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บทที่ 1 

บทนํา 

กุงทะเล โดยเฉพาะกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) เปนสัตวน้ําเศรษฐกิจที่มี
ความสําคัญที่สุดประเภทหนึ่งของประเทศไทยและเปนอาหารที่นิยมทั่วโลก ทั้งในเอเชีย ยุโรป 
และอเมริกา โดยประเทศไทยเปนผูนําดานการผลิตและสงออกกุงทะเลแชเยือกแข็งมากที่สุด
ติดตอกันมานานหลายปตั้งแตป พ.ศ.2534 เปนตนมา โดยมีปริมาณการสงออกในป 2549 
ประมาณ 338,410 เมตริกตัน มูลคา 86,720 ลานบาท(1) ซึ่งผลผลิตกุงจากประเทศไทยกวารอย
ละ 99 เปนผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงในฟารม(2) ทั้งน้ีเพราะประเทศไทยเปนประเทศที่มี
ศักยภาพในการเพาะเลี้ยงกุงทะเลสูง ประกอบกับมีสภาพแวดลอมที่เอ้ืออํานวยอันไดแก มี
ชายฝงทะเลและปาชายเลนที่อุดมสมบูรณ มีสภาพอากาศที่เหมาะสม มีพันธุกุงที่ดี มีวัตถุดิบที่
จะใชทําอาหารกุงที่เพียงพอและราคาถูก และมีแรงงานที่มีความรูความชํานาญ 

ตั้งแตปพ.ศ . 2545 สหภาพยุโรปไดกําหนดใชนโยบายซีโรทอเลอแรนซ (zero 
tolerance) หรือกฎสารตกคางเปนศูนย คือ ตองไมมีสารตกคางเลยสําหรับอาหารที่นําเขา จึง
สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงของไทย เน่ืองจากการเพาะเลี้ยงกุงในปจจุบัน
นิยมเลี้ยงแบบหนาแนนและกึ่งหนาแนน สงผลใหกุงเกิดสภาวะเครียดและเกิดโรคระบาดในกุง
ไดงาย เกษตรกรผูเพาะเลี้ยงกุงจึงแกปญหาโดยการผสมสารปฏิชีวนะในอาหารและน้ํากอนและ
ขณะเลี้ยงกุง โดยหวังวาจะสามารถฆาเชื้อแบคทีเรียที่เปนปญหาในบอเลี้ยง ชวยเพ่ิมอัตรารอด 
และชวยเพ่ิมนํ้าหนักของกุง แตผลเสียที่สําคัญคือ เกิดการตกคางของสารปฏิชีวนะในเนื้อกุง ทํา
ใหกุงจากประเทศไทยถูกกีดกันทางการคาจากตลาดตางประเทศ  

จากความเขมงวดในการตรวจสอบสารตกคางดังกลาว จึงมีแนวคิดที่จะใชจุลินทรียตอสู
กับจุลินทรียกอโรคเพ่ือทดแทนการใชสารปฏิชีวนะ ในรูปผลิตภัณฑจุลินทรียแบบตางๆ เชน 
ผลิตภัณฑจุลินทรียที่เพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายอินทรียสารตางๆ ในบอ ชวยปรับสภาพ
และควบคุมคุณภาพน้ําในบอเลี้ยง และยังชวยควบคุมปริมาณแบคทีเรียกอโรคที่อยูในนํ้าเชน 
แบคทีเรียกลุมวิบริโอได รวมถึงการใชจุลินทรียโพรไบโอติก (probiotics) ที่มีประสิทธิภาพใน
การปองกันการติดเชื้อจากกลุมจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารมาใชผสมในอาหารกุง เม่ือกุง
กินเขาไปจุลินทรียนี้จะยังคงมีชีวิตอยูในทางเดินอาหาร ชวยกระตุนภูมิคุมกันของกุง ชวยรักษา
สมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร ทําใหการยอยอาหารของกุงมีประสิทธิภาพดีขึ้น มี
การขับถายของเสียออกมาปริมาณนอยลง สงผลใหไดผลผลิตกุงที่มีสุขภาพแข็งแรงและ
ปราศจากสารปฏิชีวนะตกคาง 

จุลินทรียโพรไบโอติกที่นําไปใชในกุงกุลาดํายังมีการศึกษาอยู จํานวนนอย เชน 
Thalassobacter utilis(3) และ Bacillus spp.(4, 5, 6)    ศิริรัตน เรงพิพัฒน และคณะ(5, 7, 8, 9, 10) 
ศึกษาการใชโพรไบโอติกแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ S11 (BS11) ที่แยกไดจากลําไสกุง
กุลาดําที่มีสุขภาพดีจากอาวไทยเสริมในอาหารกุงกุลาดํา   จากการใช BS11 เสริมในอาหารกุง
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กุลาดําและเลี้ยงกุงทั้งในระดับหองปฏิบัติการและระดับทดลองภาคสนาม พบวา BS11 มี
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดี สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา ทําใหน้ําหนักตัว
และการรอดชีวิตของกุงกุลาดําสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม นอกจากนี้ยังพบวา BS11 ชวยเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยการ
ตอบสนองผานเซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา 

จีเอฟพี (green fluorescent protein, GFP) เปนโปรตีนที่แยกไดจากพวก 
Coelenterates เชน แมงกะพรุนทะเล Pacific jellyfish (Aequoria victoria) มีขนาดโมเลกุล 27 
กิโลดาลตัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 238 ตัว(11) สามารถเรืองแสงสีเขียวที่มีความยาวคลื่น 508 
นาโนเมตรได เม่ือถูกกระตุนดวยแสงสีน้ําเงินความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร(12)  

ขอดีของจีเอฟพี คือ การเรืองแสงเกิดขึ้นโดยไมตองอาศัยพลังงานจากเซลล สามารถ
เรืองแสงไดอยางตอเนื่องโดยไมตองมีโคแฟกเตอรหรือสารตั้งตนใดๆ  และความเขมของการ
เรืองแสงไมลดลง   จีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลลหรือการแสดงออกของยีนอ่ืน 
และไมมีความเปนพิษตอเซลล สามารถแสดงออกไดทั้งในเซลลยูคาริโอตและโปรคาริโอตเชน 
เซลลแบคทีเรีย ยีสต ราเมือก พืช แมลงหวี่ ปลามาลาย หรือ สัตวเลี้ยงลูกดวยนม  ดังน้ันจึงมี
การนําจีเอฟพีไปประยุกตใชอยางกวางขวางไดแก ใชเปนเครื่องหมายติดตามเซลลที่มีชีวิต ใช
ในการติดตามการแสดงออกของยีน ติดตามโปรตีนในเซลลที่มีชีวิต และเปนเครื่องหมายสําหรับ
ติดตามเซลลที่ถูกทรานสฟอรม(13, 14, 15, 16) 

เน่ืองจากการเรืองแสงของจีเอฟพีตองอาศัยเวลา 1-2 ชั่วโมงหลังจากที่โปรตีนถูกสราง
ขึ้น และใหแสงที่มีความเขมต่ํา(17) นอกจากนี้เซลลยูคาริโอตหลายชนิดไมสามารถสรางจีเอฟพี
ไดในปริมาณสูง(18) เพ่ือแกปญหาเหลานี้จึงมีการปรับปรุงโมเลกุลจีเอฟพี เพ่ือใหไดจีเอฟพีที่มี
ประสิทธิภาพมากขึ้น    Cormack และคณะ(17) ไดทํามิวเทชั่นยีนประมวลรหัสจีเอฟพีโดยใชวิธี 
oligodirected mutagenesis ทําใหไดจีเอฟพีมิวแทนท คือ GFPmut3a ที่มีความเขมของการ
เรืองแสงสูงกวาจีเอฟพีเดิมถึง 21 เทา   เน่ืองจากกรดอะมิโนที่ตําแหนง 65 และ 72 ของ
โมเลกุลจีเอฟพีเปลี่ยนจากซีรีน (Serine) ไปเปนไกลซีน (Glycine) และอะลานีน (Alanine) 
ตามลําดับ ทําใหสายพอลิเพพไทดของ GFPmut3a มีการมวนพับอยางมีประสิทธิภาพ และอยู
ในไซโตพลาสซึมของเซลลไดมากขึ้น 

เซลลที่ผลิตจีเอฟพีจะถูกตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนซ
(fluorescence microscope) หรือติดตามไดโดยใชเทคนิค fluorescence activated cell sorting 
(FACS) ดวยเครื่อง flow cytometer(18) และเม่ือผานแสงอัลตราไวโอเลต โคโลนีของแบคทีเรียที่
สรางจีเอฟพีบนจานเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะเรืองแสงสีเขียว 

ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเวกเตอรที่มียีนประมวลรหัสจีเอฟพีเขาสูเซลล BS11 เพ่ือเปนการ
ติดฉลาก BS11 ดวยจีเอฟพี ทําใหได BS11 ที่สามารถเรืองแสงสีเขยีวไดเม่ือถูกกระตุนดวยแสง
อัลตราไวโอเลต จากนั้นจะตดิตาม BS11 ในลําไสกุงหลงัจากที่กุงไดรับอาหารผสม BS11 
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ประโยชนทีค่าดวาจะไดรบั 
ทราบภาวะที่เหมาะสมในการทรานสฟอรมแบคทีเรียโพรไบโอติก BS11 โดยวิธีอิเล็ก-

โทรพอเรชัน และเพื่อสรางทรานสฟอรแมนทของ BS11 ที่มียีนจีเอฟพีเปนเครื่องหมายในการ
ติดตามการอยูรอดของ BS11 ในอาหารกุงและในระบบการเลี้ยงกุง และขอมูลที่ไดยังเปน
ประโยชนในการศึกษาถึงกลไกการทํางานของ BS11 ในทางเดินอาหารกุงกุลาดําตอไป 
 
 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

กุงกุลาดํา 

1. ลักษณะโดยทั่วไป 
กุงกุลาดํา หรือ กุงกะลา หรือ กุงมาลาย เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในชั้นครัส-

เตเซีย (Class Crustacea) เปนกุงทะเลที่มีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae มีชื่อวิทยาศาสตร
คือ Penaeus monodon Fabricius และมีชื่อภาษาอังกฤษคือ Black tiger shrimp หรือ Giant 
tiger prawn หรือ Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn(19)

กุงกุลาดําจัดเปนกุงขนาดใหญ มีเปลือกหุมตัวลักษณะเรียบและมันเงาอยูภายนอก 
ลําตัวสีมวงแดง โคนขาวายน้ํามีแถบสีเหลืองเปนปลองๆ ถาจับจากทะเลลึกใหมๆ จะเห็นลําตัว
เปนสีแดงสดและมีวงแหวนสีขาวสลับดํา ในแตละปลองตลอดลําตัว เปลือกหุมสวนหัวมีลักษณะ
เกลี้ยง หนวดมีสีเทาปนเขียวหรือนํ้าตาลไมมีลาย รยางคมักจะมีสีน้ําตาลและมีขนสีแดงอยู
โดยรอบ  อยางไรก็ตามสีของกุงนี้สามารถเปลี่ยนแปลงไปไดตามการปรับตัวและสภาพแวดลอม 
เชน ความเค็มและความลึกของระดับนํ้า โดยมักจะพบวากุงในเขตน้ํากรอยที่ไมลึกมากมีสี
น้ําตาลเขม กุงที่เลี้ยงในบอมีสีจางซีด  นอกจากนี้สีของกุงจะเปลี่ยนแปลงตามระยะการลอก
คราบดวย โดยจะเห็นวากุงที่ลอกคราบใหมๆ สีจะซีดไมสดใส กุงที่กําลังลอกคราบสีก็จะจางลง
กวาปกติ เปนตน 

ลําตัวกุงมีลักษณะเปนขอปลองรวม 19 ปลอง โดยแตละปลองมีรยางคหน่ึงคู ทําหนาที่
เฉพาะตางกันออกไป ลําตัวกุงสามารถแบงออกไดเปน 3 สวนคือ สวนหัว สวนอก และสวนทอง 
โดยสวนหัวและสวนอกจะรวมเปนสวนเดียวกันอยูภายใตเปลือกคลุมหัว (ซึ่งโดยทั่วไปจะเรียก
รวมๆ วาสวนหัว) ซึ่งมีอวัยวะภายในตางๆ เรียงตัวกันอยู 

รยางคที่สวนหัว มี 5 คูประกอบดวย 
1. หนวดคูสั้น (antennule) มีปลาย 2 แฉก มีหนาที่ทําความสะอาดตา 
2. หนวดคูยาว (antenna) ซึ่งใชสัมผัสรับความรูสึกหาทิศทางในการวายน้ําและชวยใน

การหาอาหารดวย 
3. รยางคสวนปาก ขากรรไกรบนลางใชขบเคี้ยวบดอาหารมีรวม 3 คู 
รยางคสวนอกมี 8 คูประกอบดวย 
1. แมกซิลิเปต (maxillipeds) 3 คูแรก ทําหนาที่ชวยในการจับและกินอาหาร 
2. ขาเดิน หรือเพอริโอพอด (periopods) มี 5 คู ทําหนาที่ในการเคลื่อนที่และตอสู

ปองกันตัว โดยขาเดิน 3 คูแรก ปลองสวนปลายจะมีลักษณะเปนกาม สวน 2 คูหลังมีปลาย
แหลมตามปกติ 
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รยางคสวนทอง มี 6 คู รยางคสวนทองนี้เรียกรวมกันวา "ขาวายน้ํา" ทําหนาที่ในการ
วายน้ํา พัดโบกใหเคลื่อนที่ มี 5 คูในแตละปลองแตคูสุดทายจะเปลี่ยนสภาพไปเปนแพนหาง 
(uropod) ติดกับหาง (telson) ทําหนาที่กําหนดทิศทางการเคลื่อนที่ของกุง แสดงดังรูปที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1  ลักษณะภายนอกทั่วไปของกุงกุลาดํา(20)

 
2. วิวัฒนาการและการเปลีย่นรูปรางของกุงกุลาดําระยะวัยออน 

1. ลูกกุงวัยออนในระยะหนึ่ง (ระยะนอเพลียส) ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหมๆ จะมี
ขนาดเล็ก ไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา มีการเปลี่ยนแปลงรูปรางทั้งหมด 6 ครั้งดังตอไปน้ี 

นอเพลียสที่ 1 ขนาดลําตัวประมาณ 0.30 มิลลิเมตร รูปรางคอนขางกลม หัวโตเรียว
เล็กไปทางดานหาง มีรยางค 3 คู มีตาอันเดียวอยูระหวางรยางคคูที่ 1 

นอเพลียสที่ 2 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.30 - 0.36 มิลลิเมตร รยางคเริ่มแบงออกเปน
ปลอง หนามปลายหางใหญ และยาวออก 

นอเพลียสที่ 3 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.36 – 0.38 มิลลิเมตร เร่ิมปรากฏฐานของ
รยางคทอง ปลายหางเรียวเล็ก มีหนาม 3 คู 

นอเพลียสที่ 4 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.36 – 0.40 มิลลิเมตร ปลายของรยางคทอง
แยกออกเปนสองแฉก มีหนามที่ปลายหาง 4 คู 

