว่าเป็นเอนไซม์หลักที่เร่งปฏิกิริยาเมลาไนเซชัน (melanization) ที่เกี่ยวข้องกับ

การเกิดจุดดำ (melanosis) ในกุ้ง  ในสิ่งมีชีวิตกลุ่มครัสเตเชียน นอกจากการขนส่งออกซิเจนแล้ว 

ฮีโมไซยานินยังมีหน้าที่สำคัญในระบบภูมิคุ้มกัน (Coates และ Nairn, 2013) เช่น ฮีโมไซยานินมี

คุณสมบัติในการต่อต้านไวรัสและจุลินทรีย์ (Zhang และคณะ, 2004; Destoumieux-Garzón และ

คณะ, 2001; Lee และคณะ, 2003) และยังสามารถทำให้เกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination) 

และทำให้เซลล์แตก (hemolytic activity) (Zhang และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2009)  ซึ่ง

เป็นกลไกสำคัญในการป้องกันเชื้อโรค  มีงานวิจัยหลายชิ้นได้รายงานว่าหน่วยย่อยของฮีโมไซยานินใน

สิ่งมีชีวิตกลุ่มครัสเตเชียนมีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสด้วยเช่นกัน (García-Carreño และ

คณะ, 2008; Lee และคณะ, 2004)  อย่างไรก็ตาม จนถึงปัจจุบัน ได้มีการค้นพบชนิดหน่วยย่อย
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ของฮีโมไซยานินแล้วถึงสามชนิด แต่ความเกี่ยวข้องของฮีโมไซยานินต่อระบบโพรฟีนอลออกซิเดส   

ยังไม่มีการศึกษาเป็นที่แน่ชัด 
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รูปที่ 4.2 การจัดเรียงลำดับกรดอะมิโนเพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนระหว่างโปรตีนฮีโมไซยานิน LvHcB  

กับฮีโมไซยานินอ่ืน (LvHcL1 LvHcS PleHc1 และ PleHc2) และโพรฟีนอลออกซิ เดส 
(LvproPO1 LvproPO2 และ LvproPO3) ได้ จากการวิ เคราะห์ ด้ วยโปรแกรม  Clustal 
บริเวณ signal peptide แสดงด้วยตัวอักษรหนาและขีดเส้นใต้ กรดอะมิโนที่เหมือนกันในทุก
โปรตีนแสดงด้วยการแรเงาสีเทา  กรดอะมิโนที่เหมือนกันในโปรตีนห้าชนิดขึ้นไปแสดงด้วย 
การแรเงาสีเทาเข้ม  ตำแหน่งกรดอะมิโนที่จับกับโมเลกุลทองแดงสองบริเวณ คือ A และ B 
(copper-binding sites A and B) แสดงด้วยสี่เหลี่ยมผืนผ้า  ตำแหน่งกรดอะมิโนฮิสทิดีน 
(histidine) ที่มีการอนุรักษ์แสดงด้วย  การแรเงาสีดำและตัวอักษรสีขาว ลำดับกรดอะมิโน
ใช้ ข้ อมู ลจาก  Genbank ได้ แก่  LvHcB (XP_027236657.1) LvHcL1 (AHY86471.1) 
LvHcS ( XP_027239062.1)  LvproPO3 ( ROT71233.1)  LvproPO1 ( ROT61249.1) 
LvproPO2 (ABQ45957.1) PleHc1 (AAM81357.1) PleHc2 (AAO47336.1) 

4.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อ (tissue distribution) ของกุ้ง  

การตรวจสอบยืนยันการแสดงออกของยีนในกลุ่มฮีโมไซยานินที่ประกอบด้วยยีนของโปรตีน  

ฮี โม ไซ ย านิ น  LvHcL ฮี โม ไซ ย านิ น  LvHcS แ ล ะ  ฮี โม ไซ ย านิ น  LvHcB ใน เนื้ อ เยื่ อ ตั บ 

(hepatopancreas) และในเม็ดเลือด (hemocyte) ของกุ้งขาวแปซิฟิก (รูปที่ 4.3) พบว่ายีน 

ฮีโมไซยานิน LvHcL (พบแถบดีเอ็นเอมีขนาด 250 bp) ฮีโมไซยานิน LvHcS (พบแถบดีเอ็นเอมีขนาด 

200 bp) และ ฮีโมไซยานิน LvHcB (พบแถบดีเอ็นเอมีขนาด 250 bp) มีการแสดงออกมากเฉพาะใน

เนื้อเยื่อตับของกุ้งขาวแปซิฟิก ซึ่งมีขนาดตรงกับขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่คำนวณได้จากลำดับ  

นิวคลีโอไทด์ของแต่ละยีน ส่วนในเม็ดเลือดพบว่ามีแถบดีเอ็นเอจาง ๆ เมื่อใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับ

ยีนฮีโมไซยานิน LvHcS อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีนฮีโมไซยานิน LvHcL และ ฮีโมไซยานิน 

LvHcB ไม่พบแถบดีเอ็นเอในตัวอย่างเม็ดเลือด ซึ่งสรุปได้ว่าไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB สามารถนำไปใช้ในการศึกษาข้ันต่อไปได้   

ในปี 2016 Johnson และคณะ ได้พบยีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีการแสดงออกในระดับ 

อาร์เอ็นเอ ในกุ้งขาวแปซิฟิกจากการทำ RNA-seq (RNA-sequencing) ในตัวอย่างเนื้อเยื่อตับของกุ้ง

ขาวแปซิฟิก ต่อมา Mendoza-Porras และคณะ (2020) ได้ตรวจพบยีนฮีโมไซยานิน PmHcB ในตับ

ของกุ้งกุลาดำ P. monodon ในปี 2020 ซึ่งการศึกษายีนฮีโมไซยานินชนิดบีตาในกุ้งตระกูล 

Penaeid ยังมีน้อยมากทำให้ข้อมูลการแสดงออกของยีนนี้ ในเนื้อเยื่ออ่ืนนอกจากตับมีจำกัด   

ฮีโมไซยานินชนิดแกมมา ได้แก่ LvHcS และ LvHcL มีการแสดงออกในระดับอาร์เอ็นเอในหลาย
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เนื้อเยื่อ Lu และคณะ (2015) รายงานว่า ยีนฮีโมไซยานิน HcL มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อตับ ต่อม

น้ำเหลือง (lymphoid) เม็ดเลือด (hemocytes) หัวใจ ลำไส้ และ เหงือก เป็นต้น โดยมีการ

แสดงออกที ่ตับมากที ่สุด   ส่วนยีนฮีโมไซยานิน HcS ได้มีรายงานจาก Wang และคณะ (2007) 

พบว่ายีนฮีโมไซยานิน HcS มีการแสดงออกในระดับอาร์เอ็นเอในเนื้อเยื่อตับ กระเพาะ (stomach) 

ต่อมน้ำเหลือง เม็ดเลือด หัวใจ เหงือก ปมประสาท (neural ganglion) และ กล้ามเนื้อ (muscle) 

โดยเนื้อเยื่อตับเป็นส่วนที่มี การแสดงออกมากที่สุดต่างจากส่วนอื่นที่มีการแสดงออกเพียงเล็กน้อย

เท่านั้น ซึ่งสามารถสรุปได้ว่ายีนฮีโมไซยานิน HcL ยีนฮีโมไซยานิน HcS และ ยีนฮีโมไซยานิน HcB มี

การแสดงออกมากในเนื้อเยื่อตับ ซึ่งสอดคล้องกับผลวิจัยที่ศึกษาครั้งนี้ ดังนั้นในการทดลองขั้นต่อไป

จึงได้ทำการตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน HcB ในเนื้อเยื่อตับ  

 

รูปที่  4.3 การแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcS LvHcL และ LvHcB ในเม็ดเลือด 
(hemocytes; HC) และตับ (hepatopancreas; HP) ที่ตรวจสอบด้วยเทคนิค 
semi-quantitative RT-PCR ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcS 
LvHcL LvHcB ที่มีขนาด 172 bp 232 bp และ 242 bp ตามลำดับ และยีน EF1

α ที่มีขนาด 150 bp ซึ่งใช้เป็นยีนควบคุม 
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4.3 การสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่  (dsRNA) เพื่ อยับยั้งการแสดงออกของยีนเป้าหมายผ่าน

กระบวนการ RNA interference (RNAi) 

กระบวนการ อาร์เอ็นเอ อินเทอร์เฟอเร็นซ์ (RNA interference; RNAi) เป็นกลไกภูมิคุ้มกัน

ตามธรรมชาติของกุ้งขาวแปซิฟิก โดยกลไกนี้ได้มีการพัฒนาดัดแปลงมาใช้ในการศึกษาการยับยั้ง 

การแสดงออกของยีนที่ระดับอาร์เอ็นเอกันอย่างแพร่หลายในกุ้ง (Amparyup, Charoensapsri และ 

Tassanakajon, 2009) ในงานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค RNAi มาทำการศึกษาหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB ซึ่งเป็นยีนที่ยังไม่เคยมีการศึกษาด้วยวิธีนี้มาก่อน ดังนั้น จึงต้องทดสอบความสามารถของ

เทคนิค RNAi ในการลดการแสดงออกของยีน ทั้งในด้านประสิทธิภาพและความแม่นยำของ 

การลดการแสดงออกของยีน 

เริ่มจากการสร้าง double strand RNA (dsRNA) ด้วย sense RNA และ antisense RNA 

ของยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB  ซึ่งได้จากการเพ่ิมจำนวนยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB  โดยเทคนิคพีซีอาร์ 

(PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ F คู่กับ R-T7 ที่ใช้ในการเตรียมเส้น sense RNA และใช้ไพรเมอร์ T7-F คู่กับ 

R ที่ใช้ในการเตรียม antisense RNA เมื่อนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR products) ที่ได้มาวิเคราะห์

ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล (agarose gel electrophoresis) พบแถบดีเอ็นเอของ     

ทั้งสองเส้นมีขนาด 300 bp (329 bp) ซึ่งมีขนาดเท่ากับขนาดคาดการณ์จากลำดับนิวคลีโอไทด์  

ในขั้นตอนต่อมาได้ทำการแยกบริสุทธิ์ของชิ้นผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของเส้นดีเอนเอ sense DNA 

และ antisense DNA โดยการนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล และทำ

การตัดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 300 bp มาแยกบริสุทธิ์ด้วยการสกัดดีเอ็นเอจากเจล (Gel Extraction 

Kit) ผลจากการนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ทำการแยกบริสุทธิ์มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส

แบบอะกาโรสเจล พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดและมีความบริสุทธ์ โดยไม่มีแถบดีเอ็นเอขนาดอ่ืน

ปนเปื้อน 

ขั้นตอนการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอของยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB  ในหลอดทดลอง เริ่มจาก  

การนำชิ้นดีเอ็นเอที่แยกบริสุทธิ์ทั้งเส้นดีเอ็นเอ sense DNA และ antisense DNA มาเป็นดีเอ็นเอ

แม่แบบเพ่ือสังเคราะห์อาร์เอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ T7 RNA Polymerase ที่เป็นส่วนประกอบในชุด T7 

RiboMAX™ Express RNAi System โดยแยกหลอด เมื่อนำอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded 

RNA ; ssRNA) มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล พบแถบอาร์เอ็นเอขนาด 
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300 bp ของทั้งเส้นดีเอ็นเอ sense DNA และ antisense DNA แสดงให้เห็นว่าประสบความสำเร็จ

ในการสร้างอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว  

ขั้นตอนการเตรียมอาร์เอ็นเอสายคู่ (double-stranded RNA; dsRNA) ของยีนฮีโมไซยานิน  

LvHcB  เริ่มจากการนำอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว (ssRNA) ของทั้งเส้น sense RNA และ antisense RNA 

มาทำการผสมกันเพ่ือให้เกิดการจับกันเป็นอาร์เอ็นเอสายคู่ในหลอดทดลอง และวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสเจล จากผลการวิเคราะห์พบแถบอาร์เอ็นเอสายคู่ขนาด 300 bp 

แสดงให้เห็นว่าสามารถสร้างอาร์เอ็นเอสายคู่ของยีนฮีโมไซยานิน  LvHcB  ได้และสามารถนำไปศึกษา

ได้ในขั้นต่อไป  

4.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการแสดงออกของยีน LvHcB ด้วย semi-

quantitative RT-PCR 

 เนื่ อ งจากมี รายงานวิ จั ย ว่ า โป รตีน ฮี โม ไซยานิ นมี กิ จกรรมของฟีนอลออกซิ เดส 

(phenoloxidase activity) (Lee และคณะ,2004; García-Carreño และคณะ, 2008; Coates และ 

Nairn, 2013) การทดลองนี้จึงได้ทำการทดสอบความเกี่ยวข้องของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB กับระบบ

โพรฟีนอลออกซิเดสในกุ้ง  เริ่มจากทำการยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในกุ้งขาว 

โดยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA  ที่ความเข้มข้น dsRNA 5 ไมโครกรัม ต่อน้ำหนักกุ้ง 1 

กรัม เพ่ือลดการแสดงออกของยีน LvHcB  โดยกุ้งกลุ่มควบคุมได้ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่  dsRNA  

ของยีน GFP  ภายหลังการฉีด dsRNA เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ทำการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อตับ 

(hepatopancreas) และ เม็ดเลือด (hemocyte) มาทำการสกัดอาร์เอ็นเอ และสร้าง cDNA  ผล

จากการตรวจสอบการยับยั้งการแสดงออกของยีนด้วย semi-quantitative RT-PCR พบว่า ระดับ

การแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในเนื้อเยื่อตับของกุ้งกลุ่มที่ฉีดยับยั้งด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ 

LvHcB dsRNA มีการแสดงออกต่ำกว่ากลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA อย่างมี

นัยสำคัญ (รูปที่ 4.4) โดยมีค่าลดลงประมาณ 34.8% จากผลแสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB 

dsRNA ที่สร้างขึ้นมีประสิทธิภาพในการลดการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในกุ้งได้และ

สามารถนำไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

 จากงานวิจัยของ Amparyup และคณะ ในปี 2009 ได้รายงานความสำเร็จของการใช้เทคนิค 

RNAi ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนโพรฟีนอลออกซิเดส PmproPO1 และ โพรฟีนอลออกซิเดส 