นอเพลียสที่ 5 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.40 – 0.44 มิลลิเมตร เร่ิมมีเปลือกหัว 
ขากรรไกรกลม ลําตัวยาวออก ปลายหางแยกเปน 2 แฉก 

นอเพลียสที่ 6 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.42 – 0.50 มิลลิเมตร เปลือกหัวใหญขึ้น 
ขากรรไกรยาวออกมีหนามที่ปลายหาง 7 คู 

การเปลี่ยนแปลงทั้งหมดจะเกิดขึ้นภายในเวลา 40 – 50 ชั่วโมง โดยในระยะนี้ลูกกุงยัง
ไมกินอาหาร อาหารสวนใหญจะไดจากถุงอาหารที่ติดตัวมาและจะมีชีวิตสวนใหญอยูตามหนา
ดิน 
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2. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สอง (โปรโตซูเอีย) ในระยะนี้ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวน
หัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอยๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้าและเริ่มกินอาหาร โดยอาหารของลูกกุงสวน
ใหญเปนพวกแพลงกตอนพืชเล็กๆ ลูกกุงจะเดินทางเขาหาฝงและจะอยูในระยะที่สองประมาณ 4 
วัน ในชวง 4 วันน้ีลูกกุงจะมีการเปลี่ยนแปลงลอกคราบสามครั้ง โดยแตละครั้งจะมีการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางดังนี้คือ 

โปรโตซูเอียที่ 1 ขนาดลําตัวยาว 0.85 – 1.00 มิลลิเมตร ลําตัวแบงออกเปนสามสวน 
คือ สวนหัว สวนอก และสวนทอง สวนอกแยกเปน 6 ปลอง สวนหัวมีเปลือกคลุมตลอด ตายังอยู
ภายในเปลือกมองเห็นเปนจุดดํา แยกออกเปน 2 ตา แตยังไมมีกานตา รยางคคูที่ 3 เปลี่ยน
หนาที่จากการชวยในการวายน้ํามาทําหนาที่ชวยในการกินอาหาร ปลายหางมีหนาม 7 คู ระบบ
ทางเดินอาหารเห็นไดชัดเจนตลอดลําตัว 

โปรโตซูเอียที่ 2 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 1.20 – 1.40 มิลลิเมตร ตาโผลพนเปลือกหัว
มีกานตายาว กรีแหลมยื่นไปขางหนา ระหวางตามีหนาม 1 คู บนเปลือกหัว เปลือกหัวเริ่มขยาย
ออกคลุมสวนอกและที่สวนทองเริ่มแบงเปน 5 ปลอง สวนหางแยกเปนสองแฉกและมีขนขางละ
เจ็ดเสน 

โปรโตซูเอียที่ 3 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 1.50 – 2.00 มิลลิเมตร แพนหางชั้นนอกมี
ขนาดใหญกวาแพนหางชั้นใน รอบๆ แพนหางมีขน มีรยางควายน้ําเกิดขึ้นที่ปลองอกทั้ง 5 
ปลอง 

3. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สาม (ระยะไมซิส) ลูกกุงในระยะนี้สามารถมองเห็นไดชัด-
เจนและมีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น ระยะนี้กินเวลาประมาณ 7 วัน และมีการเปลี่ยนแปลง
รูปรางแบงยอยอีก 3 ระยะ คือ 

ไมซิสที่ 1 สวนหัวกับสวนอกเชื่อมติดกัน รยางคอกยังคงทําหนาที่วายน้ํา ปลายรยางค
แบงเปน 2 แฉก สวนทองแบงออกเปน 6 ปลอง หนามบนปลองทองที่ 1 และ 2 หายไป ปลาย
หางมีหนาม 8 คู หนวดคูที่ 1 แบงเปน 3 ปลอง ปลายหางเปนสองแฉก ลําตัวมีความยาว
ประมาณ 2.50 – 3.00 มิลลิเมตร 

ไมซิสที่ 2 สวนหัวกับสวนอกเชื่อมติดกันอยางสมบูรณ มีเปลือกหัวคลุมตลอดรยางคคูที ่
1 ถึง 3 ตรงปลายเปลี่ยนเปนกามหนีบ รยางควายน้ําที่ปลองทองเจริญขึ้น หนามบนปลองที่ 3 
หายไป หางเวาเล็กนอย ลาํตัวมีความยาวประมาณ 3.00 – 3.45 มิลลิเมตร 

ไมซิสที่ 3 ขาวายน้ําเจริญขึ้น แบงออกเปน 2 ปลอง มีฟนกรี 1 - 2 อัน ที่สันกรีบน 
ลําตัวมีความยาวประมาณ 4.04 – 4.50 มิลลิเมตร 

4. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สี่ (ระยะโพสลาวา) เปนระยะตัวออนขั้นสุดทาย ลําตวัของ
ลูกกุงจะยาวประมาณ 5.50 มิลลิเมตร มีรยางคครบเหมือนตัวเต็มวัยและมีวิวัฒนาการไปเรื่อยๆ 
จนเขาสูกุงวัยรุน โดยแบงเปน 25 ระยะ ภายใน 25 วัน เรียกวาโพสลาวาที่ 1 (พี 1) เร่ือยไปถึง
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โพสลาวาที่ 25 (พี 25) หลังการลอกคราบแตละครั้งรูปรางลักษณะจะเปลี่ยนแปลงสมบูรณยิ่งขึ้น 
ลูกกุงจะมีสีเหลืองใส มีลายหรือจุดเกิดขึ้น หนามบนลําตัวหายไปหมด 

การลอกคราบ   เปลือกกุงเปนอวัยวะที่ไมสามารถเพิ่มขนาดได ดังน้ันในการ
เจริญเติบโตเพิ่มขนาดตัวของกุงแตละครั้งจึงจําเปนตองสลัดเปลือกเกาทิ้งไป แลวสรางเปลือก
ใหมที่มีขนาดใหญกวาขึ้นมาแทน เรียกขั้นตอนนี้วา “การลอกคราบ” กุงจะเริ่มลอกคราบตั้งแต
ออกจากไขเพียงไมกี่ชั่วโมง และจะลอกคราบไปตลอดชีวิต กอนที่กุงจะลอกคราบจะมีการสะสม
อาหารในรางกายมากกวาปกติโดยเฉพาะสารที่สรางเปลือก เพราะเปลือกจะตองแข็งตัวโดยเร็ว 
เม่ือกุงสลัดเปลือกออกหมด ลําตัวจะขยายขนาดใหญขึ้น  และเปลือกจะแข็งตัวภายใน 3 - 8 
ชั่วโมง การลอกคราบของกุงแตละครั้งอยูภายใตการควบคุมของระบบประสาทสวนกลางและ
ฮอรโมน 2 ชนิดที่อยูในกานตา ดังน้ันถามีการตัดกานตาออกจะทําใหกุงลอกคราบไดเร็วขึ้น แต
โดยทั่วไปนั้นการลอกคราบของกุงมักขึ้นกับปจจัยหลายๆ ดานดวย เชน วัยของกุง อาหาร แสง 
และอุณหภูมิ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมกับกุงจะลอกคราบหางกันครั้งละประมาณ 20 – 30 วัน 

3. วงจรชีวติ 
กุงกุลาดํามีอายุขัยประมาณ 18 - 24 เดือน โดยจะวางไขที่ระดับนํ้าลึกประมาณ 30 - 40 

เมตร ใกลกับพ้ืนทองทะเล ไขจะเกิดการปฏิสนธิในน้ําโดยการพัดโบกไปมาของขาวายน้ํา ไขที่
ผสมแลวจะฟกออกเปนลูกกุงวัยออน และเคลื่อนเขาสูบริเวณชายฝง พรอมทั้งเปลี่ยนแปลง
รูปรางโดยวิธีลอกคราบ(21) เปนลูกกุงวัยออนระยะตางๆ ดังน้ี  ลูกกุงวัยออนระยะแรกจะฟกออก
จากไขภายในเวลา 14 - 15 ชั่วโมง เรียกวัยออนระยะแรกวา นอเพลียส (Nauplius) มี 6 ระยะ 
ผานการลอกคราบ 5 ครั้ง เปนเวลา 48 - 56 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนแปลงรูปรางเขาสูลูกกุงวัย
ออนระยะที่ 2 เรียกวา ระยะโซเอีย (Zoea) มีการลอกคราบ 3 ครั้งภายในเวลา 4 - 5 วัน จึง
พัฒนารูปรางเขาสูลูกกุงวัยออนระยะที่ 3 เรียกวา ระยะไมซีส (Mysis) ซึ่งจะมีการลอกคราบ 3 
ครั้ง เปนเวลา 4 - 5 วัน จึงเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนลูกกุงวัยออนระยะสุดทาย เรียกวา ระยะ   
โพสลาวา (Postlarvae) หรือระยะกุงคว่ํา มีลักษณะเหมือนกุงตัวเต็มวัย นับตั้งแตเปนลูกกุงวัย
ออนระยะโพสลาวาวันแรกใชเวลาประมาณ 3 - 4 เดือน จึงจะเติบโตเปนกุงวัยรุน (Juvenile) 
และมีการพัฒนาเฉพาะเรื่องของขนาดเทานั้น สวนรูปรางตางๆ เหมือนเดิม(22) เม่ือพัฒนาเปนกุง
โตเต็มวัย (Adult) จึงเดินทางสูทะเลลึกเพื่อผสมพันธุตอไป และกลับมาวางไข เปนวงจรชีวิต
เชนนี้ตลอดไปจนกวาจะหมดอายุขัย วงจรชีวิตของกุงกุลาลาดําแสดงดังรูปที่ 2 
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รูปที่ 2 วงจรชีวติของกุงกุลาดํา(23)

4. ลักษณะนิสัย 
กุงกุลาดําสามารถเลี้ยงในบอใหโตไดถึง 150 – 200 กรัม โดยมีอัตราการเจริญเติบโตสูง

ที่สุดในระยะเวลา 3 – 4 เดือน กุงกุลาดําสามารถปรับตัวใหเขากับการเปลี่ยนแปลงสภาพของ
น้ําในบอไดเร็ว และอาศัยอยูไดในน้ําที่มีชวงความเค็มคอนขางกวาง คือประมาณ 0.2 – 70 สวน
ในหนึ่งพัน แตจะโตเร็วในน้ําที่มีชวงความเค็มระหวาง 15 – 30 สวนในหนึ่งพัน 

กุงกุลาดําสามารถกินอาหารไดทั้งที่เปนพืชและสัตว แตชอบที่จะกินเนื้อสัตวมากกวา
โดยมีประสาทรับกลิ่นคือหนวด กุงจะกินอาหารที่อยูบริเวณหนาดินโดยใชขาเดินคูที่ 1 หรือ 2 
จับอาหารและแทะกิน ดังนั้นอาหารกุงจึงควรมีลักษณะที่จมนํ้าละละลายน้ําไดชา กุงกุลาดําไมใช
สัตวสังคมมีนิสัยยึดครองอาหารไมแบงปนกัน นอกจากนี้ในชวงเวลาที่กุงลอกคราบกุงจะหยุด
กินอาหารและจะกินมากหลังจากที่ลอกคราบเสร็จใหมๆ 

5. สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจรญิเตบิโตของกุงกุลาดํา(19)

1. อุณหภูมิน้ํา 25 – 30 องศาเซลเซียส 
2. ความเค็มของน้ํา 15 – 30 สวนในพันสวน 
3. ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําไมนอยกวา 3 – 5 สวนในลานสวน (มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
4. พีเอชของน้ํา 7.5 - 8.5 
5. แอมโมเนีย ไมควรเกิน 0.1 สวนในลานสวน 
6. กาซไฮโดรเจนซัลไฟด ไมควรเกิน 0.033 สวนในลานสวน(24) 
7. ธาตุอาหารในน้ํา ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ ซิลกิา ไมควรมีมากเกินไป 
8. ปราศจากสารพิษตางๆ ในน้ํา ไดแก ยาปราบวัชพืช ยาฆาแมลง และโลหะหนัก 

จําพวก ปรอท ทองแดง สังกะสี แคดเมียม และอ่ืนๆ 
9. ความขุนใสของน้ํา ไมควรเกิน 25 สวนในลานสวน 
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10. สภาพพื้นบอไมควรเนาเสีย ปองกันโดยดูแลควบคุมการใหอาหาร และควบคุม
ปริมาณของแพลงคตอนพืชในบอ 

6. โรคระบาด(25)

1. สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย 
โรคติดเชื้อแบคทีเรียเปนสาเหตุการตายของกุงที่สําคัญและพบอุบัติการเชื้อกอโรคเกิด

การดื้อยาสูงขึ้นเรื่อยๆ 
วิบริโอซีส (Vibriosis) เปนโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงที่เกิดจากแบคทีเรียสกุล Vibrio 

ไดแก 
- Vibrio harveyi (สาเหตุโรคเรืองแสง) 
- Vibrio parahaemolyticus 
- Vibrio vulnificus (สาเหตุโรคเสี้ยนดํา) 
- Vibrio splendidus 
นอกจาก Vibrio sp. แลวอาจเกิดจาก Aeromonas sp. ไดแตเล็กนอย 
2. สาเหตุเกิดจากไวรัส 
โรคติดเชื้อไวรัสเปนโรคที่สําคัญและกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก 

ไวรัสที่กอโรคกุงในประเทศไทยไดแก 
- Penaeus monodon baculovirus (MBV) 
- Lymphoid organ virus 
- Infectious hematopoietic and hypodermal necrosis virus (IHHNV) 
- Hepatopancreatic parvo-like virus (HPV) 
- Yellow head virus (YHV) 
- Syntemic ectodermal and mesodermal baculovirus (SEMBV) 
3. สาเหตุเกิดจากเชื้อรา 
โรคติดเชื้อรามักจะเปนโรคฉวยโอกาสไมคอยกอความเสียหายทางเศรษฐกิจมากนัก 

เชื้อราที่กอโรคกุงไดแก 
- Lagenidium sp. 
- Fusarium sp. 
4. สาเหตุเกิดจากพยาธ ิ
พยาธิภายนอก ไดแก 
- Zoothamnium sp. 
- Epistylis sp. 
- Vorticella sp. 
- Acineta sp. 
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พยาธิภายใน ไดแก 
- Agmasoma penaei (microsporidian) 
 

โพรไบโอติก 

1. คําจํากัดความ 
โพรไบโอติก (probiotics) มาจากภาษากรีก แปลวา “เพ่ือชีวิต” (for life)(26) Metchni-

koff (1907) ถือวาเปนผูใหกําเนิดโพรไบโอติก มีผลงานตีพิมพในหนังสือ The Prolongation of 
Life(26) หลังจากนั้นคําวาโพรไบโอติก ถูกนําไปใชในหลายๆ ทางดวยกัน และมีผูใหคําจํากัด
ความตางๆ กัน คือ 

Lilly และ Stillwell(27) หมายถึง “สารที่สรางโดยจุลินทรียชนิดหนึ่ง และมีผลกระตุนการ
เจริญของสิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง” 

Parker(28) หมายถึง “จุลินทรียและสารที่ชวยปรับความสมดุลของจุลินทรียในทางเดิน
อาหาร” 