PmproPO2  ในกุ้งกุลาดำ โดยใช้ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) ที่ปริมาณ 5 ไมโครกรัมต่อ 
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1 กรัมของกุ้ง นอกจากนั้นในปี 2018 Chomwong และคณะ ได้ทำการยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนโพรฟีนอลออกซิเดส LvproPO1 และ โพรฟีนอลออกซิเดส LvproPO2  ในกุ้งขาวแปซิฟิก พบว่า

สามารถลดการแสดงออกของยีนได้อย่างจำเพาะและมีประสิทธิภาพ โดยใช้ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ

สายคู่ที่ปริมาณ 4 ไมโครกรัมต่อ 1 กรัมของกุ้ง ในปึ 2014 Yang และคณะ ได้รายงานการใช้เทคนิค 

RNAi พบว่าสามารถลดการแสดงออกของยีนโพรฟีนอลออกซิเดส proPO ในปูทะเล mud crab 

(Scylla paramamosain) ได้ประมาณ 39%  โดยใช้ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคู่ 2 ไมโครกรัมต่อ

น้ำหนักปู 1 กรัม ผลจากการงานวิจัยชิ้นนี้มีความสอดคล้องกับการทดลองครั้งนี้ถึงการใช้อาร์เอ็นเอ

สายคู่ 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม  อย่างไรก็ตามมีบางรายงานในปี 2007 Liu และคณะ ได้ใช้

เทคนิคเดียวกันนี้เพ่ือลดการแสดงออกของยีนโพรฟีนอลออกซิเดส proPO ในเครย์ฟิช Pacifastacus 

leniusculus  ซึ่งสามารถลดการแสดงออกได้ประมาณ 57% โดยใช้ปริมาณอาร์เอ็นเอสายคู่มากถึง 

150 ไมโครกรัมต่อเครย์ฟิชหนัก 15 กรัม ต่อตัว หรือประมาณ 10 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักเครย์ฟิช 1 

กรัม ซึ่งถือว่ามากกว่าปริมาณอาร์เอ็นเอสายคู่ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ถึงหนึ่งเท่า (งานวิจัยนี้ใช้  dsRNA 5 

ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม) ดังนั้นจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอสายคู่ที่ได้จาก

การทดลองนี้ สามารถยับยั้งยีนเป้าหมายได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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รูปที่  4.4 ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน LvHcB ในเนื้อเยื่อตับของกุ้งที่มีการยับยั้ง        
การแสดงออกของยีน LvHcB แบบจำเพาะ  โดยใช้เทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
เพ่ือตรวจสอบผลของการฉีด dsRNA ที่มีต่อการแสดงออกของ mRNA ของยีน LvHcB   
แต่ละแถบสีขาวในภาพเจลแสดงถึง cDNA จากกุ้งแต่ละตัว ด้วยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่
ปริมาณ 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม โดยขนาดกุ้งที่ใช้คือ 3 ± 0.1 กรัม ทั้งนี้ยีนที่ใช้

เป็นยีนควบคุม   การแสดงออก คือ ยีน EF1-α ซึ่งจะใช้เพ่ือบ่งบอกปริมาณ cDNA ที่
เท่ากันในแต่ละตัวอย่าง  กราฟแท่งแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการแสดงออกสัมพัทธ์ ±     
ค่าเบี่ยงเบนมาตรรฐาน (standard deviation) ได้จากการทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง  

4.5 การตรวจสอบความจำเพาะของอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA ต่อการแสดงออกยีนในกลุ่ม 

type III copper protein ด้วย semi-quantitative RT-PCR 

เพ่ือทดสอบผลของอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA ต่อการแสดงออกของยีน  type III 

copper protein  ซึ่งเป็นกลุ่มยีนที่อาจจะเกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิส ได้แก่ ยีนของโปรตีนฮีโมไซยานิน 

หน่วยย่อย-L (LvHcL) ยีนของโปรตีนฮีโมไซยานิน หน่วยย่อย-S (LvHcS) ยีนของโปรตีนโพรฟีนอลออกซิเดส-1 
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(LvproPO1) ยีนของโปรตีนโพรฟีนอลออกซิเดส -2 และ ยีนของโปรตีนโพรฟีนอลออกซิเดส -3 

(LvproPO3)  

ผลจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน LvHcL LvHcS และ LvproPO3 ที่แสดงออกใน

เนื้อเยื่อตับ (hepatopancreas) ของกุ้ง ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับแต่ละยีน 

และใช้ยีน elongation factor 1-alpha (EF1α) ซึ่ งเป็นยีน housekeeping gene หรือยีนที่มี      

การแสดงออกปกติในทุกสภาวะ ใช้เป็นยีนควบคุมเพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนใน           

การทดลอง ผลการทดลองพบว่าอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA ไม่มีผลต่อการแสดงออกของ      

ยีนฮีโมไซยานิน LvHcS (รูปที่ 4.5A ) LvHcL (รูปที่ 4.5B ) และยีนโพรฟีนอลออกซิเดส LvproPO3 

(รูปที่ 4.5E ) ในเนื้อเยื่อตับของกุ้งอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน    

เม็ดเลือด (hemocyte) ของกุ้งที่ถูกฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA พบว่าไม่มีผลต่อระดับ

การแสดงออกของยีนโพรฟีนอลออกซิเดส LvproPO1 (รูปที่ 4.5C ) และ LvproPO2  (รูปที่ 4.5D ) 

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกุ้งกลุ่มที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA ซึ่งใช้เป็น

กลุ่มควบคุม จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA สามารถนำไปใช้

ศึกษาหน้าที่ของยีน LvHcB ต่อความเกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดส และการเกิดเมลาโนซิส

ในกุ้งได ้

 ในปี 2015 Jearaphunt และคณะ ได้ศึกษาหน้าที่การทำงานของยีน serine proteinase 

homologues (SPHs) ในกุ้งกุลาดำ (P. monodon) ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีหน้าที่หลากหลายในระบบ

ภูมิคุ้มกัน  Jearaphunt และคณะ ได้ทำการทดลองลดการแสดงออกของยีน PmMasSPH1 และ 

PmMasSPH2 ด้วยเทคนิค RNAi พบว่าการลดการแสดงออกของยีน PmMasSPH1 มีผลทำให้ยีนที่

เกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดส ได้แก่ ยีน PmPPAE2 (proPO-activating enzyme) ซึ่งเป็น 

serine proteinase ในระบบโพรฟีนอลออกซิเดส และยีนของเพปไทด์ต้านจุลชีพ ได้แก่ ยีน 

PenmonPEN3 PenmonPEN5 crustinPm1 และ Crus-likePm มีการแสดงออกในระดับอาร์เอ็น

เอลดลง งานวิจัยนี้ยังพบว่าโปรตีน PmMasSPH1 มีการทำอันตรกิริยากับโปรตีน PmPPAE2 และ

นอกจากนี้ทั้งสองยีน PmMasSPH1 และ PmMasSPH2 สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์  

ฟีนอลออกซิเดส (PO activity) ได้ เมื่อถูกกระตุ้นด้วย peptidoglycan ของแบคทีเรียแกรมบวก  

จึ งสรุปได้ ว่ า  ยีน  PmMasSPH ทั้ งสองยี นมีบทบาทสำคัญ ในการกระตุ้ นการทำงานของ 

ระบบ โพ รฟี นอลออกซิ เดส   ในกุ้ ง   ในปี ถั ดมา Sangsuriya และคณ ะ  (2016) ได้ ศึ กษ า 

ยีน serine proteinase inhibitors ในกุ้งกุลาดำ (P. monodon) ที่เรียกว่า PmPacifastin-like ด้วย
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การใช้ RNAi ลดการแสดงออกของยีน ซึ่ง Sangsuriya และคณะ พบว่าการลดการแสดงออกของยีน 

PmPacifastin-like ทำให้กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (PO activity) เพ่ิมขึ้น และมีผลให้

การแสดงออกของยีน  PmPPAE2 (proPO-activating enzyme) ลดลง และนอกจากนี้ การลด 

การแสดงออกของยีนโพรฟีนอลออกซิเดส PmproPO1 และ PmproPO2 มีผลให้ยีน PmPacifastin-

like ลดการแสดงออกด้วยเช่นกัน แสดงว่า PmPacifastin-like มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุม 

เชิงลบของระบบโพรฟีนอลออกซิเดส  การใช้ RNAi เป็นวิธีที่แพร่หลายในการศึกษาหน้าที่ของยีนใน

ด้านภูมิคุ้มกันของครัสเตเชียน ซึ่ง Soponpong และคณะ (2018) ได้ใช้ RNAi ศึกษาการทำงานของ

ยีน DEAD-box polypeptide 41 ในกุ้งกุลาดำ (P. monodon) หรือเรียกว่า PmDDX41 ซึ่งเป็นยีน

ของ DNA receptor บริเวณ cytosol ของเซลล์  การลดการแสดงออกของ PmDDX41 นอกจากทำ

ให้กุ้งที่ได้รับเชื้อไวรัสดีเอ็นเอ WSSV (white spot syndrome virus) ตายอย่างรวดเร็วแล้ว ยังทำให้

การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกันลดลงอีกด้วย ซึ่งยีนที่มีการแสดงออกลดลง ได้แก่ ยีนที่

เกี่ ย วข้ อ งกั บ  signal transduction pathway ดั งนี้  PmIKKβ PmIKKε PmRelish PmCactus 

PmDorsal และยีนที่เกี่ยวข้องกับเพปไทด์ต้านจุลชีพ ดังนี้ PmPEN3 PmPEN5 และ ALFPm6  ซึ่ง

แสดงให้เห็นว่า PmDDX41 มีหน้าที่ในการทำงานต่อต้านไวรัส และเป็นส่วนหนึ่งของ DNA-sensing 

pathway ที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการทำงานของยีนภูมิคุ้มกันอ่ืน ๆ ทั้งนี้ การใช้ RNAi เป็นวิธีที่มี

ความแม่นยำจึงเป็นวิธีที่งานวิจัยมากมายเลือกใช้เพ่ือศึกษาหน้าที่การทำงานของยีนเป้าหมายรวมถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างยีนในกลุ่มที่ทำหน้าที่เกี่ยวข้องกัน 
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รูปที่ 4.5 ระดับการแสดงออกของยีน (A) LvHcS (B) LvHcL (C) LvproPO1 (D) LvproPO2 และ 
(E) LvproPO3 ในเนื้อเยื่อตับและเม็ดเลือดของกุ้งที่มีการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
LvHcB แบบจำเพาะด้วยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ปริมาณ 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 
กรัม โดยขนาดกุ้งที่ใช้คือ 3 ± 0.1 กรัม นำตัวอย่างตับและเม็ดเลือดมาสกัดอาร์เอ็นเอ
และตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่

จำเพาะกับยีน (ตารางที่ 3.2) ยีนที่ใช้เป็นยีนควบคุมการแสดงออก คือ ยีน EF1-α ซึ่งใช้
เพ่ือบ่งบอกปริมาณ cDNA ที่เท่ากันในแต่ละตัวอย่าง กราฟแท่งแสดงถึงค่าเฉลี่ยของ 
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การแสดงออกสัมพัทธ์ ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ได้จากการทำ
การทดลองซ้ำ 3 ครั้ง  

4.6 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (PO activity) ในกุ้งที่ถูกยับยั้ง         

การแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

เพ่ือทดสอบความเก่ียวข้องของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ต่อระบบโพรฟีนอลออกซิเดส โดยทำ

การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ ฟีนอลออกซิเดส (PO activity) ในเลือดของกุ้งที่ถูกยับยั้ ง            

การแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ด้วยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA จากนั้นจึงเก็บ

เลือดกุ้งและเตรียมเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในสารละลายบัฟเฟอร์ (10 mM Tris-HCl buffer pH 8.0) 

และทำการวัดปริมาณ โปรตีนด้ วยวิธีแบรดฟอร์ด  (Bradford's method) โดยใช้ โดพามีน 

(dopamine) ซึ่งเป็นสับสเตรทที่มีความจําเพาะต่อการตรวจปฏิกิริยาของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส  

ผลจากการทดลองพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีค่าลดลงอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติในกลุ่มของกุ้งที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ซึ่งถูกฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ 

LvHcB dsRNA (ตารางที่ 4.1) โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสต่ำกว่ากุ้งกลุ่มควบคุมที่ฉีด

ด้วยอาร์เอ็นเอ สายคู่ GFP dsRNA ถึง 42.7% (รูปที่ 4.6) ผลจากการทดลองสรุปได้ว่ายีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB เป็นยีนทีเ่กี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดสของกุ้ง 

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกที่ได้ศึกษาหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ต่อกิจกรรมของ

เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในเลือดของกุ้งขาวแปซิฟิกด้วยการใช้เทคนิค RNAi ซึ่งผลการทดลองนี้ทำให้

สามารถสรุปได้ว่ายีนฮีโมไซยานิน LvHcB เกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดส และผลการทดลอง

นี้ได้สอดคล้องกับผลจากงานวิจัยอ่ืนที่พบว่า  ยีนฮีโมซานิน-2 (GenBank AY193781) ของเครย์ฟิช 

Pacifastacus leniusculus เมื ่อถูกตัดด้วยเอนไซม์ทริปซิน (trypsin) จะทำให้มีกิจกรรมของ

เอน ไซม ์ฟ ีนอลออกซ ิเดส ได ้ (Lee และคณะ , 2004) และในปี  2018 มีงานวิจัยที่พบอีกว่า 

ยีนฮีโมไซยานิน -1 (GenBank KT725202) ของเครย์ฟิช red swamp crayfish (Procambarus 

clarkii) ก็มีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสด้วยเช่นกัน (Qin และคณะ, 2018) โดยลำดับกรดอะมิโน

ของยีนนี้มี ความเหมือนกับกรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน HcB ของกุ้งขาวอยู่ 67.72% และยังจัดอยู่

ในกลุ่มหน่วยย่อยฮีโมไซยานินชนิดบีตา (Zeng, 2016)  เหมือนกัน นอกจากนั้นเมื่อวิเคราะห์ลำดับ

กรดอะมิโนของยีนฮีโมไซยานิน HcB ของกุ้งขาวแปซิฟิกกับกรดอะมิโนของ P. leniusculus พบว่ามี

ความคล้ ายกับยีน ฮีโมไซยานิน -1 (77%) มากกว่ายีน ฮีโมไซยานิน -2 (72%) ของเครย์ ฟิ ช  
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ซึ่งฮีโมไซยานิน-1 สามารถถูกกระตุ้นให้มีคุณสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรีย (Lee, Lee และ Söderhäll, 