Fuller(29) หมายถึง “จุลินทรียที่มีชีวิตที่เสริมในอาหาร และใหผลประโยชนแกสัตวเจา
บาน(host) โดยชวยเสริมจุลินทรียในทางเดินอาหารของสัตวนั้นๆ ใหอยูในสภาพที่สมดุล” 

Havenaar และ Huis in’t Veld(30) หมายถึง “จุลินทรียที่มีชีวิตที่เพาะเลี้ยงเปนจุลินทรีย
ชนิดเดียวหรือแบบผสม นําไปเสริมใหกับสัตวและคน แลวมีผลประโยชนตอสัตวและคนนั้นๆ 
โดยชวยเสริมคุณสมบัติของจุลินทรียประจําถิ่น” 

2. ลักษณะทีด่ีของโพรไบโอติก(29, 30)  
2.1 เปนสายพันธุที่ใหผลประโยชนตอตัวสัตวที่ไดรับโพรไบโอติก เชน เพ่ิมการ

เจริญเติบโต หรือตานทานการเกิดโรค 
2.2 ไมเปนสายพันธุที่กอโรค จุลินทรียโพรไบโอติกและองคประกอบของเซลลรวมทั้ง

ผลิตภัณฑของเซลลตองไมสรางปฏิกิริยาที่เปนพิษหรือกอมะเร็งกับตัวเจาบาน 
2.3 อยูในลักษณะเซลลที่มีชีวติ และมีปริมาณมากพอ 
2.4 สามารถมีชีวติอยูไดในระบบทางเดินอาหาร ซึ่งมีระดับพีเอชต่ํา 
2.5 สามารถเจริญ และ/หรือ ตั้งรกราก ในระบบทางเดินอาหารได 
2.6 ผลิตงาย สามารถมีชีวิตอยูไดนานภายใตสภาพการเก็บรักษา หรือเม่ือนําไปผสม

อาหาร 
2.7 เปนสายพันธุที่มีลักษณะทางพันธุกรรมคงที่ ไมมีการถายทอดพลาสมิด 

3. ผลประโยชนที่เปนไปไดของโพรไบโอติก(29)

3.1 ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยี โดย: 
3.1.1 สรางสารตอตานจุลชีพ 
3.1.2 แยงอาหารกับจุลินทรียอ่ืน 
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3.1.3 แยงพ้ืนที่จับกับผนังทางเดินอาหาร 
3.2 เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิซึมของจุลินทรียในทางเดินอาหาร 

3.2.1 เพ่ิมประสิทธิภาพของเอนไซมที่มีประโยชน เชน β-galactosidase ที่
ชวยบรรเทาภาวะที่ไมสามารถยอยนํ้าตาลแลกโตสในระบบทางเดินอาหารได 

3.2.2 ลดประสิทธิภาพของเอนไซมบางชนิด เชน β-glucuronidase, nitrore-
ductase และ azoreductase ซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับขบวนการเกิดมะเร็ง โดยปลอยสาร
กอมะเร็งในทางเดินอาหาร  

3.3 กระตุนระบบภูมิคุมกัน  
3.3.1 เพ่ิมระดับแอนติบอดี (antibody) 
3.3.2 เพ่ิมประสิทธภิาพของแมคโครฟาจ (macrophage) 

4. โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสตัวนํ้า 
โพรไบโอติกมีการใชกันอยางแพรหลาย ใชไดผลทั้งในมนุษย(31) และสัตวบก เชน สุกร 

วัว แพะ และ ไก(26, 32) การเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีการใชโพรไบโอติกไมแพรหลายนัก โดยเริ่มมีการ
ใชโพรไบโอติกภายใน 10 ปที่ผานมา วัตถุประสงคการนํามาใชคือเพื่อลดการใชสารปฏิชีวนะ   
จุลินทรียโพรไบโอติกที่มีการใชในการเลี้ยงสัตวน้ําแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 การใชจุลินทรียโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
ชนิดสัตวน้ํา จุลินทรีย 

โพรไบโอติก 
จุลินทรียท่ีใชในการ
เหนี่ยวนําใหเกิดโรค 

ผลการศึกษา รายการอางอิง 

ปลาซัลมอน Tetraselmis 
suecica 

Aeromonas hydrophila 
Aeromonas salmonicida 
Serratia liguefaciens 
Vibrio anguillarum 
Vibrio salmonicida 
Yersinia ruckeri type I 

- ควบคุมโรคไดดี Austin และคณะ (1992) 

ปลาซัลมอน Pseudomonas 
fluorescens 
สายพันธุ F19/3 

A. salmonicida - ควบคุมโรคไดดี Smith และ Savey 
(1993) 

หอยนางรม 
(ระยะตัวออน) 

CA 2 ไมไดวิเคราะห - กระตุนการเจริญ 
เติบโตและมีอัตราการ
รอดสูง 

Douillet  และ Langdon 
(1994) 

ปลาซัลมอน V. alginolyticus A. salmonicida 
V. anguillarum 
V. ordalii 

- ควบคุมโรคไดดี Austin และคณะ (1995) 

ปลาซัลมอน L. plantarum 
(สามารถยับยั้ง 
V. anguillarum) 

A. salmonicida - ไมสามารถควบคุมโรค
ได แต L. plantarum 
สามารถตั้งรกรากเกาะที่
ผนังลําไส 

Gildberg และคณะ 
(1995) 

ปลา flounder Lactobacillus  
สายพันธุ DS12 

ไมไดวิเคราะห - กระตุนการเจริญ 
เติบโต 

Byun และคณะ (1997) 

หอยแครง 
(ระยะตัวออน) 

Vibrio sp. V. anguillarum related 
(VAR) pathogen 

- ควบคุมโรคไดดี Riquelme และคณะ 
(1997) 

กุงสกุลพีเนียส Bacillus sp. ไมไดวิเคราะห - มีอัตราการรอดสูง Moriarty (1998) 
กุงกุลาดํา Bacillus  

สายพันธุ S11 
V. harveyi - กระตุนการเจริญ 

เติบโตและมีอัตราการ
รอดสูง 
- ควบคุมโรคไดดี 

Rengpipat และคณะ 
(1998a) 

ปลา rainbow 
trout 

P. fluorescens 
สายพันธุ AH2 

V. anguillarum - ควบคุมโรคไดดี Gram และคณะ (1999) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Rengpipat และคณะ(33) 

 
วรรนิภา เพ้ียนภักตร(7) ศึกษาการใชโพรไบโอติกเสริมในอาหารกุงกุลาดําเปนครั้งแรก

โดยใช Bacillus สายพันธุ S11 (BS11) ที่แยกไดจากลําไสกุงกุลาดําที่มีสุขภาพดี และมี
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติก ผสมในอาหารกุง และเลี้ยงกุงกุลาดําระยะโพสลาวา 30 เปนเวลา 
100 วัน พบวา กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสม BS11 จะมีการเจริญเติบโต อัตราการรอดและ
ความตานทานตอโรคสูงกวากุงกุลาดําที่ไมไดรับอาหารที่ผสม BS11 อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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สมบัติ รักประทานพร(34) รายงานการใช BS11 ในการเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่ง
แปลกปลอมโดยเซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา โดยทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําในบอที่มีระบบ
หมุนเวียนแบบปดเปนเวลา 90 วัน พบวาน้ําหนักตัวและอัตราการรอดชีวิตของกุงระยะโพสลา-
วากลุมที่ไดรับอาหารเสริม BS11 สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) นอกจากนี้
ประสิทธิภาพในการกลืนและทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยวิธีฟาโกไซโทซิส ไดแก เปอรเซ็นตฟา-
โกไซโทซิส ฟาโกไซโทซิสอินเดกซ และปริมาณฟนอลออกซีเดสในเม็ดเลือดกุงกลุมที่ไดรับการ
เสริมโพรไบโอติก BS11 ยังเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวา BS11 นอกจาก
จะเรงการเจริญเติบโต ยังอาจทําหนาที่เปนสารกระตุนภูมิคุมกันในกุงกุลาดําดวย 

อรุณ ธัญญนันท(35) รายงานการใช BS11 เสริมในการเลี้ยงกุงกุลาดําในระดับทดลอง
ภาคสนาม ในบอดินขนาด 1,000 ตารางเมตร พบวา BS11 สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ
กุงกุลาดําระยะโพสลาวา โดยมีผลเพ่ิมนํ้าหนักตัวและการรอดชีวิตมากกวากุงในกลุมควบคุม 
และผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองเลี้ยงกุงในกระชังขนาด 2 ตารางเมตร เปนเวลา 100 วัน 
และจากการทดสอบการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคดวย V. harveyi สายพันธุ 1526 พบวากุงกุลาดํา
กลุมที่ไดรับอาหารเสริม BS11 มีอัตราการตายสะสมนอยกวาในกลุมควบคุม 
 

จีเอฟพี 

จีเอฟพี (green fluorescent protein, GFP) เปนโปรตนีที่เรืองแสงไดดวยตัวเอง พบใน
แมงกะพรุนทะเล (Aequoria victoria) หรือ ดอกไมทะเล (Renilla reniformis)(16) คนพบโดยดร. 
Shimamura ในปค.ศ. 1961  

1. โครงสรางของจีเอฟพ ี
Prasher และคณะ(16) สราง cDNA ของจีเอฟพี และหาลําดับนิวคลีโอไทดของจีเอฟพี 

พบวาจีเอฟพีประกอบดวยกรดอะมิโน 238 หนวย มีขนาดประมาณ 27 กิโลดาลตัน โดยกรด  
อะมิโนในลําดับที่ 65-67 คือ ซีรีน-ไทโรซีน-ไกลซีน จะมีการจัดเรียงโมเลกุลโดยอาศัยปฏิกิริยา 
cyclization, dehydration และ oxidation เกิดเปน p-hydroxybenzylidene-imidazolinone ซึ่ง
เปนโครโมฟอรของจีเอฟพี การเกิดโครโมฟอรแสดงดังรูปที่ 3 
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รูปที่ 3 แผนภาพแสดงกลไกการเกิดโครโมฟอรของจีเอฟพี (คัดลอกจาก Palm G. J. 

และคณะ(36)) 
  

โครงสรางของจีเอฟพีประกอบดวยสายเพพไทดแบบแผนพับบีตา (β-sheet) 11 สาย
เรียงตัวแบบ antiparallel จนเกิดเปนโครงสรางทรงกระบอก (cylinder) ในชวงบนและลางของ
แผนพับบีตายังมีสายเพพไทดแบบเกลียวอัลฟา (α-helix) ทําหนาที่เสมือนเปนโครงใหกับโคร-
โมฟอร ซึ่งจะอยูบริเวณกลางของทรงกระบอก การจัดเรียงตัวของเพพไทดในลักษณะนี้ทําให
เกิดโปรตีนคลาสใหม(15) ดังรูปที่ 4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4 โครงสรางของจีเอฟพี ลูกศรแสดงโครงสรางรูปแผนพับบีตา มีปลายลูกศรชี้ไปทาง 
ปลาย C ของพอลิเพพไทด สีแดงแสดงโครงสรางรูปเกลียว และสีเหลืองแสดงโครโมฟอร(37)
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2. การเรืองแสงของจีเอฟพี 
โครงสรางของจีเอฟพีดังกลาวทําใหจีเอฟพีมีคุณสมบัติเปนฟลูออเรสเซนตโปรตีน คือ

สามารถเกิดการเรืองแสงไดโดยอัตโนมัติ จีเอฟพีสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 395    
นาโนเมตร และ 475 นาโนเมตร (ชวงแสงสีน้ําเงิน) แลวปลดปลอยแสงที่ความยาวคลื่น 508   
นาโนเมตร (ชวงแสงสีเขียว) ได(12) แสดงดังรูปที่ 5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง (เสนทึบ) ที่ 395 และ 475 นาโนเมตร และสเปกตรัม

การเปลงแสงของจีเอฟพี (เสนประ) ที่ 508 นาโนเมตร คัดลอกจาก Tsien และคณะ(12)

 
3. จีเอฟพีมิวแทนท 

จีเอฟพีสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 395 และ 475 นาโนเมตร ซึ่งอยูในชวง
คลื่นที่สั้นกวาแหลงกําเนิดแสงในอุปกรณทั่วไป เชน อารกอนเลเซอรในกลองจุลทรรศนชนิด
คอนฟอคอล (confocal scanning laser microscope) และในเครื่อง fluorescence activated 
cell sorting (FACS) ที่ใหความยาวคลื่นประมาณ 488 นาโนเมตร(17, 38) จีเอฟพีเปลงแสงที่มี
ความยาวคลื่นสั้นกวาความยาวคลื่นที่ฟลเตอรรับแสงในอุปกรณทั่วไปรับได(39) การเปลงแสง
ของจีเอฟพีใหแสงที่มีความเขมต่ําและตองใชเวลา 1 – 2 ชั่วโมงหลังจากที่เซลลถูกกระตุนให
สรางจีเอฟพี(17) นอกจากนี้เซลลยูคาริโอตหลายชนิดไมสามารถสรางจีเอฟพีไดในปริมาณสูง(18) 
จึงมีการปรับปรุงโมเลกุลจีเอฟพีโดยทํามิวเทชันยีนประมวลรหัสจีเอฟพี 

ปค.ศ.1996 Cormack และคณะ(17) ทํามิวเทชันยีนประมวลรหัสจีเอฟพีโดยใชวิธี 
oligodirected mutagenesis เพ่ือเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 20 ตัวบริเวณโครโมฟอร ทําใหได
โมเลกุลจีเอฟพีมิวแทนทที่มีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้นคือ GFPmut3a ซึ่งสามารถ
ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 501 นาโนเมตร แลวปลดปลอยแสงที่มีความยาวคลื่น 511 นาโน
เมตร และมีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร สูงกวาจีเอฟพีเดิมถึง 21 เทา 
เน่ืองจากกรดอะมิโนที่ตําแหนง 65 และ 72 ของโมเลกุลจีเอฟพี เปลี่ยนจากซีรีน (Serine) ไป
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เปนไกลซีน (Glycine) และอะลานีน (Alanine) ตามลําดับ ทําใหสายพอลิเพพไทดของ 
GFPmut3a มีการมวนพับอยางมีประสิทธิภาพ และอยูในไซโตพลาสซึมของเซลลไดมากขึ้น 

ในปจจุบันมีการทํามิวเทชั่นของยีนจีเอฟพีจํานวนมาก เพ่ือใหไดจีเอฟพีมิวแทนทที่
เหมาะกับการใชงานที่หลากหลาย เชน จีเอฟพีมิวแทนทที่เหมาะกับเจาบานชนิดตางๆ, จีเอฟพี
มิวแทนทที่มีความเขมของการเรืองแสงมากขึ้น หรือ จีเอฟพีมิวแทนทที่ใหการเรืองแสงที่มีสีตาง
จากเดิม เปนตน จีเอฟพีมิวแทนทแสดงดังตาราง 

 
ตารางที่ 2 คณุสมบัติของจีเอฟพีมิวแทนทแบบตางๆ  

Protein Mutation Excitation 
(nm) 

Emission 
(nm) 