2003) ในขณะที่ฮีโมไซยานิน-2 สามารถถูกระตุ้นให้มีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสได้ (Lee, 

Lee และ Söderhäll, 2004) อย่างไรก็ตามฮีโมไซยานินทั้งสองยีนของเครย์ฟิชต่างมีความเกี่ยวข้อง

กับระบบภูมิคุ้มกัน คือ ต้านเชื้อแบคทีเรียและมีกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส ดังนั้นจึงสรุปได้

ว่ายีนฮีโมไซยานิน HcB มีความเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแต่กำเนิดของกุ้งขาวแปซิฟิก 

 

รูปที่ 4.6 กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสในน้ำเลือดของกุ้งกลุ่มที่ถูกฉีดด้วย LvHcB dsRNA 
และกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วย GFP dsRNA  กุ้งทั้งสองกลุ่มได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 ครั้ง แต่ละ
ครั้งใช้ dsRNA 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม ขนาดกุ้งที่ใช้คือ 3 ± 0.1 กรัม เก็บ
ตัวอย่างเลือดของกุ้งขาวด้วยการใช้เข็มดูดเลือดออกมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับ Tris-HCl 
buffer pH 8.0 ผสมเลือดที่มีโปรตีน 500 ไมโครกรัม กับโดปามีนที่เป็นสารตั้งต้นปฏิกิริยา 
จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้วจึงนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 
นาโนเมตร การทดลองทำซ้ำสามครั้ง กราฟแท่งแสดงค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ตารางที่ 4.1 ค่ากิจกรรมฟีนอลออกซิเดส (PO activity) จากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งขาวแปซิฟิกที่มีการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน LvHcB ด้วยการฉีด LvHcB dsRNA เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ฉีด 
GFP dsRNA กุ้งทั้งสองกลุ่มได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 ครั้ง ใช้ dsRNA 5 ไมโครกรัมต่อ
น้ำหนักกุ้ง 1 กรัม ขนาดกุ้งที่ใช้คือ 3 ± 0.1 กรัม เก็บตัวอย่างเลือดของกุ้งขาวด้วยการ
ใช้เข็มดูดเลือดออกมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับ Tris-HCl buffer pH 8.0 ผสมเลือดที่มี
โปรตีน 500 ไมโครกรัม กับโดปามีนที่ เป็นสารตั้ งต้นปฏิกิริยา จากนั้นทิ้ งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้วจึงนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร 
การทดลองทำซ้ำสามครั้ง ตารางแสดงค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

การยับยั้งการแสดงอออก 
PO activity (∆A470/mg total 

protein/min) 

LvHcB dsRNA 0.43 ± 0.037 

GFP dsRNA 0.76 ± 0.041 

 

4.7 การตรวจสอบการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งที่ถูกยับย้ังการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

 ในการทดลองเพ่ือทดสอบความเกี่ยวข้องของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ต่อการเกิดเมลาโนซิส

ของกุ้งขาวแปซิฟิก ได้ทำการตรวจวัดการเกิดเมลาโนซิส (melanosis) โดยการวัดสีเปลือกกุ้งด้วย

เครื่องโครมามิเตอร์ (Chroma meter) โดยเริ่มจากแบ่งกุ้งออกเป็น 3 กลุ่ม กุ้งกลุ่มที่ 1 คือกุ้งที่ถูก

ยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ด้วยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่  LvHcB dsRNA          

กุ้ งกลุ่มที่  2 คือกุ้ งกลุ่ มควบคุมที่ ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่  GFP dsRNA และกุ้ งกลุ่มที่  3 คือ              

กุ้งกลุ่มควบคุมที่แช่ด้วยสารละลาย 2% โซเดียมเมแทไบซัลไฟต์ (sodium metabisulfite; SMS) 

หลังจากนั้นเก็บรักษากุ้งที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 7 วัน ทำการวัดสีเปลือกกุ้งทั้งบริเวณส่วนหัวและ

ส่วนตัวกุ้งด้วยเครื่องโครมามิเตอร์ ทำการคำนวณหาค่าความต่างสี (∆E) โดยเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมเชิงลบ (กุ้งกลุ่มที่ 2) คือ กลุ่มที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA และกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

(กุ้งกลุ่มที่ 3) คือ กุ้งที่แช่ด้วย 2% โซเดียมเมแทไบซัลไฟต์ โดยในการทดลองนี้ ค่า ∆E แสดงถึงระดับ

ความแตกต่างของสีในวันที่ 0 และวันที่ 7 หลังการแช่เย็น และเนื่องจากเมลาโนซิสมีสีเข้ม การเพิ่มขึ้น

ของค่า ∆E จึงบ่งบอกถึงความเข้มหรือดำท่ีมากขึ้นของสัตว์ทดลอง 
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ตารางที่ 4.2 ค่าความแตกต่างสีบริเวณหัวกุ้งและตัวกุ้งของแต่ละกลุ่มการทดลองหลังการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 7 วัน SMS กุ้งกลุ่มที่ฉีด LvHcB dsRNA และ GFP dsRNA 
ได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 ครั้ง ใช้ dsRNA 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม ขนาดกุ้งที่
ใช้คือ 21 ± 2 กรัม โดยการฉีดครั้งทีส่องห่างจากครั้งแรก 24 ชั่วโมง จากนั้นเลี้ยงต่อจน
ครบ 48 ชั่วโมง กุ้งกลุ่มควบคุมที่แช่ sodium metabisulfite (SMS) เข้มข้น 2%w/v 
กุ้งจะถูกทำให้สลบด้วยการแช่เย็นแล้วจึงนำกุ้งมาแช่ในสารละลาย SMS (4 °C) นาน 5 
นาที จากนั้นจึงวัดสีกุ้งทั้งสามกลุ่มและนับเป็นวันที่ 0 หลังการแช่เย็น จากนั้นเก็บรักษา
กุ้งที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 7 วัน จึงวัดสีอีกครั้งแล้วนำมาคำนวณเพ่ือหาค่าความ
แตกต่างสี การทดลองทำซ้ำสามครั้ง และค่าในตารางแสดงค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

การยับยั้งการแสดงอออก 
ค่าความแตกต่างสี (∆E) 

หัว ตัว 

การฉีด LvHcB dsRNA 15.40 ± 0.45 5.21 ± 0.93 
การฉีด GFP dsRNA 8.45 ± 1.65 5.87 ± 0.60 

การแช่ 2% sodium metabisulfite 5.34 ± 0.26 4.12 ± 0.13 

ผลจากการทดลองพบว่า เมื่อวิเคราะห์ค่าสีบริเวณส่วนหัว และลำตัวกุ้งในกุ้งกลุ่มทดลองที่ฉีด

อาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA (กุ้งกลุ่มที่ 1) มีค่าความต่างสีที่ส่วนหัวและตัวเท่ากับ 15.40 และ 

5.21 ตามลำดับ ในขณะที่กุ้งกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA (กุ้งกลุ่มที่ 2) มี     

ค่าความต่างสีที่ส่วนหัวและตัวเท่ากับ 8.45 และ 5.87 ตามลำดับ และกุ้งกลุ่มควบคุมที่แช่ด้วย

สารละลาย 2% โซเดียมเมแทไบซัลไฟต์ (กุ้งกลุ่มที่ 3) มีค่าความต่างสีที่ส่วนหัวและตัวเท่ากับ 5.34 

และ 4.12 ตามลำดับ (ตารางที่ 4.2) ดังปรากฏในรูปถ่ายหลังแช่เย็นกุ้งในวันที่ 7 (รูปที่ 4.7) จากผล

แสดงให้เห็นว่าเมื่อเปรียบเทียบค่าที่ได้ บริเวณส่วนหัวของกลุ่มทดลองมีค่าสูงกว่า (15.40) ค่าของ

กลุ่มควบคุมทั้งสองกลุ่ม (8.45 และ 5.34) (รูปที่ 4.8) สรุปได้ว่ายีนฮีโมไซยานิน LvHcB ไม่มีผลต่อ

การเกิดเมลาโนซิสในกุ้งขาวแปซิฟิก 

อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองพบว่าค่าความต่างสีเมลาโนซิสในส่วนหัวของกุ้งในวันที่ 7 

ของกลุ่มที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA (8.54) มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอ

สายคู่ GFP dsRNA (5.87)  สาเหตุการเพ่ิมขึ้นของเมลาโนซิส อาจเกิดจากมีการเพ่ิมการกระตุ้น     

การทำงานของกิจกรรมฟีนอลออกซิเดสในหัวกุ้ง ผ่านการทำงานของเอนไซม์โพรติเนสของจุลินทรีย์ที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

57 
 
มีมากขึ้นเนื่องจากการยับยั้งการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ทำให้กุ้งมีระบบภูมิคุ้มกันที่

ลดลง (ฟีนอลออกซิเดสลดลง) ส่งผลให้เชื้อแบคทีเรียมีมากขึ้น ทั้งนี้ งานวิจัยนี้ยังต้องการการทดลอง

เพ่ิมเติมเพ่ือพิสูจน์ความสัมพันธ์ระหว่างการเพ่ิมขึ้นของเมลาโนซิสและปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อ

ของกุ้งขาว แต่อย่างไรก็ตาม ได้มีงานวิจัยที่รายงานถึงความสัมพันธ์ระหว่างฟีนอลออกซิเดสที่ลดลง

กับการเพ่ิมขึ้นของแบคที เรีย โดยในปี  2009 Fagutao และคณะ ได้ลดการแสดงออกของ 

ยี น โพ รฟี น อล ออกซิ เดส proPO ในกุ้ งคุ รุ มา (Marsupenaeus japonicus) ด้ วยเทคนิ ค RNAi 

interference และพบว่ากุ้งคุรุมามีกิจกรรมฟีนอลออกซิเดสลดลงมากถึง 80% ประกอบกับมีการ

เพ่ิมขึ้นของจุลินทรีย์ในวันที่ 3 และ 7 หลังการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ proPO dsRNA แม้ว่าไม่มีการใส่

เชื้อใด ๆ เพ่ิมในการทดลองนี้เลย จุลินทรีย์ที่เพ่ิมขึ้นของกุ้งคุรุมา พบว่าส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียในจีนัส 

(genus) Vibrio (80%) และแบคทีเรียตระกูล (family) Enterobactereacea  นอกจากนี้ งานวิจัย

ของ Liu และคณะ (2007) ได้พบว่าเครย์ฟิช P. leniusculus ที่ได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ proPO 

dsRNA มีกิจกรรมฟีนอลออกซิเดส ลดลง 33%  จากนั้นได้ฉีดเชื้อ Aeromonas hydrophila (4 x 

106 CFU/ml ) ซึ่งเป็นผลให้มีปริมาณแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นถึง 2.3 เท่าเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีดอาร์เอ็นเอ

สายคู่ GFP dsRNA ร่วมกับเชื้อ การเพ่ิมข้ึนของเชื้อใช้เวลาเพียง 3 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ ซึ่งแสดงให้

เห็นว่าการลดลงของกิจกรรมฟีนอลออกซิเดส  มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียอย่างรวดเร็ว ดังนั้น  

การลดลงของกิจกรรมฟีนอลออกซิเดสในกุ้งขาวที่ฉีดด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA ถึงแม้จะ 

ไม่มีผลต่อ การเกิดเมลาโนซิสแต่อาจทำให้ปริมาณเชื้อแบคทีเรียของกุ้งขาวแปซิฟิกเพิ่มขึ้นได้เมื่อ

เทียบกับกลุ่มอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของปริมาณเชื้อแบคทีเรียนี้อาจมีผลต่อไป

จนถึงช่วงหลังการตายของกุ้ง (Kaspar และ Tamplin, 1993; Leroi และ Joffraud, 2011) ซึ่งผล

จากการเพ่ิมขึ้นของแบคทีเรียอาจทำให้มีเอนไซม์โปรตีเอสในปริมาณสูงและนำไปสู่การกระตุ้น  

การทำงานของโพรฟีนอลออกซิเดสและฮีโมไซยานินที่ทำหน้าที่ในการสร้างเมลานินให้มีการกระตุ้น

การเกิดเมลาโนซิสในกุ้งขาวได้ 

ถึงแม้มีรายงานการศึกษาความเกี่ยวข้องของยีนฮีโมไซยานิน (García-Carreño และคณะ, 

2008; Coates และ  Nairn, 2013) และโพ รฟี นอลออกซิ เด ส  (Gimenez แล ะคณ ะ  2010; 

Zamorano และคณะ, 2009; Ali และคณะ, 1994) ต่อการเกิด เมลาโนซิสในกุ้ งหลายชนิด 

(Martínez-Alvarez และคณะ, 2008; Perdomo-Morales และคณ ะ, 2008) อย ่างไรก ็ตาม

ปัจจุบันยังไม่มีรายงานยืนยันที่แน่ชัดว่ายีนฮีโมไซยานิน และยีนโพรฟีนอลออกซิเดสเป็นยีนที่สำคัญ

ต่อการควบคุมการเกิดเมลาโนซิสในกุ้ง นอกจากนั้นทั้งสองโปรตีนประกอบด้วยหลายหน่วยย่อย เช่น 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

58 
 
ยีนฮีโมไซยานิน   หน่วยย่อย L  หน่วยย่อย S  หน่วยย่อย B และโพรฟีนอลออกซิเดส (proPO1, 

proPO2 และ proPO3) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากลไกการเกิดเมลาโนซิสเป็นกลไกที่ซับซ้อน อาจจะมีการ

ทำงานของโปรตีนหลายชนิดในการควบคุมการเกิดกลไกนี้ อย่างไรก็ตามหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB ไม่เกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิส แต่มีความเกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดสซึ่งเป็น

ระบบภูมิคุ้มกันที่สำคัญในการต้านโรคของกุ้งขาวแปซิฟิก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.7  การเกิดเมลาโนซิสของกุ้งขาวแปซิฟิกวันที่ 0 (A-C) และวันที่ 7 (D-F) หลังการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 °C A และ D  คือกลุ่มการทดลองที่ได้รับ LvHcB dsRNA  รูป B และ E ได้รับ 
GFP dsRNA และ รูป C และ F คือกลุ่มที่ถูกแช่ใน 2% SMS กุ้งกลุ่มที่ฉีด LvHcB dsRNA 
และ GFP dsRNA ได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 ครั้ง แต่ละครั้งใช้ dsRNA 5 ไมโครกรัมต่อ
น้ ำหนั กกุ้ ง 1 กรัม  ขนาดกุ้ งที่ ใช้ คื อ  21 ± 2 กรัม  กุ้ งกลุ่ มควบคุมที่ แช่  sodium 
metabisulfite (SMS) เข้มข้น 2%w/v กุ้งจะถูกทำให้สลบด้วยการแช่เย็นแล้วจึงนำกุ้งมา
แช่ในสารละลาย SMS (4 °C) นาน 5 นาที จากนั้นจึงวัดสีกุ้งทั้งสามกลุ่มและนับเป็นวันที่ 0 