Main features 
(intensity relative to wild type) 

wGFP 
 
GFPmut1 
 
GFPmut2 
 
GFPmut3 
 
GFPuv 
 
sg12 
 
sg11 
 
sg25 
 
d2EGFP 
 
BFP 
 
sg42 
 
sg49 
 
sg50 
 
EBFP 
 
EYFP 

None 
 
F64L/S65T 
 
S65A/V68L/S72A 
 
S65G/S72A 
 
F99S/M153T/V163A 
 
Ala1b/F64L/Q80R 
 
Ala1b/F64L/Q80R/I167T/ 
K238N 
Ala1b/F64L/S65C/Q80R/ 
I167T/K238N 
F64L/S65T 
 
Y66H 
 
Ala1b/F64L/Y66H/Q80R 
 
 
 
Ala1b/F64L/Y66H/Q80R/
V163A 
F64L/S65T/Y66H/Y145F 
 
S65G/V68L/S72A/T203Y 

395(470) 
 

488 
 

481 
 

501 
 

360-400 
 

398 
 

471 
 

474 
 

488 
 

383 
 

386 
 

386 
 

386 
 

380 
 

513 

510 
 

507 
 

507 
 

511 
 

509 
 

509 
 

508 
 

509 
 

507 
 

447 
 

450 
 

450 
 

450 
 

440 
 

527 

Wild type, green fluorescence 
 
Red-shifted excitation maximum(35x) 
 
Red-shifted excitation maximum(19x) 
 
Red-shifted excitation maximum(21x) 
 
Optimally excited by UV light 
 
(9-12x) 
 
(19-38x) 
 
(50-100x) 
 
Destabilized mutant, human codon 
optimized(35x) 
Blue mutant 
 
Blue mutant (27x) 
 
Blue mutant (37x) 
 
Blue mutant (63x) 
 
Blue mutant, human codon optimized (2-3x) 
 
Yellow mutant, human codon optimized 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Bermudez และคณะ(13) และ Palm และ Wlodawer(36)
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4. ประโยชนของจีเอฟพ ี
เน่ืองจากจีเอฟพีเปนโปรตีนที่มีความเสถียร(16) การเรืองแสงของจีเอฟพีเกิดขึ้นโดยไม

ตองอาศัยพลังงานจากเซลล ดังน้ันจึงเรืองแสงไดนานและตลอดอายุของเซลล(14) การเรืองแสง
ตองการเพียงออกซิเจนเทานั้น ไมตองมีโคแฟกเตอรหรือสารตั้งตนใดๆ และความเขมของการ
เรืองแสงไมลดลง(15) จีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลลหรือการแสดงออกของยีนอ่ืน 
และไมมีความเปนพิษตอเซลล(13) นอกจากนี้จีเอฟพียังสามารถแสดงออกไดในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคา-
รีโอตและโปรคารีโอต จึงมีการนําจีเอฟพีมาประยุกตใชอยางกวางขวาง เชน  

1. เปนเครื่องหมายสําหรับติดตามเซลลที่ถกูทรานสฟอรม(40, 41) 
2. วัดการแสดงออกของยีน(42, 43, 44) 
3. ติดฉลากและติดตามโปรตนี(45) 
4. ใชในการศึกษาการขนสงโปรตีนในเซลล(46) 
5. ติดฉลากเซลลในสิ่งมีชีวิตเซลลเดียว เพ่ือติดตามปฏิสัมพันธระหวางเซลลที่สนใจ

กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน เชนแบคทีเรียในไบโอฟลม(47), แบคทีเรียที่ใชเปนไบโอคอนโทรลในพืช(48, 49, 50, 

51), แบคทีเรียที่ใชเปนโพรไบโอติก(52, 53), แบคทีเรียกอโรค(54) 
6. ติดฉลากเซลลในสิ่งมีชีวติหลายเซลล เพ่ือศึกษา cell lineages(55) 
7. ใชคัดแยกสิ่งมีชีวิตที่ปลอยออกสูสิ่งแวดลอม เชน sterile insects(56) 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่สําคัญ 

- เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-352 ของบริษัท Tomy, USA  
- ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean Model. V6 ของบริษทั Lab Service, Thailand 
- เครื่องชั่ง รุน PG 6002-S ของบริษัท Mettler Toledo, China 
- เครื่องเขยา (shaker) รุน innovaTM 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific, 

USA 
- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน SK-737 ของบริษัท Amerex 

Instruments, USA 
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan 
- เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ของบริษัท Beckmann, 

Germany 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV/VIS Spectrometer 

Lambda 25 ของบริษัท PerkinElmer instruments, USA 
- เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท Mettler Toledo, 

China 
- ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 และ P1000 ของบริษทั 

Gilson, France 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

USA 
- ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Modell 800 ของบริษัท Memmert, Western Germany 
- อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (waterbath) รุน WB 7/14/22/29/45 ของบริษัท Memmert, 

Western Germany 
- ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)  

รุน Mini Sub-Cell ของบริษทั Bio-Rad, USA 
รุน i-Mupid ของบริษัท Cosmo Bio, Japan 

- เครื่องดูเจลดวยแสงอุลตราไวโอเลต (gel documentation) ของบริษทั Bio-rad, USA 
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- เครื่องถายทอดดีเอ็นเอเขาสูเซลล (electroporator) รุน Gene-Pulser II ของบริษัท 
Bio-rad, USA 

- กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (fluorescence microscope)  
รุน Labophot-2 ของบริษัท Nikon, Japan  
รุน BX51 และ ฟลเตอร EYFP ของบริษัท Olympus, Japan 

- Microtome รุน RM 2125 R.T ของบริษทั Leica, Germany 
 

3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

- ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบรษิัท Difco Laboratories, USA 
- โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany 
- อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,  

USA 
- เด็กซโตรส (dextrose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- น้ําตาลกลูโคส (glucose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Sigma, USA 
- สารปฏิชีวนะ แอมพิซิลิน (ampicillin) และ คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) ของ
บริษัท Sigma, USA 

- ไลโซไซม (lysozyme) ของบริษัท Sigma, USA 
- Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท 

Sigma, USA 

- EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2⋅2H2O) ของบริษัท 
Sigma, USA 

- SDS (sodium lauryl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
- โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
- ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Midiprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
- ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 
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- ไอโซโพรพานอล ของบริษทั E. Merck, Germany 
- อะกาโรส (agarose) ของบริษัท Bio-rad, USA 
- สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ (loading buffer) ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Ladder DNA) ของบริษัท Fermentas, USA 
- เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) HindIII, EcoRI และ PstI ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- เอนไซมนิวคลีเอส (mung bean nuclease) ของบริษัท New England Biolab, 

United Kingdom 
- เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส (calf intestine alkaline phosphatase) ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- เอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) ของบรษิัท Fermentas, USA 
สารเคมีสําหรับเตรียมเน้ือเยื่อทาง histology 
- เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) 70%, 90%, 95% ของบริษัท E. Merck, Germany 
- นอรมอลบิวทิลแอลกอฮอล (n-butyl alcohol) ของบริษัท Lab Scan Analytical 

Science, Thailand 
- ฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) ของบริษัท Carlo Erba Reagenti 
- ไซลีน (xylene) ของบริษัท J. T. Baker, USA 
- พาราพลาส พลัส พาราฟน (paraplast plus paraffin) ของบริษัท Tyco Healthcare 

Group LP, USA 
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3.3 แบคทีเรียและพลาสมิด 

แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3 และ 4 

ตารางที่ 3  แบคทีเรียและจีโนไทป 

แบคทเีรีย จีโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherichia coli สายพันธุ 
DH5α 

supE, Δlac (φ80 lacZ 
ΔM15), hsdR, recA endA, 
gyrA, thi, relA 

Sambrook และคณะ(57)

E. coli JM109 pBCgfp E. coli สายพันธุ JM109 ทีมี่ 
พลาสมิด pBCgfp 

Matthysse และคณะ(58) * 

E. coli DH5α pGEM-7Zf(+) E. coli สายพันธุ DH5α ที่มี 
พลาสมิด pGEM-7Zf(+) 

บริษัท Promega 

Bacillus subtilis pTF6 B. subtilis ที่มีพลาสมิด pTF6 Hirata และคณะ(59) ** 
E. coli DH5α pTG E. coli  สายพันธุ DH5α ที่มี  

รีคอมบิแนนทพลาสมิด pTG 
สรางในการทดลองนี้ 

E. coli DH5α pAD44-12 E. coli  สายพันธุ DH5α ที่มี  
รีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pAD44-12 

Dunn และคณะ(47) *** 

E. coli DH5α pAD E. coli สายพันธุ DH5α ที่มี   
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pAD 

สรางในการทดลองนี้ 

BS11 Bacillus สายพันธุ S11 
โพรไบโอติกในกุงกุลาดํา 

วรรนิภา เพ้ียนภักตร(7)

BS11-GFP BS11 ที่มีรีคอมบิแนนท  
พลาสมิด pAD44-12 

สรางในการทดลองนี้ 

BS11-pAD BS11 ที่มีรีคอมบิแนนท  
พลาสมิด pAD 

สรางในการทดลองนี้ 

 
 

 
* ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร. นําชัย ชีววิวรรธน  ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
** ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
*** ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Dr. Jo Handelsman, Department of Plant Pathology 
University of Wisconsin-Madison, Madison, Wisconsin, USA. 
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ตารางที่ 4  พลาสมิดและ จีโนไทป/ ฟโนไทป 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป ขนาด(กิโลเบส) เอกสารอางอิง 
pBCgfp Cmr, gfpmut2 4.15 Matthysse และคณะ(58)

pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS 2.997 บริษัท Promega 
pTF6 Kmr, Cmr 5.1 Hirata และคณะ(59)

pTG Apr, Kmr, Cmr 8.1 สรางในการทดลองนี้ 
pAD44-12 Apr, Cmr, gfpmut3a 9.5 Dunn และคณะ(47)

pAD Apr, Cmr 5.1 สรางในการทดลองนี้ 
 

3.4 การเลี้ยงและการเก็บรักษาแบคทีเรีย 

3.4.1 เลี้ยง E. coli ทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1) เม่ือเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลว เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กรณีที่ตองเติมสารปฏชิีวนะ ใชแอมพิซิลลินความเขมขนสุดทาย 
100 ไมโครกรมัตอมิลลิลติร (ภาคผนวก ข1) เม่ือทําเปนอาหารแข็ง LB เติมผงวุน 1.2% บมเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 
3.4.2 เลี้ยง BS11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (ภาคผนวก ก2) เม่ือเพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลว เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส กรณีที่ตองเติมสารปฏชิีวนะ ใชคลอแรมเฟนิคอลความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร (ภาคผนวก ข1) เม่ือทําเปนอาหารแข็งทริปตกิซอย เติมผง
วุน 1.2% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 
3.4.3 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli และ BS11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 

3.4.1 และ 3.4.2 ตามลําดับ นํามาผสมกับกลีเซอรอล ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชือ้ตอกลีเซอรอล 
4:1 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
3.5 การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

3.5.1 การสกัดพลาสมิดดวยวิธ ีPlasmid Minipreparation (ภาคผนวก ข2) 
เลี้ยง E. coli สายพันธุที่มีพลาสมิดทีต่องการในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีสาร

ปฏิชีวนะ 5 มิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวนํามาสกัดพลาส-
มิด ดังขั้นตอนตอไปน้ี ถายน้ําเลี้ยงเชื้อ 5 มิลลิลติร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงแยก
เซลลดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมาละลายใน
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สารละลาย I  100 ไมโครลิตร จากนั้นเตมิสารละลาย 4% SDS 100 ไมโครลิตร และสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 นอรมัล 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ 
5-6 ครั้ง ตั้งทิ้งไว 4 นาท ี จากนั้นเติมสารละลาย III ที่เย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา
เบาๆ 5-6 ครั้ง ตั้งทิ้งไว 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที ถายเฉพาะสวนน้ําใสใสลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมเอทานอล 100% 
ปริมาตร 2 เทาของสวนน้าํใส กลับหลอดไปมาเบาๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที แลวนําไป
ปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทเอทานอล 95% ทิ้ง แลวเติมเอทา
นอล 70% 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทสวนเอ
ทานอล 70% ทิ้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ สุดทายทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหงโดยการคว่ําหลอดไม
โครฟวจลงบนกระดาษทิชชู เปนเวลา 10 นาที แลวละลายตะกอนดเีอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุ 30 
ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร 1 ไมโครลิตร เพ่ือกําจัดอารเอ็นเอ 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.5.2 การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
ทําตามวธิีที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli หรือ BS11 สายพันธุที่มีพลาสมิดที่

ตองการ และปนเก็บเซลลตามวิธใีนขอที่ 3.5.1 แลวละลายตะกอนเซลลดวยบฟัเฟอร P1 250 
ไมโครลิตร จากน้ันเติมบัฟเฟอร P2 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่ง
สารละลายเริม่หนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที จากนั้นเติมบัฟเฟอร N3 350 
ไมโครลิตร ผสมทันทีโดยการกลับหลอดไปมา 4-6 ครั้ง สารละลายจะเกิดตะกอนสขีาว นําไปปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดสวนน้ําใสลงใน QIAprep 
Spin Column นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใส
ที่ผานคอลัมนทิ้ง แลวเติมบัฟเฟอร PB 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงเหวีย่ง
ดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสที่ผานคอลัมนทิ้ง แลวเติม
บัฟเฟอร PE 750 ไมโครลติร ลงในคอลมัน นําไปปนเหวี่ยงเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้ําใสที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้ง แลวยายคอลัมนใสลง
ในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมบัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว 1 นาที แลวปนเหวีย่ง
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที พลาสมิดดีเอ็นเอจะถูกชะออกจากคอลัมนอยูใน
สวนน้ําใส เกบ็สารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

สําหรับ BS11 เลี้ยงเชื้อใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.8-1.2 
(ประมาณ 3-4 ชั่วโมง) และใชบัฟเฟอร P1 ที่เติมไลโซไซมใหมีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวจึงเติมบัฟเฟอร P2 
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3.5.3 การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Spin Midiprep 
Kit(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข4) 

ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli สายพันธุที่มีพลาสมิดที่ตองการใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ 25 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ตูบมปรับอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นานขามคืน ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 15 นาที แลว
ละลายตะกอนเซลลดวยบัฟเฟอร P1 4 มิลลิลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 4 มิลลิลิตร  ผสมโดย
การกลับหลอดไปมาสารละลายจะเริ่มหนืดและใสขึ้น ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที จากนั้นเติม
บัฟเฟอร P3 4 มิลลิลิตร ผสมทันทีโดยการกลับหลอดไปมา สารละลายจะเกิดตะกอนสีขาว ตั้ง
ทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 15 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 20,000xg เปนเวลา 30 นาที 
ดูดสวนน้ําใสลงในหลอดใหมแลวปนเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อกําจัดตะกอนขาวที่เหลือ เติมบัฟเฟอร 
QBT 4 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน QIAGEN-tip100 รอใหบัฟเฟอรไหลผานคอลัมนจนหมด จากนั้น
ดูดสวนนํ้าใสลงในคอลัมน รอใหสารละลายไหลผานคอลัมนจนหมด ลางคอลัมนโดยเติม
บัฟเฟอร QC 10 มิลลิลิตร รอใหบัฟเฟอรไหลผานคอลัมนจนหมด (ทํา 2 รอบ)   ชะพลาสมิด
ออกจากคอลัมนโดยการเติมบัฟเฟอร QF 5 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไหลผานคอลัมนในหลอด
เซนตริฟวจ (ตองไมเปนพลาสติกชนิดโพลีคารบอเนต)  ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมไอโซโพรพา
นอล 3.5 มิลลิลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 15,000xg เปนเวลา 
30 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเติมเอทานอล 70% 2 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 15,000xg 
เปนเวลา 10 นาที  คอยๆ เทสวนใสทิ้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ สุดทายทําใหตะกอนดีเอ็นเอ
แหงโดยการคว่ําหลอดเซนตริฟวจลงบนกระดาษทิชชู เปนเวลา 10 นาที แลวละลายตะกอน    
ดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุ 