D E F 

C A B วันที่ 0  

วันที่ 7  

LvHcB dsRNA  GFP dsRNA  SMS  
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หลังการแช่เย็น จากนั้นเก็บรักษากุ้งที่ อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 7 วัน จึงวัดสีอีกครั้ง 
แล้วนำมาคำนวณเพ่ือหาค่าความแตกต่างสี การทดลองทำซ้ำสามครั้ง และกราฟแท่งแสดง
ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 ค่าความต่างสี (ΔE) บริเวณหัว (cephalothorax) ของกุ้งหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C 
เป็นเวลา 7 วัน กุ้งกลุ่มที่ฉีด LvHcB dsRNA และ GFP dsRNA ได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 
ครั้ง แต่ละครั้งใช้ dsRNA 5 ไมโครกรัมต่อน้ำหนักกุ้ง 1 กรัม ขนาดกุ้งที่ใช้คือ 21 ± 2 กุ้ง
กลุ่มควบคุมที่แช่ sodium metabisulfite (SMS) เข้มข้น 2%w/v กุ้งจะถูกทำให้สลบด้วย 
การแช่เย็นแล้วจึงนำกุ้งมาแช่ในสารละลาย SMS (4 °C) นาน 5 นาที จากนั้นจึงวัดสีกุ้งทั้ง
สามกลุ่มและนับเป็นวันที่ 0 หลังการแช่เย็น จากนั้นเก็บรักษากุ้งที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 
7 วัน จึงวัดสีอีกครั้งแล้วนำมาคำนวณเพ่ือหาค่าความแตกต่างสี การทดลองทำซ้ำสามครั้ง 
และกราฟแท่งแสดงค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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รูปที่ 4.9 ค่าความต่างสี (ΔE) บริเวณตัว (abdomen) ของกุ้งหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C เป็น
เวลา 7 วัน กุ้งกลุ่มที่ฉีด LvHcB dsRNA และ GFP dsRNA ได้รับการฉีดอาร์เอ็นเอ 2 ครั้ง 
กุ้งกลุ่มควบคุมที่แช่ sodium metabisulfite (SMS) เข้มข้น 2%w/v กุ้งจะถูกทำให้สลบ
ด้วยการแช่เย็นแล้วจึงนำกุ้งมาแช่ในสารละลาย SMS (4 °C) นาน 5 นาที จากนั้นจึงวัดสีกุ้ง
ทั้งสามกลุ่มและนับวันที่ 0 หลังการแช่เย็น จากนั้นเก็บรักษากุ้งที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 7 
วัน จึงวัดสีอีกครั้งแล้วนำมาคำนวณเพ่ือหาค่าความแตกต่างสี การทดลองทำซ้ำสามครั้ง 
และกราฟแท่งแสดงค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 5  

สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาหน้าที่ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ในกุ้งขาวแปซิฟิก  

(L. vannamei) ต่อความเกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิส ด้วยการใช้อาร์เอ็นเอ อินเทอร์เฟอเร็นซ์ 

(RNA interference) เพ่ือลดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย จากผลการทดลอง พบว่าการฉีด 

อาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA เข้ากล้ามเนื้อกุ้งสามารถลดปริมาณทรานสคริปต์ของยีนฮีโมไซยานิน 

LvHcB ได้อย่างจำเพาะและมีประสิทธิภาพโดยไม่มีผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนที่มีคอปเปอร์

เป็นองค์ประกอบ (type III copper protein)  ประกอบด้วยยีนฮีโมไซยานิน LvHcL และ LvHcS และ

ยีนโพรฟีนอลออกซิเดส LvproPO1 LvproPO2 และ LvproPO3 และพบว่าการลดการแสดงออกของ

ยีนฮีโมไซยานิน LvHcB นี้  มีผลทำให้กิจกรรมของฟีนอลออกซิเดสในเลือดของกุ้งขาวลดลง แสดงว่า

ยีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีบทบาทเกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดส  และภูมิคุ้มกันของกุ้ง 

อย่างไรก็ตาม การฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ LvHcB dsRNA ไม่มีผลทำให้ค่าสีการเกิดเมลาโนซิสลดลงเมื่อ

เทียบกับกลุ่มที่ฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ GFP dsRNA แสดงว่ายีนฮีโมไซยานิน LvHcB ไม่มีผลต่อการเกิด 

เมลาโนซิสในกุ้งขาวแปซิฟิก ดังนั้น จากผลการทดลองจึงสรุปได้ว่า RNAi สามารถลดการแสดงออก

ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB ได้อย่างมีประสิทธิภาพและแม่นยำ และยีนฮีโมไซยานิน LvHcB มีหน้าที่

เกี่ยวข้องกับระบบโพรฟีนอลออกซิเดสแต่ไม่มีผลต่อการเกิดเมลาโนซิส 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

การฉีดอาร์ เอ็น เอสายคู่  LvHcB dsRNA ในการศึกษาครั้ งนี้  มีประสิทธิภาพและมี

ความจำเพาะต่อการศึกษาหน้าที่ของยีนในกุ้ง ดังนั้น  เทคนิคอาร์เอ็นเออินเทอร์เฟอเร็นซ์ (RNAi) 

สามารถนำมาประยุกต์ใช้ศึกษาหน้าที่ของยีนอ่ืน ๆ เช่น  ยีนฮีโมไซยานิน LvHcL และ LvHcS ต่อความ

เกี่ยวข้องกับการเกิดเมลาโนซิสในกุ้งได้ในอนาคต 
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บรรณานุกรม 
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ภาคผนวก ก  

วิธีวิเคราะห์ทางเคมี 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford (Bradford, 1976) 

เครื่องมือและอุปกรณ ์

- Spectrophotometer 

- Cuvette 

- p1000 micropipette 

- p1000 tips 

สารเคมี 

- 1x Bradford reagent 

- Bovine serum albumin 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

- Tris-HCl buffer pH 8.0 

วิธีการวิเคราะห์โปรตีนในตัวอย่าง 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

 ใช้โปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin น้ำหนัก 0  1.25  2.5  5  และ 10 กรัม ด้วย

การปิเปต Bovine serum albumin เข้มข้น 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0  0.625  1.25  2.5  

และ 5 ไมโครลิตร ตามลำดับ เพ่ือผสมกับ Bradford reagent 1 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ต่อมานำค่า 

A595 และน้ำหนัก BSA ทั้งห้าค่ามาสร้างกราฟ จึงได้เป็นกราฟเส้นตรงที่มีสมการ y = 0.0287x  และ

มีค่า R² = 0.9983 
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รูปที่ ก 1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน BSA และค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ซึ่งได้จากการทำปฏิกิริยาระหว่างโปรตีน BSA 

ที่มีน้ำหนัก 0  1.25  2.5  5  และ 10 กรัม (แสดงด้วยจุดสีฟ้าทั้งห้าจุด) กับ 

Bradford reagent 1 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (A595) ด้วย

เครื่อง spectrophotometer กราฟมาตรฐานมีสมการ y = 0.0287x  และค่า R² 

= 0.9983 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0287x
R² = 0.9983

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งที่
คว

าม
ยา

วค
ลื่น

 
59

5 
นา

โน
เม

ตร
 (A

59
5)

BSA (ไมโครกรัม)



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 79 

ภาคผนวก ข  

ลำดับกรดนิวคลีอีกที่สมบรูณ์ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB 

GCCGACGGCACAAGCGGCGCTGCCTGCGCCCCCCGAGGCCTGAGGCTCAGAGGGACCT

CCGAAAGCTCGCCGTTTGAAGCGAAGGAAAAAGCCTGGTCTTATCGCGTGTTGCCAAG

TGCCGCCGGAGGCCATTGAGGCGAGTTCTGTCCTTGCGACAGGCTGCAGCGGCGCCCC

CTCGACGTATATAAGGGCGCGGAGCCCAGCGCTCGCCTTCACTGCCGGCGACATGAAG

GTGCTGTTCCTCGCGGTGGCGCTGCTCTCCGCCTCGGGCCTCGCCGAGGACAACCTCGC

GCACAAGCAGCAGGCGATCAACAGGCTTCTGTACAGGGTGACTGAGCCTCTGCTGTCT

TCCTTCACCGACCTGAAGGAGCTGGCGACGACGTGGGACCCGCGGGCCCACGTGGGGC

ACTGCAAGGACGGGGGCGCCGCCGTCGGCCGCCTCATGGCCGAGCTGGAGCAAGGGCA

GCTGCGCGAGAAGAGGCAGTGGTTCTCGCTGTTCAACCCGCGCCAGAGGGAGGAGGCGCTCA

TGCTGATCCACGTGCTGCTCTCCTGCAAGGACTTCCACACGTTCAAGGGCAACGCGGCCTTCTT

CCGCGAGCGCATGAACGAGGGCGAGTTCGTGTACGCGCTCTACGTGTCCGTCACGCACTCCAA

GATGACGCAGGAGGTCATCCTGCCTCCGCTCTACGAGGTCACGCCCCACTTGTTCACCAACTCG

GAGGTCATCCGGAAGGCGTACGAGGCCAAGATGCTGCAGACGCCCGGCCGCTTCAGGATGACG

TTCACCGGCACGCTCAAGAACAGCGAGCAGCGCGTGGCGTACTTCGGCGAGGACATCGGCATG

AACTCGCACCACGTGCACTGGCACATGGACTTCCCCTTCTGGTGGGACGGCGAGCACATCGACC

GCAAGGGCGAGCTGTTCTTCTGGGCGCACCACCAGCTCACGGCGCGCTTCGACTCCGAGCGCC

TCTCCAACCACCTGCCCATCGTCGACGAGCTGCACTGGGGGCGCCCCATCGACGAGGGCTTCG

CGCCCCACACCGTCTACAAGTACGGCGGCGAGTTCCCGACGCGGCCCGACAACCTCGTGTTCG

AGGACGTGGCGGGCGTGGCGCGCGTGCGGGACCTCGTGGAGATCGACGAGCGCATCCGGGACT

CGATCGCGCGCGGCTTCGTCTACGCCTCCAACGGCAGCGCGATCAGCCTGAGGAACGAGCGCG

GCATCGACATCCTGGGCGACATCATCGAGTCGTCGGTGTACAGCGTGAACGAGCAGTACTACGG

GTCGCTGCACAACCAGGCCCACCGCGTGCTCGGCGCCCAGTCCGACCCGCTGGGCAAGTTCAA

GATGCCGCCGGGCGTGATGGAGCACTTCGAGACCGCCACCCGCGACCCCGCCTTCTTCCGCCT

CCATAAATACATGGATAACATCTTCAAGGAGCACAAGGACTCCCTGCCGCCCTACTCCAAGAAG

GACCTCGAGTACGACAACGTCCTCGTCACCTACGCGGAGGTGTCCGAGCTCGTCACCTTCTTCG

AGGACTTCGAGTTCGACCTGACCAACGCCTTCGACAGCACGGAGGAGCTCGAGGACGTGCCCG
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TCACCGCCTACGTCTCGCGCCTGAACCACAAGCCCTTCACCTTCGACATCTTCGCCAACGCCAA

GCGCGACGACGCGGTGACGGTCCGGATCCACATCTGCCCGCGCTACGACAGCAACGGCATGCA

GATCCCCTTCGACAACAACCGCTGGAGGTGCATCGAGCTCGACAAGTTCTGGACGACAGTGAAG

GCGGGCGAGAACCACATCGTGCGCAAGTCCACCGAGTCGTCGGTCACCATCCCCGACCGCATC

CCGTTCAAGACGCTGATGCAGCAGGCGGACGAGGCCGTCGCGAACGGCGTCGACCTCCCGCAC

GACATCGCTCGCGCTCGGGGCTGCGGCCTCCCCCAGCGCCTCCTGCTCCCCAAGGGCACGAGG

ACGGGCATGCAGTTCTGGCTGTTCGTGGGCATGACCAGCGGCGACGACGGCGTGCACGACGAC

CTGCTGGAGAACACGCACGGCAACACCCACAGCAACTGCGGCATCCACGGCCTCAAGTACCCC

GACAAGCGGCCGATGGGCTTCCCCTTCGACCGACGCATCCCCGACTTCCGGAACTTCATTGTCG

GGAACTTCTTGTCGACCATCGTCATGATCCATCACAATGACACTGAAGAGTTGTGATTTACGTC

AAAGACAGTGATTTTTTTTTTCAAAGCTAGTGAACATGTTTTTTTTTTTTTTTCTTGAAAGAAAG

TGAAGACTTTTGTGTTTTCTTTTCAAAAATCGTGAAAATTAATGTTTGTTTTCGAAGATATAAAG

CTATGGGAGGCGACCGGAGTGTGAACAGCAGAAAGTCCACGATTAAAAAAAAAAAAATGTCTGT

GTTAAGATGTTTCCATTGGAGGTGAAAAGGGGTCTTATAGATCTGCCGATGACTATTATAGCCT

ATCATTCATATCCATAATTTTGTAGAAAAGAAATAAATATATTCCTAAAATCTACATACACTGAA

ATGAACTCCTTATACCTCAAAAATCAAAGACTGAAAATCAATGATCACAAAAACCTCTGTCAATT

CCAATGAAATAAGTAGTTCCAAAAATTAAAATCCACTGATACTTTTCATCATAAAAAGGTAAATC

AA 

รูปที่ ข 1 แสดงลำดับกรดนิวคลีอีกท่ีสมบูรณ์ของยีนฮีโมไซยานิน LvHcB (XM_027380856.1) 2693 

คู่เบส โดยส่วนที่มีลำดับกรดนิวคลีอิกของอาร์เอ็นเอสายคู่ที่ใช้ในการยับยั้งการแสดงออก

ของยีน LvHcB คือบริเวณที่ทำตัวหนา และตำแหน่ง start codon คือ บริเวณกรดอะมิโน

ที่ขีดเส้นใต้เส้นเดียว ส่วน stop codon คือ บริเวณกรดอะมิโนที่ขีดเส้นใต้สองเส้น 
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ประวัติผู้เขียน 
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