 
3.5.4 การวิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธิข์องดีเอ็นเอ 
วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280)  
ความเขมขนของดีเอ็นเอคํานวณไดจากสูตร  
ความเขมขนของดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลติร) = A260x 50 x dilution factor 
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอคํานวณไดจากอัตราสวนระหวาง A260 และ A280 คาที่

เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคาสูงกวา 
2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 
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3.6 การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

3.6.1 ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ และปรับปริมาตรสุดทายดวยนํ้ากลั่น โดย
ใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลายบัฟเฟอร และอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.2 การทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
เพ่ือวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิด โดยมีวิธีการดังน้ีคือ เตรียมอะกาโรสเจล 

1% ในบัฟเฟอร 1xTAE (ภาคผนวก ข5) โดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid หรือ ชุดทําอิเล็ก
โทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT ผสมพลาสมิดดีเอ็นเอปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม นํามา
หยอดลงในชองและใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 กิโลเบสผสมกับสีติดตามเปนดีเอ็นมาตรฐาน ให
กระแสไฟฟาโดยใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลง
มาเกือบถึงขอบเจลอีกดาน หยุดใหกระแสไฟฟา ปดเครื่อง นําอะกาโรสเจลไปยอมดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที ลางเอธิเดียม 
โบรไมดสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ ตรวจดูแถบดีเอ็นและถายภาพดวยเครื่อง Gel 
Documentation 

 
3.6.3 การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุด QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen) (ภาคผนวก ข6) 
ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังน้ี   ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่

ตองการดวยใบมีดและนําชิ้นเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของ
น้ําหนักชิ้นเจล นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลหลอม
ละลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของน้ําหนักชิ้นเจล ผสมใหเขากันโดย
การกลับหลอดไปมา แลวถายสารละลายทั้งหมดลงใน QIAquick column นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางคอลัมนโดยเติมบัฟเฟอร 
PE 750 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบและเวลาเดิม เทสวนใสทิ้ง กําจัดสวนน้ําที่
เหลือติดคอลัมนโดยการปนเหวี่ยงซํ้าอีกครั้ง ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติม
บัฟเฟอร EB 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบและเวลาเดิม 
สารละลายดีเอ็นเอจะอยูในสวนน้ําใส เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.6.4 การกําจัดหมูฟอสเฟตที่ปลาย 5’ โดยเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส 
นําชิ้นดีเอ็นเอมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ ประกอบดวย

เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม และปรับปริมาตร
สุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลาย
บัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.5 การทําใหเปนปลายทูโดยใชเอนไซมนิวคลีเอส 
นําชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายเหนียวมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ 

ประกอบดวยเอนไซมนิวคลีเอส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม และปรับปริมาตร
สุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลาย
บัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.6 การเชื่อมตอดีเอ็นเอปลายทูโดยใชเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส 
นําชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายทูมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ ประกอบ 

ดวยเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม 50%PEG และ
ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของ
สารละลายบัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.7 การนําพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 

3.7.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli DH5α (ภาคผนวก ข7) 
เขี่ยโคโลนีเด่ียวของ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 5 มิลลิลิตร แลว

นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 
500 ไมโครลิตร ไปยัง Klett flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 50 
มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกระทั่งคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน-
เมตร (A600) ประมาณ 0.2-0.5 จากนั้นถายน้ําเลี้ยงเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนเหวี่ยง
แยกเซลลดวยความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้ง แลวแชหลอดเซนตริฟวจที่มีตะกอนเซลลในอางน้ําแข็ง เติมสารละลาย RF I ที่เย็น 5 
มิลลิลิตร คอยๆ กระจายเซลลใหเขากับสารละลาย (หามใชเครื่องปนผสม) เติมสารละลาย RF I 
ที่เย็นเพ่ิมอีก 12 มิลลิลิตร  แลวตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย
ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนนํ้าใสทิ้ง แลว
เติมสารละลาย RF II ที่เย็น 4 มิลลิลิตรลงไปในตะกอนเซลล คอยๆ กระจายเซลลเบาๆ ตั้งทิ้งไว
ในอางน้ําแข็ง 20 นาที ดูดแบงใสหลอดไมโครฟวจที่เย็นหลอดละ 50 ไมโครลิตร ปดฝาใหแนน 
แชหลอดในไนโตรเจนเหลว 30 วินาที แลวเก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสทันที 
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3.7.2 การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 
การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α จะใชวิธี heat shock ดังนี้ นําคอมพี-

เทนทเซลล E. coli DH5α ออกจากตูแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส แชในอางน้ําแข็งใหละลาย
ชาๆ เม่ือเซลลละลายแลวเติมพลาสมิด (ควรมีปริมาตร 1-10 ไมโครลิตร) ลงในคอมพีเทนเซลล 
ผสมใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการ heat shock ทันที 
โดยยายหลอดลงในอางน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาทีแลวยายกลับไป
แชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 2 นาทีทันที เติมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 1 มิลลิลติรและนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มี
แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสขามคืน 

 
3.8 การนําพลาสมิดเขาสู BS11 (ดัดแปลงจาก Liu และคณะ(49)) 

3.8.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ BS11 
เขี่ยโคโลนีเด่ียวของ BS11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลติร แลวนําไปเขยาที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 2.5 มิลลิลิตร ไป
ยัง Klett flask ขนาด 500 มิลลิลติร ที่มีอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว LB 200 มิลลิลติร นําไปเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกระทั่งคาการดูดกลืนแสงที่ 650 
นาโนเมตร (A650) ประมาณ 0.2 จากนั้นถายน้ําเลี้ยงเช้ือ 50 มิลลลิิตรลงในหลอดเซนตริฟวจที่
เย็นและแชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็วรอบ 8,000 
รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางตะกอนเซลลดวย
สารละลายบฟัเฟอร SG (ภาคผนวก ข8) ที่เย็นจัด 5 รอบ สุดทายละลายเซลลในสารละลาย
บัฟเฟอร SG 500 ไมโครลติร แบงใสหลอดไมโครฟวจที่เย็นหลอดละ 50 ไมโครลติร เก็บเซลลที่ 
-70 องศาเซลเซลเซียส 

 
3.8.2 การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู BS11 
การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู BS11 จะใชวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) 

ดังน้ีนําคอมพีเทนทเซลล BS11 ออกจากตูแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส แชในอางน้ําแข็งให
ละลายชาๆ เม่ือเซลลละลายแลวเติมพลาสมิดที่ตองการทรานสฟอรม 1 ไมโครลิตร (ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร)  ผสมกับเซลล แลวดูดใสคิวเวตตสําหรับอิเล็กโทรพอเรชัน 
ที่มีชองวางระหวางแผนตัวนํา (gap) กวาง 2 มิลลิเมตรที่เย็นจัด (ระวังอยาใหเกิดฟอง) เช็ดรอบ 
คิวเวตตใหแหง นําเขาเครื่องถายทอดดีเอ็นเอเขาสูเซลล ที่ตั้งคาความตางศักย 1.6 กิโลโวลต 
ความจุไฟฟา 25 ไมโครฟารัด และความตานทาน 200 โอหม ปลอยกระแสไฟฟา 1 ครั้ง (เวลาที่
ใชในการปลอยกระแสไฟฟาประมาณ 5/1000 วินาที) หลังจากใหกระแสไฟฟาแลว ถายเชื้อจาก
คิวเวตตลงสูอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย 1 มิลลิลิตรทันที นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส 
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บนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชือ้
แข็ง 0.5xTSA ที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสขามคืน 

การตรวจหา BS11 ที่ไดรับพลาสมิด ทําโดยคัดเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญบนอาหาร
แข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล สกัดพลาสมิดดวยชุด QIAprep Miniprep Kit และตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะเพื่อตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับ สําหรับ BS11 ที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน gfp  
ตรวจดูการเรอืงแสงดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

 
3.9 การตรวจดูการเรืองแสงดวยกลองจุลทรรศน 

ใชลูปแตะโคโลนีที่ตองการตรวจสอบ มากระจายลงในหยดน้ําบนกระจกสไลดที่สะอาด 
แลวปดทับดวยกระจกปดสไลด (ระวังอยาใหมีฟองอากาศ) นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต โดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 10 เทาและ 40 เทา แบคทีเรียที่ไดรับพลาสมิด
ที่มียีนจีเอฟพีจะมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.10 การหาความเสถียรของพลาสมดิในเซลล BS11 

เลี้ยง BS11-GFP และ BS11-pAD ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB 5 มิลลิลิตรที่มี
คลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายเช้ือ 0.5 
มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB 50 มิลลิลิตรที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา เปนเวลา 12 ชั่วโมง (A600 อยู
ในชวง 1.6) ถายเชื้อ 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมทุกๆ 12 ชั่วโมง 

นับจํานวน BS11 ที่มีและไมมีพลาสมิดในแตละรุน โดยนําเชื้อมาเจือจางในดวยน้ําเกลือ 
0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในอัตราสวนทีเ่หมาะสม แลวเพาะเชื้อบนอาหาร 0.5xTSA 
และอาหารแขง็ 0.5xTSA ที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 

 
3.11 การเตรยีมอาหารกุงกุลาดําผสมกับ BS11  

เลี้ยง BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ในอาหารเลี้ยง BS11 (ภาคผนวก ก3) เขยา
ที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวนํามาปนเหวี่ยงแยก
เอาเฉพาะเซลล ลางเซลล 3 รอบ ดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ผสมเซลลสดกับอาหารกุงใน
อัตราสวน 1:3 คลุกอาหารกุงและเซลล BS11 ใหเขากัน หลังจากนั้นทําใหอาหารแหงโดยบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กระจายไมใหอาหารติดกันเปนกอน เก็บใสภาชนะทีส่ะอาดในตูเยน็ 
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ตรวจสอบและติดตาม BS11 ในอาหารกุง โดยนําอาหารกุงที่ผสม BS11, BS11-GFP 
และ BS11-pAD มาทําใหเจือจางดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในอัตราสวน
ที่เหมาะสม เพาะเชื้อบนอาหารแข็งทริปติกซอยและอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 
3.12 เลี้ยงกุงกุลาดําในระดับบอปูนซีเมนต 

เลี้ยงกุงกุลาดําระยะโพสลาวา-18 ที่ไดจากบอฟกในจังหวัดฉะเชิงเทรา ในบอปูนซีเมนต
ที่บรรจุน้ําประมาณ 400 ลิตร ความเค็ม 20 สวนในพันสวน ปลอยกุงกุลาดําบอละ 45 ตัว 
จํานวน 3 บอตอกลุมการทดลอง เลี้ยงปรับสภาพใหกุงคุนเคยกับบอดวยอาหารปกติ และเริ่มทํา
การทดลองเมื่อกุงกุลาดําระยะโพสลาวา-24 โดยการทดลองแบงเปน 4 กลุม ดังนี้ 

- กลุมควบคุม เลี้ยงโดยใหอาหารปกติที่ไมมีการผสมแบคทีเรียโพรไบโอติก 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11-GFP 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11-pAD 
ใหอากาศตลอดเวลา กรองน้ําโดยใชระบบหมุนเวียนแบบปด (Closed recirculating 

water system) อาหารที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําตลอดการทดลองเปนอาหารเม็ดสําเร็จรูป ใหอาหาร 
10% ของน้ําหนักตัว โดยใหวันละ 3 ม้ือ คือเวลา 9.00 น. 13.00 น. และ 18.00 น. ระหวางทํา
การเพาะเลี้ยงกุง สังเกตอัตราการเจริญของกุงโดยการชั่งน้ําหนักกุงกุลาดําทุกตัว ทุกๆ 3 
สัปดาห เปนเวลา 9 สัปดาห 

หลังจากการทดลอง ทําลายกุงที่เหลือโดยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว และฆาเชื้อนํ้าที่ใชเลี้ยงกุงโดยใชสารละลายคลอรีน 

 

3.13 ติดตาม BS11 ในนํ้าที่ใชเลี้ยงกุงและในลําไสกุงหลังจากกินอาหารที่ผสม BS11 

ตรวจนับปริมาณ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุงและในลําไสกุง โดยนับจํานวนโคโลนีบนอาหาร
แข็งทริปติกซอยและอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

การตรวจนับสปอรของ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุง ใชวิธี heat shock โดยนําน้ําไปแชที่
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือกระตุนการงอกของสปอร จากนั้นทําการเจือ
จางในอัตราสวนที่เหมาะสม แลวเพาะเชื้อในอาหารแข็งทริปติกซอยนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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3.14 การเตรยีมเนื้อเยื่อทาง histology 

นําตัวอยางกุงที่เก็บจากการทดลอง นํามาตัดแยกลําไสออก แลวเตรียมเน้ือเยื่อตาม
ขั้นตอนดังนี้ 

ขั้นตอนการทําใหคงรูป (Fixation) แชในสารละลายบัฟเฟอรฟอมาลิน 10 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20-30 เทาของเนื้อเยื่อ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ลางออกดวยนํ้าประปาหลายๆ รอบ แลว
แชเก็บไวในเอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต จนกวาจะเริ่มขั้นตอนตอไป (ควรเปลี่ยนเอทิลแอล-
กอฮอลทุกๆ สัปดาห) 

ขั้นตอนการดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อ (Dehydration) ดวยแอลกอฮอลลเปอรเซ็นตตางๆ 
ดังน้ี คือ แชในเอทิลแอลกอฮอลล 90 เปอรเซ็นต เปนเวลา 6 ชั่วโมง, เอทิลแอลกอฮอลล 95 
เปอรเซ็นต ขามคืน 2 รอบ และนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลล เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

ขั้นตอนนําสารใหมเขามาแทนที่ (Clearing) แชไซลีน เปนเวลา 1 ชัว่โมง 
ขั้นตอนการ (Infiltration) ในพาราพลาสต แชไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลว

ปริมาณ 1:1 เก็บในตูอบอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง, พาราพลาสต
หลอมเหลว 30 นาที และพาราพลาสตหลอมเหลว 1 ชั่วโมง 

ขั้นตอนการฝงพาราพลาสต (Embedding) เทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปในพิมพ นํา
สวนลําไสกุงจัดเรียงในพิมพสี่เหลี่ยม จากนั้นเทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปใหเต็มพิมพ รอจน
แข็งตัวจึงแกะพิมพออก จากนั้นเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซยีส 

ขั้นตอนการตัดเนื้อเยื่อ (Section cutting) ตัดเนื้อเยื่อลําไสกุงที่ฝงในพาราพลาสตดวย
เครื่องไมโครโตมแบบใชมือหมุน (rotary microtome) ใหแตละชิ้นมีความหนา 7 ไมครอน เรียง
ตอกัน นําแผนเนื้อเยื่อที่ไดมาติดบนสไลดแกว โดยหยดน้ํากลั่นสะอาดลงบนสไลด 1 แผน 
จากนั้นนําเนื้อเยื่อลงวางบนหยดน้ํา แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ตั้งอุณหภูมิไว 40 องศา
เซลเซียสเพื่อใหเนื้อเยื่อแผขยายจนตึงเรียบ จากนั้นดูดน้ําออกซับใหแหง  จากนั้นจึงนําสไลด
เน้ือเยื่อที่ไดมาตรวจหาตําแหนงการยึดเกาะของ BS11 ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 
โดยสังเกตจากการเรืองแสงสีเขียว ที่บริเวณตางๆ ของลําไสกุง 

 
3.15 การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design; CRD) วิเคราะห
ความแตกตางของคาเฉลี่ย โดยใชการวิเคราะหคาความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way 
ANOVA) และจัดกลุมขอมูลโดยใชคาสถิติ Tukey ที่ระดับความเชื่อมัน 95 เปอรเซ็นต โดยใช
โปรแกรม SPSS 10.0 for Windows 
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สรุปขั้นตอนการทดลองในงานวิจัยนี้ 
 
ขั้นตอนที่ 1 เตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม 
ขั้นตอนที่ 2 เตรียม BS11 ที่มีพลาสมิด 

- นําพลาสมิดเขาสูเซลล BS11 โดยวิธ ีelectroporation และคัดเลือก 
- ตรวจสอบความเสถียรของทรานสฟอรแมนท 

ขั้นตอนที่ 3 เตรียมอาหารกุงที่มี BS11และ BS11 ทีมี่พลาสมิด 
- ตรวจสอบและติดตาม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด ในอาหารกุง 

ขั้นตอนที่ 4 เลี้ยงกุงกุลาดาํในบอปูนซีเมนตระดับ 400 ลิตร 
- ติดตาม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงและในลําไส
กุงหลังจากกินอาหารที่ผสม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด 

 
 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

การเตรียมพลาสมิดที่มียนีจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม 

วิธีที่ 1 เตรียมจากพลาสมิด pTF6, pGEM-7Zf(+) และ pBCgfp 
เน่ืองจากยีน gfpmut2 อยูในพลาสมิด pBCgfp (รูปที่ 25 ภาคผนวก ง) ซึ่งจะมีการ

แสดงออกของยีนและมีการถายแบบไดใน E. coli เทานั้น อีกทั้งการสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ที่มียีน gfpmut2 และสามารถถายแบบไดในเจาบานที่เปน Bacillus ทําไดยากเพราะ Bacillus 
เปนแบคทีเรียกลุมแกรมบวก มีผนังเซลลหนา  ดังน้ันจึงตองทําการสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ใน E. coli กอน ซึ่งพลาสมิดนี้จะตองเปนชัทเทิลเวกเตอรที่สามารถถายแบบไดทั้งในเจาบานที่
เปน  E. coli และ Bacillus   จากนั้นแทรกยีน gfpmut2 ลงในชัทเทิลเวกเตอรนี้ เพ่ิมปริมาณ      
รีคอมบิแนนทพลาสมิดใน E. coli      แลวจึงทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้เขาสูเซลล
เจาบานที่เปน BS11  โดยชัทเทิลเวกเตอรสรางจากการเชื่อมพลาสมิด pTF6 (รูปที่ 27 
ภาคผนวก ง) ที่สามารถถายแบบไดใน Bacillus และมีโปรโมเตอร P-bgaB เขากับ pGEM-
7Zf(+) (รูปที่ 28 ภาคผนวก ง) ซึ่งเปนพลาสมิดที่สามารถถายแบบไดใน E. coli 

จากการสกัดพลาสมิด pTF6 จาก B. subtilis และสกัดพลาสมิด pGEM-7Zf(+)   จาก  
E. coli DH5α แลวตัดพลาสมิดทั้งสองดวยเอนไซม EcoRI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5.1 และ 
3 กิโลเบส ตามลําดับ ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 6 

5.1 กิโลเบส 
3 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTF6 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
ชองที่ 3 pGEM-7Zf(+) ที่ตดัดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
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หลังจากนั้นกําจัดหมูฟอสเฟสที่ปลาย 5’ ของ pGEM-7Zf(+) ที่ถูกตัดดวย EcoRI แลว
เชื่อมชิ้นดีเอ็นเอทั้งสองชิ้นเขาดวยกันดวยเอนไซมไลเกส จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli 
DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอรแมนที่ด้ือยาแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด   
จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทและตัดดวยเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 8.1 กิโลเบส ซึ่งผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 7 ดังน้ัน
จากขั้นตอนนี้ไดชัทเทิลเวกเตอรของ E. coli และ Bacillus ใหชื่อวา “pTG” 

 

8.1 กิโลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

 
ทําการตรวจสอบทิศทางการเชื่อมตอ โดยการตัด pTG ดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

และ BamHI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 7.95 และ 0.15 กิโลเบส ดังนั้น pTG จึงมีแผนที่เรสตริก-
ชันดังรูปที่ 9 
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0.15 กโิลเบส 

7.95 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI และ BamHI 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9 แผนทีเ่รสทริกชันของพลาสมิด pTG 
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ขั้นตอนตอไปคือการแทรกยีน gfpmut2 จากพลาสมิด pBCgfp เขาไปทีต่ําแหนง PstI 
ของพลาสมิด pTG   หลังจากสกัดพลาสมิด pTG จาก E. coli DH5α แลวตดัพลาสมิดดวย
เอนไซม PstI ไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 8.1 กิโลเบส กําจัดหมูฟอสเฟสที่ปลาย 5’ ของชิ้นดีเอ็นเอ
เพ่ือปองกัน self-ligation  จากนั้นนํามาเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 0.75 กิโลเบสซึ่งไดจาก
การตัดพลาสมิด pBCgfp ดวยเอนไซม PstI  ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดัง
รูปที่ 10 จากน้ันทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอร-
แมนทที่ด้ือยาแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด 

 

3.4 กโิลเบส 

8.1 กิโลเบส 

0.75 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pBCgfp ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 
ชองที่ 3 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

 
จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทจํานวน 69 โคโลนีและตัดดวยเอนไซม 

BamHI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 0.9 และ 8 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร-
ซิสแสดงดังรูปที่ 11   แสดงวาไดทรานสฟอรแมนทที่มียีน gfpmut2 แทรกอยูในลักษณะกลับทิศ
ทั้งหมด ซึ่งจะมีแผนที่เรสตริกชันดังรูปที่ 12 
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8 กโิลเบส 

0.9 กิโลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2-9 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนทที่ถูกตัดดวย BamHI 
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รูปที่ 12 แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pTG ที่มียีน gfp แทรกในลกัษณะกลบัทศิ 
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PstI 

PstI 

สรุปการเตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม จากพลาสมิด pTF6, 
pGEM-7Zf(+) และ pBCgfp 
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วิธีที่ 2 ใชพลาสมิด pAD44-12 
เน่ืองจากการเตรียมพลาสมดิตามวิธทีี่ 1 ไมเปนผลสาํเร็จ จึงใชพลาสมิด pAD44-12 

(รูปที่ 30 ภาคผนวก ง) ซึ่งเปนชัทเทิลเวกเตอรของ Escherichia coli และ Bacillus cereus(47) มี
ขนาด 9.5 กิโลเบส ประกอบดวยยีนตานแอมพิซิลลิน ยีนตานคลอแรมเฟนิคอล และยีน 
gfpmut3a ซึ่งอยูภายใตโปรโมเตอรจาก B. cereus UW85 

9.5 กิโลเบส 
5.0 กิโลเบส 
4.5 กิโลเบส 

การเตรียมพลาสมิดควบคุมซึ่งจะเปนพสาสมิดที่ไมมียีน gfpmut3a และโปรโมเตอร 
โดยการสกัดพลาสมิด pAD44-12 จาก E. coli DH5α และตัดพลาสมิดดวยเอนไซม HindIII และ 
EcoRI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5 และ 4.5 กิโลเบส หลังจากนั้นแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5 กิโล
เบสออกมา ทําใหดีเอ็นเอเปนปลายทูทั้งสองดานโดยใชนิวคลีเอส และเชื่อมปลายทูทั้งสองเขา
ดวยกันดวยเอนไซมไลเกส  ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 13  จากนั้น 
ทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่ด้ือแอมพิ-
ซิลลิน และไมมีการเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนตมาสกัดพลาสมิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 13 ผลการตัดพลาสมดิ pAD44-12 ดวยเรสตริกชนัเอนไซม 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD44-12 
ชองที่ 3 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII 
ชองที่ 4 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
ชองที่ 5 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII และ EcoRI 
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จากการสกัดพลาสมิดจากทรานสฟอรแมนท และตัดดวยเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 5 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 14 
ดังนั้นจากขั้นตอนนี้ไดพลาสมิดควบคุมคือ “pAD” ซึ่งจะมีแผนที่เรสตริกชันดังรูปที่ 15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 กโิลเบส 

 
 

รูปที่ 14 ผลการตัดพลาสมดิ pAD ดวยเรสตริกชันเอนไซม 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD  
ชองที่ 3 pAD ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 15 แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pAD 
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การเตรียม BS11 ที่มีพลาสมิด 
การทรานสฟอรม pAD44-12 และพลาสมิดควบคุม pAD เขาสู BS11 ดวยวิธีอิเล็กโทร-

พอเรชัน โดยใชพลาสมิดปริมาณ 1 ไมโครกรัมตอคอมพีเทนท BS11 106 เซลล และคัดเลือก 
ทรานสฟอรแมนทที่ด้ือคลอแรมเฟนิคอล พบวาโอกาสในการไดทรานฟอรแมนทมีประมาณ 
3.37x10-8 ทรานสฟอรแมนทตอเซลล  

จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทที่ไดจากการทรานสฟอรม BS11 ดวย 
พลาสมิด pAD44-12 และตัดดวยเรสตรกิชันเอนไซม HindIII พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตรง
กับ pAD44-12 คือ 9.5 กิโลเบส  และสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทที่ไดจากการ 
ทรานสฟอรม BS11 ดวย พลาสมิด pAD และตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดีเอ็น
เอที่มีขนาดตรงกับ pAD คือ 5 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 
16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ก ข 

9.5 กโิลเบส 

5 กโิลเบส 

รูปที่ 16 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 ก  ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 

ชองที่ 2 pAD44-12 
ชองที่ 3 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII  

 ข  ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD  
ชองที่ 3 pAD ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 
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BS11 ที่มีพลาสมิด pAD4412 ใหชื่อวา “BS11-GFP” ด้ือตอสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิ-
คอล และมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ดังรูปที่ 17   สวน BS11 
ที่มีพสาสมิด pAD ใหชื่อวา “BS11-pAD”  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
รูปที ่17 ลักษณะเซลลของ BS11-GFP ภายใตกลองจุลทรรศน กําลงัขยาย 200 เทา 

ก แสงธรรมดา 
ข แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต 
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การตรวจสอบความเสถียรพลาสมิด pAD44-12 และ pAD โดยการเลี้ยง BS11-GFP 
และ BS11-pAD ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือกเปน
จํานวน 50 รุน พบวา BS11-GFP และ BS11-pAD ยังคงรักษาพลาสมิดอยูไดถึง 77.85 และ 
79.18 เปอรเซ็นตตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 เปอรเซ็นตความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ของ BS11-GFP 
และ BS11-pAD ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก
เปนจํานวน 50 รุน (แสดงคาในตารางที่ 5 ภาคผนวก จ) 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย     แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร (SD) 
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ผลการทดลองการผสม BS11 กับอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา 
เม่ือนํา BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD มาผสมกับอาหารกุงในอัตราสวนน้ําหนัก

เซลลเปยกตอน้ําหนักอาหารกุงเทากับ 1:3 แลวตรวจนับจํานวน BS11 ตอกรัมอาหารกุง พบวา
ปริมาณ BS11 ในอาหารที่ผสมBS11 ทั้ง 3 กลุมอยูในชวง 105 แสดงผลดังรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในอาหารกุงกุลาดําที่ผสม BS11 ในอัตราสวน

น้ําหนักเซลลเปยกตอนํ้าหนักอาหารกุงเทากับ 1:3 (แสดงคาในตารางที่ 6 ภาคผนวก จ) 
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อาหารกุงที่ผสม BS11-GFP พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลอูอเรสเซนต ดังรูปที่ 20 ซึ่งตางจากอาหารกุงที่ผสม BS11 และ BS11-pAD ที่ไม
พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงสีเขียว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20 ลักษณะเซลลของ BS11-GFP (ลูกศรเสนทึบ) ในอาหารกุง (ลูกศรเสนประ) 

ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
ก และ ค แสงธรรมดา 
ข และ ง แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต 
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ผลการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําในบอระดับ 400 ลติร 
เม่ือนําอาหารกุงที่ไมผสม BS11, อาหารกุงที่ผสม BS11, อาหารกุงที่ผสม BS11-GFP 

และอาหารกุงที่ผสม BS11-pAD ไปใชเลีย้งกุงกุลาดําในระยะโพสลาวา 24 โดยทาํการเลี้ยงเปน
ระยะเวลา 9 สัปดาห และทําการชั่งน้ําหนักทุกๆ 3 สัปดาห พบวาในสัปดาหที่ 9 กุงกุลาดํากลุม
ที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11 ทั้ง 3 กลุม มีน้ําหนักเฉลี่ยมากกวากุงในกลุมควบคุมที่ไมไดรบั 
BS11 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาคผนวก ฉ) น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดําในกลุม
การทดลองตางๆ แสดงดังรูปที่ 21  
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รูปที่ 21 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดําที่เลี้ยงดวยอาหารแบบตางๆ โดยเลี้ยงเปน
ระยะเวลา 9 สัปดาห (แสดงคาในตารางที่ 7 ภาคผนวก จ) 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย     แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร (SD) 
a, b, c อักษรตางกันแสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองในแตละ
ชวงเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
การตรวจคุณภาพน้ําระหวางการเลี้ยงกุงในแตละกลุมการทดลองพบวา คาของปจจัย

ตางๆ อยูในเกณฑที่ปลอดภัยตอสัตวน้ําและคอนขางคงที่ตลอดการทดลอง ไดแก ความเค็ม 17-
22 สวนในพันสวน คาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 6.5-7.0 อุณหภูมิประมาณ 27-28 องศา
เซลเซียส ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณไนไตรท
ประมาณ 0-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณแอมโมเนียรวมประมาณ 0-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ
ปริมาณฟอสเฟตอยูในชวง 0.1-2.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กลุมควบคุม กลุม BS11
กลุม BS11-GFP กลุม  BS11-pAD

a c ab bc  
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การทดลองหาปริมาณ BS11 และสปอรในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการ
เลี้ยงกุง พบวาไมพบ BS11 ในน้ําจากบอควบคุม แตพบ BS11 และสปอรในน้ําจากบอที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 102 CFU/ml ดังแสดงในรูปที่ 
22  
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รูปที่ 22 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการเลี้ยงกุง 

(แสดงคาในตารางที่ 8 ภาคผนวก จ) 
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หลังเลี้ยงกุงกลุาดําครบ 9 สัปดาห นํากุงแตละกลุมทดลองมาตรวจนับปริมาณ BS11 
ในลําไส พบวาปริมาณ BS11 ในลําไสกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ 
BS11-pAD ประมาณ 105 – 106 CFUตอกรัม แตไมพบ BS11 ในทางเดินอาหารของกุงกลุม
ควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 23  
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รูปที่ 23 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในลําไสกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการเลี้ยงกุง 

(แสดงคาในตารางที่ 9 ภาคผนวก จ) 
 
การตรวจหา BS11-GFP ในทางเดินอาหารกุงกุลาดําหลังจากเลี้ยงเปนเวลา 9 สัปดาห 

ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต โดยสังเกตจากการเรืองแสงสีเขียวของ BS11-GFP ที่
บริเวณตางๆ ของลําไสกุง ดังแสดงในรูปที่ 24 
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รูปที่ 24 เน้ือเยื่อบริเวณตางๆ ลําไสของกุงกุลาดําที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11-GFP 
เปนเวลา นาน 9 สัปดาห โดยสังเกตเห็นเซลล BS11-GFP ที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

ก ง ซ ฏ ณ  แสงธรรมดากําลังขยาย 20 เทา 
ข จ ฌ ฐ ด  แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 20 เทา 
ฉ ญ ฑ ต    แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 50 เทา 
ค ช ฎ ฒ ถ  แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 200 เทา 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

วิจารณผลการทดลอง 
Rengpipat และคณะ(5, 7, 8, 9, 10) ไดทําการทดลองและพิสูจนแลววา BS11 เปนโพรไบ-

โอติกที่ดีสําหรับกุงกุลาดํา สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา ทําใหน้ําหนักตัวและ
การรอดชีวิตของกุงกุลาดําสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
นอกจากนี้ยังพบวา BS11 ชวยเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยการตอบสนองผาน
เซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา แตยังไมมีการทดลองใดสามารถติดตาม BS11 ในกุงกุลาดําได
โดยตรง ทั้งน้ีเนื่องจากในทางเดินอาหารกุงมีจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรียกลุม Bacillus, 
Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas และ Klebsiella(6, 7) เปนตน   ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงนําการ
ติดฉลาก BS11 ดวยจีเอฟพีมาใช เพ่ือทําใหสามารถติดตาม BS11 ได ทั้งในอาหารเลี้ยงกุง น้ํา
ในบอเลี้ยงกุง และในทางเดินอาหารของกุง 

งานวิจัยที่ผานมา Schultz และคณะ(51) ที่ไดทรานสฟอรมพลาสมิดที่มียีนประมวลรหัส 
จีเอฟพี (pUC-gfp) เขาสู E. coli สายพันธุ Nissle 1917 ที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกในคน 
เพ่ือใชติดตามโพรไบโอติกทั้งใน in vivo และ in vitro และเพื่อศึกษาปฏิสัมพันธกับเซลลเจาบาน    
Hurst และคณะ(53) ใชจีเอฟพีติดฉลากแบคทีเรีย Serratia entomophila ที่เปนสาเหตุของโรค 
New Zealand grass grub ในดวง Costelytra zealandica เพ่ือใชติดตามแบคทีเรียในทางเดิน
อาหารของเจาบาน    Zhang และคณะ(48) ติดฉลากแบคทีเรียที่เปนไบโอคอนโทรลในขาว
บารเลย คือ Brevibacillus brevis ZJY-1 และ Bacillus subtilis subtilis ZJY-116 เพ่ือติดตาม
แบคทีเรียและศึกษาผลของการใชไบโอคอนโทรลในระดับภาคสนาม ในการยับยั้ง Fusarium 
graminearum ซึ่งเปนรากอโรคในขาวบารเลย   จากตัวอยางงานวิจัยเหลานี้แสดงใหเห็นถึง
ความเปนไปไดในการใชจีเอฟพีติดฉลากจุลินทรียที่สนใจเพื่อติดตามจุลินทรียในสภาพ in vivo 

เน่ืองจากแบคทีเรียกลุม Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีชั้นเปบทิโดไกลแคนที่ผนัง
เซลลหนา จึงเปนการยากที่จะตัดตอยีนและทรานสฟอรมเขาสูเซลลเจาบานที่เปน Bacillus 
โดยตรง ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงทําสรางชัทเทิลเวกเตอรที่สามารถเพิ่มจํานวนไดใน E. coli และ 
Bacillus คือชัทเทิลเวกเตอร pTG ที่เกิดจากการเชื่อม pTF6 และ pGEM7Zf(+) 

การเตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีโดยการตัดยีน gfpmut2 จากพลาสมิด pBCgfp ดวย 
เรสตริกชันเอนไซม PstI มาเชื่อมตอเขากับพลาสมิดพาหะ pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม 
PstI แลวทรานสฟอรมเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli DH5α คัดเลือกโคโลนีทรานสฟอรแมนทที่
สามารถเจริญบนอาหารแข็งที่มีแอมพิซิลลินจํานวน 69 โคโลนีมาสกัดพลาสมิด แลวตรวจสอบ
ทิศทางการสอดแทรกของยีน gfpmut2  โดยการตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเรสตริกชัน
เอนไซม BamHI แลววิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสพบวา
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ไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.9 และ 8 กิโลเบส ซึ่งเปนขนาดของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มี
ยีน gfpmut2 สอดแทรกในลักษณะกลับทิศทั้งหมด 

เน่ืองจากการนํายีนเขาสูเซลลเจาบานเพ่ือใหเจาบานผลิตโปรตีนที่ตองการ โปรตีนบาง
ชนิดจะมีความเปนพิษตอเซลล จึงไมไดเซลลที่ผลิตโปรตีนตามตองการ  นอกจากนี้การเชื่อมตอ
ชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายทั้งสองดานเหมือนกัน ทิศทางการเชื่อมตอจะเกิดขึ้นอยางสุม(60) แตใน
งานวิจัยน้ีเกิดการสอดแทรกของยีน gfpmut2 ในพลาสมิดพาหะ pTG เกิดขึ้นในทิศทางเดียว 
คือกลับทิศทั้งหมด สาเหตุไมไดเกิดจากการสอดแทรกในทิศทางที่ถูกตองสรางโปรตีนที่เปนพิษ
ตอเซลล เพราะวาจีเอฟพีเปนโปรตีนที่ไมมีความเปนพิษตอเซลล(13)  สาเหตุดังกลาวนาจะเกิด
จากกลไกบางอยางในขั้นตอนการเชื่อมตอดวยเอนไซมไลเกส ทําใหเลือกเกิดการเชื่อมตอใน
แบบเดียวเทานั้น 

พสาสมิด pAD44-12 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Jo Handelsman เปนชัทเทิล
เวกเตอรระหวาง E. coli และ B. cereus มียีน gfpmut3a อยูภายใตโปรโมเตอรจาก B. cereus 
UW85  มีขนาดประมาณ 9.5 กิโลเบส    ในงานวิจัยน้ีสามารถทรานสฟอรม pAD44-12 เขาสู 
BS11 ไดสําเร็จโดยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน แตโอกาสในการไดทรานฟอรแมนทมีนอยมาก การ
ทําอิเล็กโทรพอเรชันแตละครั้งตองใชพลาสมิดปริมาณมาก (ประมาณ 1 ไมโครกรัม ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) และตองมีวิธีการเตรียมคอมพีเทนตเซลลที่ดี ซึ่งในงานวิจัย
นี้ไดดัดแปลงมาจากวิธีของ Liu และคณะ(49)

ทรานสฟอรแมนท BS11 ที่ไดรับพลาสมิด pAD44-12 ใชชื่อวา BS11-GFP สามารถ
เจริญในอาหารที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลได และเกิดการแสดงออกของยีน gfpmut3a 
โดยสังเกตเห็นเซลลที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต แตการเรือง
แสงไมไดเกิดขึ้นในทุกเซลล (ดังรูปที่ 17) และไมเห็นการเรืองแสงจากโคโลนีภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต ทั้งน้ีเน่ืองจากยีน gfpmut3a ในพลาสมิด pAD44-12 อยูภายใตโปรโมเตอรจาก 
B. cereus UW85 จึงไมสามารถแสดงออกไดอยางเต็มที่ใน BS11  นอกจากนี้โปรตีนจีเอฟพี
จาก gfpmut3a มีชวงการดูดกลืนแสงที่ 508 นาโนเมตร และเปลงแสงที่มีความยาวคลื่น 511 
นาโนเมตร(17) ดังน้ันการสังเกตการเรืองแสงสีเขียวจากโคโลนีจึงทําไดยาก เพราะตองอาศัย
อุปกรณ เชน แหลงกําเนิดแสงที่มีความยาวคลื่นใกลชวง 508 นาโนเมตร และฟลเตอรที่สามารถ
คัดกรองเฉพาะแสงที่มีความยาวคลื่นชวง 511 นาโนเมตรเทานั้น 

เชนเดียวกับงานวิ จัยของ Webb และ Resnekov(61) ที่รายงานวา เ ม่ือฉายแสง
อัลตราไวโอเลตลงบนโคโลนีของ B. subtilis ที่มียีนประมวลรหัสจีเอฟพีเชื่อมอยูกับโปรโมเตอร
ที่ควบคุมการสราง coat protein พบวาไมสามารถเห็นการเรืองแสงจากโคโลนีได เน่ืองจากการ
สรางโปรตีนเกิดขึ้นในระดับที่ไมสูงพอ 

Gray และคณะ(62) ไดอธิบายวิธีการตรวจดูการเรืองแสงโดยใชอุปกรณอยางงาย คือ 
จะตองมีแหลงกําเนิดแสงสีน้ําเงินที่มีความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร เม่ือตัวอยางไดรับแสงจะ
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เปลงแสงสีเขียวออกมาพรอมกับแสงสีน้ําเงินจากแหลงกําเนิดแสง ซึ่งแสงสีน้ําเงินน้ีจะถูกกัน
ออกดวยฟลเตอรที่ยอมใหแสงสีเขียวผานเทานั้น 

เพ่ือตรวจสอบวาพลาสมิดที่ใชจะไมสงผลกระทบตอคุณสมบัติของ BS11 จึงทําการ
สรางพลาสมิดที่จะนําไปใชเปนกลุมควบคุม ซึ่งจะทําในเซลลเจาบาน E. coli DH5α กอน โดย
การตัดยีน gfpmut3a และสวนโปรโมเตอรออกจากพลาสมิด pAD44-12 เชื่อมตอพลาสมิดสวน
ที่เหลือดวยเอนไซมไลเกส แลวทรานสฟอรมเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli DH5α   คัดเลือก
โคโลนีของทรานสฟอรแมนทที่สามารถเจริญบนอาหารแข็งที่มีแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด 
และตรวจสอบขนาดของพลาสมิดโดยการตัดดวยเอนไซม PstI และทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟเรซิสไดขนาด 5 กิโลเบส ใหชื่อวาพลาสมิด pAD ซึ่งเปนพลาสมิดที่มีเพียงยีนตานสาร
ปฏิชีวนะและจุดเริ่มตนของการถายแบบเทานั้น จากนั้นทรานสฟอรม pAD เขาสู BS11 โดย
วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่เจริญบนอาหารแข็งที่มีคลอแรมเฟนิคอล 
ทรานสฟอรแมนท BS11 ที่ไดรับพลาสมิด pAD ใชชื่อวา BS11-pAD 

การหาความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ในเจาบานที่เปน BS11-GFP 
และ BS11-pAD พบวา ในสภาพที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก พลาสมิดทั้งสองยังสามารถ
เพ่ิมจํานวนไปพรอมกับการแบงเซลลเพ่ือเพ่ิมจํานวน BS11 ได แตจะคงเหลืออยู 77.85 และ 
79.18 เปอรเซ็นตตามลําดับ หลังจากการแบงเซลลไป 50 รุน  ซึ่งตางจากงานวิจัยของ Dunn 
และคณะ(47) ที่ pAD44-12 จะคงเหลืออยูใน B. cereus UW85 ประมาณ 29.33 เปอรเซ็นต 
หลังจากการแบงเซลลไป 35 รุน และงานวิจัยของ Zhang และคณะ(48) ที่ pRP22 จะคงเหลืออยู
ใน Brevibacillus brevis ZJY-1 และ Bacillus subtilis ZJY-116 ประมาณ 55.3 และ 47.6 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากการแบงเซลลไป 50 รุน 

การทดลองใช BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ผสมในอาหารกุงในอัตราสวน
ระหวางเซลลสดตออาหารกุงเทากับ 1:3 จะทําใหไดความเขมขนของ BS11 ในอาหารกุงเทากับ 
105 CFUตอกรัม และเม่ือนําอาหารกุงที่ผสม BS11-GFP ไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนฟลูออ-
เรสเซนต พบการเรืองแสงสีเขียวของเซลล BS11-GFP ภายใตกลองจุลทรรศน แตไมพบเซลลที่
เรืองแสงในลักษณะนี้ในอาหารกลุมควบคุมทั้ง 3 กลุม คือ กลุมที่ไมผสม BS11, กลุมที่ผสม 
BS11 และกลุมที่ผสม BS11-pAD 

ในงานวิจัยนี้ทําการทดลองเลี้ยงกุงในระยะโพสลาวา 24 ดวยอาหารที่ผสม BS11-GFP   
โดยมีกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่ไมผสม BS11 เปนกลุมควบคุม และกลุมที่ผสม BS11 และกลุมที่
ผสม BS11-pAD เปนกลุมโพรไบโอติกควบคุม   ในบอปูนซีเมนตขนาด 400 ลิตร ทําการ
ทดลองเปนเวลา 9 สัปดาห ใหอาหารวันละ 3 ม้ือ เปรียบเทียบน้ําหนักโดยการชั่งน้ําหนักทุกๆ 3 
สัปดาห พบวาในสัปดาหที่ 9 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11 ทั้ง 
3 กลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมีน้ําหนักเฉลี่ยมากกวากุงในกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับ BS11 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  โดยน้ําหนักเฉลี่ยของกุงกลุมที่
เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD มากกวากลุมควบคุมประมาณ 30, 
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31 และ 20 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Rengpipat และคณะ(5) ที่กุงกุลาดํากลุมที่ไดรับ BS11 มีการเจริญเติบโตสูงกวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) หลังจากใช BS11 ผสมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา เลี้ยงกุงเปนเวลา 
100 วัน    นอกจากนี้ในการทดลองนี้ยังตรวจพบ BS11 และสปอรในนํ้าเลี้ยงกุงกุลาดําจากบอที่
เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 102 CFU/ml แตวาไมพบ 
BS11 ในน้ําจากบอควบคุม  ในขณะเดียวกันตรวจพบ BS11 ในลําไสกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสม 
BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 105 – 106 CFUตอกรัม แตไมพบ BS11 ในทาง
เดินอาหารของกุงกลุมควบคุม   จากผลการทดลองเลี้ยงกุงขางตน แสดงวายีน gfpmut3a ที่อยู
ในพลาสมิด pAD44-12 ไมมีผลกระทบตอคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกของ BS11 ซึ่ง
สอดคลองกับ Bermudez และคณะ(13) ที่รายงานวาจีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลล
หรือการแสดงออกของยีนอ่ืนและไมมีความเปนพิษตอเซลล  ดังน้ันจึงสามารถใชกุงกุลาดํากลุม
ที่เลี้ยงดวยอาหารกุงผสม BS11-GFP เปนตัวแทนของกุงที่ไดรับการเสริมโพรไบโอติก BS11 
ได 

ในการเก็บตัวอยางกุงหลังการเลี้ยงกุงเปนเวลา 9 สัปดาห เพ่ือนํากุงมาหาปริมาณ 
BS11 ในลําไส และนําลําไสกุงมาตัดเนื้อเยื่อเพ่ือนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน   ผูวิจัยไดงด
ใหอาหารกุงเปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนการเก็บตัวอยางกุง เพราะตองการขจัดปญหาในขั้นตอน
การตัดเนื้อเยื่อลําไสดวยไมโครโตม เน่ืองจากถาในลําไสมีเศษอาหารตกคางอยูอาจมีเศษกรวด
หรือทราย จะทําใหใบมีดไมโครโตมไมคมและขัดขวางการตัดเนื้อเยื่อ ดวยเหตุนี้เองทําให BS11 
ในลําไสกุงมีปริมาณนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกุงที่เลี้ยงดวย BS11 ในงานวิจัยของวรรนิภากอน
หนานี้(7)

การตรวจหา BS11-GFP ในลําไสกุงกุลาดําหลังเลี้ยงครบ 9 สัปดาห ดวยกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงของจีเอฟพีบริเวณผนังลําไสสวน
ปลายของลําไสกุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11-GFP แตไมพบการเรืองแสงในลําไส
กุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารกลุมควบคุมทั้ง 3 กลุม คือ กลุมที่ไมผสม BS11, กลุมที่ผสม 
BS11 และกลุมที่ผสม BS11-pAD   แสดงวาเมื่อกุงไดรับ BS11 ที่ผสมในอาหารเลี้ยงกุง   
BS11 สามารถอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหาร และสามารถเขาไปยึดเกาะกับผนังลําไสกุง
กุลาดําได 

Lee และคณะ(63) กลาววา ความสามารถในการยึดเกาะที่ลําไสเปนปจจัยสําคัญตอ
ความสําเร็จของโพรไบโอติกแบคทีเรีย  ซึ่งสอดคลองกับแนวคิดของ Verschuere และคณะ(64) 
ที่โพรไบโอติกแบคทีเรียจะแขงขันและแยงพื้นที่ยึดเกาะ แยงอาหารและพลังงานกับแบคทีเรียกอ
โรค ดังนั้นการพบ BS11 บริเวณผนังลําไสของกุงกุลาดําในการทดลองนี้ เปนการสนับสนุน
คุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกในกุงกุลาดําของ BS11 

การตรวจหา BS11-GFP ในลําไสกุง ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ตองอาศัย
เทคนิคทาง histology ในการตัดเนื้อเยื่อลําไสกุงใหเปนชิ้นบางๆ เพ่ือใหแสงฟลูออเรสเซนตจาก
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กลองจุลทรรศนสองลงไปถึงจีเอฟพี (ที่ถูกผลิตจาก BS11-GFP) และแสงสีเขียวที่จีเอฟพีเปลง
ออกมาเขาสูตัวกลองได ซึ่งเทคนิคนี้ตองอาศัยการเตรียมเน้ือเยื่อหลายขั้นตอน  เน้ือเยื่อตอง
ผานการแชในสารละลายบัฟเฟอรฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต ลางดวยน้ําประปาหลายครั้ง แชใน
แอลกอฮอลที่มีความเขมขนตางๆ  แชในไซลีนและพาราพลาสต แมวาจีเอฟพีจะไมเสียสภาพ 
แตจากการที่เน้ือเยื่อลําไสตองแชในสารละลายเหลานี้หลายๆ ครั้ง ทําใหจุลินทรียที่ผิวหนาลําไส
สามารถหลุดออกไปได นอกจากนี้การตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา 7 ไมครอน ทําใหไดชิ้นเนื้อเยื่อ
จํานวนมาก การนําชิ้นเนื้อเยื่อเหลานี้มาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเปนไปอยางสุม ดังนั้น 
BS11-GFP ที่ตรวจพบในลําไสภายใตกลองจุลทรรศนจึงเปนเพียงสวนหนึ่ง และไมสามารถบอก
ปริมาณที่แทจริงได  

จากงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ทําการติดตามจุลินทรียในทางเดินอาหารโดยใชจีเอฟพีเปนตัวติด
ฉลาก เชน Geoffroy และคณะ(65) ไดให Lactobacillus plantarum GFP+ 10 ไมโครลิตร (109 
CFU) แกหนู BALB/c ซึ่งเปนโมเดลในการทดลอง โดยวิธี intragastric lavage หลังจากนั้น 90 
นาที ตัด Payer’s patches และลําไส แชในฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต ฝงในพาราฟน ตัดเนื้อเยื่อ 
และนําเนื้อเยื่อไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเอพิฟลูออเรสเซนต ซึ่งพบวาแบคทีเรียสวนใหญฝง
อยูกับเยื่อเมือกหรืออยูกระจายในลําไส มีบางตัวเทานั้นที่เกาะกับผิวหนาลําไส แตไมพบ
แบคทีเรียที่ Payer’s patches เน่ืองจากปริมาณแบคทีเรียในการทดลองแบบ in vivo เจือจาง
มาก   นอกจากนี้ Schultz และคณะ(52) ไดให E. coli สายพันธุ Nissle 1917 200 ไมโครลิตร 
(5x1010 CFU) แกหนู BALB/c ซึ่งเปนโมเดลในการทดลอง โดยใหผานทางชองปาก และตัด
ลําไสหนูหลังจากไดรับเชื้อเปนเวลาตางๆ กัน และนําไปตรวจดูใตกลองฟลูออเรสเซนต ซึ่ง
พบวาแบคทีเรียอยูใกลกับผิวหนาของกระเพาะและลําไส    ดังน้ันการผสม BS11 โดยการคลุก
กับเม็ดอาหารกุง แลวนําไปเลี้ยงกุงในบอขนาด 400 ลิตร จะทําใหแบคทีเรียมีความเจือจางมาก 
วิธีนี้จึงไมเหมาะแกการนํามาใชในการติดตาม BS11-GFP 

เม่ือ BS11-GFP เขาเกาะที่ลําไสกุงและสังเคราะหสายพอลิเพพไทด มีการจัดเรียง
โมเลกุลเพื่อสรางโครโมฟอร ซึ่งในขั้นตอนนี้ตองอาศัยออกซิเจนในการเกิดออกซิเดชัน(36) (ดัง
รูปที่ 3) แตเน่ืองจากในทางเดินอาหารของสัตวเปนสภาวะไรออกซิเจน ดังน้ันการเรืองแสงจึงถูก
ยับยั้งได จึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ตรวจพบ BS11-GFP ในเนื้อเยื่อลําไสกุงสวนปลาย
เทานั้น และเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ BS11-GFP ที่นับไดจากการเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง
(ประมาณ 102 CFU/g) จึงควรจะพบ BS11-GFP ที่เรืองแสงในลําไสจํานวนมากกวานี้ 
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สรุปผลการทดลอง 
1. ติดฉลาก BS11 ดวยโปรตีนจีเอฟพี โดยการนําพลาสมิดที่มียีน gfpmut3a เขาสู

คอมพีเทนท BS11 ดวยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน ได BS11-GFP ซึ่งจะเห็นการเรืองแสงสีเขียว
ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

2. ความเสถียรของพลาสมิดใน BS11 เทากับ 77.85 เปอรเซ็นต หลังจากการเลี้ยงเช้ือ
ไป 50 รุน ในอาหารเหลวที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก 

3. นํา BS11-GFP ผสมในอาหารกุงในอัตราสวนเซลลสดตออาหารกุง เทากับ 1:3 ได
ปริมาณแบคทีเรียประมาณ 105 CFU/กรัม และตรวจพบ BS11-GFP ซึ่งเปนเซลลที่มีการเรือง
แสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

4. เลี้ยงกุงดวยอาหารที่ผสม BS11-GFP เปนเวลา 9 สัปดาห พบวาการเจริญของกุง 
ปริมาณเชื้อในน้ํา และปริมาณเชื้อในลําไส ไมมีความแตกตางจากกุงที่เลี้ยงดวย BS11 

5. ตรวจพบ BS11-GFP ที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต
บริเวณผนังลําไสกุงกุลาดํา 
 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ทดลองแทรกยีนประมวลรหัสของโปรตีนชนิดอ่ืนลงในชัทเทิลเวกเตอร pTG ที่
ตําแหนง PstI  

2. ปรับปรุงโปรโมเตอรในพลาสมิด pAD44-12 ใหเหมาะกับ BS11 เพ่ือใหการ
แสดงออกของยีน gfpmut3 มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

3. หาแหลงแสงและฟลเตอรที่เหมาะสมกับจีเอฟพี เพ่ือใหตรวจดูการเรืองแสงจาก
โคโลนีของแบคทีเรยีไดโดยตรง 

4. ติดฉลาก Bacillus สายพันธุที่ไมเปนโพรไบโอติกดวยจีเอฟพี แลวนําไปทดลอง
เลี้ยงกุงเปรียบเทียบกับ BS11-GFP 

5. ติดฉลาก Vibrio harveyi ดวยโปรตีนที่มีการเรืองแสงสีอ่ืน แลวนําไปเหนี่ยวนําให
กุงที่เลี้ยงดวย BS11-GFP เกิดโรค จากนั้นตรวจดูทางเดินอาหารของกุงดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต เพ่ือใหเขาใจกลไกระหวางเจาบาน โพรไบโอติก และเชื้อกอโรค 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) 
ทริปโตน (Tryptone) 10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast Extract)   5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 10.0 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทรปิติกซอย (Tryptic Soy Broth) 
ทริปโตน (Tryptone) 17.0 กรัม 
ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone)   3.0 กรัม 
เด็กซโตรส (Dextrose)   2.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)   5.0 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.5 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 

 ปรับพีเอชเปน 7.3 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
 

3. อาหารเลี้ยง BS11 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract) 5.0 กรัม 
เดกซโตส (Dextrose) 2.5 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5 กรัม 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรและสารเคมี 

1. สารปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มิลลิกรัม/น้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บ
รักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ไดนาน 1 เดือน 

คลอแรมเฟนิคอลความเขมขน 34 มิลลิกรัม/เอทานอล 1 มิลลิลติร เกบ็รักษาไวในหลอด
ไมโครฟวจทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ได
นาน 1 เดือน 
 
2. สารเคมีสําหรับใชในการสกัดพลาสมิดดวยวธิ ีPlasmid Minipreparation 

2.1 สารละลาย I 
กลูโคส 50 มิลลิโมลาร 
สารละลาย Tris-HCl พีเอช 8.0 25 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA พีเอช 8.0 10 มิลลิโมลาร 
ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

2.2 สารละลาย SDS 4% 
ชั่ง sodium dodecyl sulfate (SDS) 4 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เม่ือละลายหมดปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 7.2 เติมนํ้าปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2.3 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 นอรมัล 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH) 1.6 กรัม ละลายในน้ําปลอดประจุ 100 มิลลิลติร 

2.4 สารละลาย III 
สารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร  60 มิลลิลติร 
กรดอะซีติกเขมขน 11.5 มิลลิลติร 
น้ํากลั่น 28.5 มิลลิลติร 

2.5 สารละลาย RNase A เขมขน 1 มิลลกิรัมตอมิลลิลติร 
ชั่ง RNase A 10 มิลลิกรัม ละลายน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
ประกอบดวย 
Buffer P1 
Buffer P2 
Buffer N3 
Buffer PB 
Buffer PE 
Buffer EB 
RNase A 
Collection tube 
QIAprep Spin Column 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรกัษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเติมเอทานอลปริมาตร 24 มิลลิลติร ลงใน 
Buffer PE 
 
4. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Spin Midiprep Kit (Qiagen) 

ประกอบดวย 
Buffer P1 
Buffer P2 
Buffer P3 
Buffer QBT 
Buffer QC 
Buffer QF 
RNase A 
QIAGEN-tip100 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ลงใน Buffer P1 เพ่ือใหไดความ

เขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร และเก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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5. บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับทําเจลอิเล็กโทรโฟเรซสิ 
5.1 สารละลายบัฟเฟอร 50xTAE 

ทริส-เบส (Trisma base) 242 กรัม 
กรดอะซิติก 57.1 กรัม 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 8.0 100 มิลลิลติร 
ละลายทุกสวนในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลติร แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

5.2 อะกาโรสเขมขน 1% 
อะกาโรส (Agarose) 1.0 กรัม 
สารละลายบฟัเฟอร 1xTAE 100 มิลลิลติร 

5.3 สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในน้ํา 
ชั่งเอธิเดียมโบรไมดและละลายในน้ํากลั่นปลอดประจุ ใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิดในที่มืด 
 

6. ชุดสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
ประกอบดวย 
Buffer QG 
Buffer PE 
Buffer EB 
RNase A 
QIAquick Column 
กอนใชชุดสกดัครั้งแรกใหเติมเอทานอลปริมาตร 24 มิลลิลติร ลงใน Buffer PE 

 
7. สารละลายสําหรับเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli 

7.1 สารละลาย RF I 
RbCl 6 กรัม 
MnCl2•4H2O 4.9 กรัม 
สารละลายโพแทสเซียมอะซีเตท 1 โมลาร พีเอช 7.5 15 มิลลิลติร 
CaCl2•2H2O 0.75 กรัม 
กลีเซอรอล 75 มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นปลอดประจุ 400 มิลลิลติร ปรับพีเอชใหเทากับ 5.8 ดวยกรดอะซีติก 0.2 

โมลาร แลวเตมินํ้ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 500 มิลลิลติร นําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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7.2 สารละลาย RF II 
สารละลาย MOPS 0.5 โมลาร พีเอช 6.8 10 มิลลิลติร 
RbCl 0.6 กรัม 
CaCl2•2H2O 5.5 กรัม 
กลีเซอรอล 75 มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นปลอดประจุ 400 มิลลิลติร ปรับพีเอชใหเทากับ 6.8 ดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมัล แลวเตมินํ้ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 500 มิลลิลติร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที 

 
8. สารละลายบัฟเฟอร SG 

ซูโครส   46.5 กรัม 
กลีเซอรอล 87%   86.2 มิลลิลติร 
น้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 500.0 มิลลิลติร 

 
9. สารละลายน้ําเกลือ 0.85% 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     8.5 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 
 

 



 69

ภาคผนวก ค 
การใหอาหารกุงกุลาดํา 

1. สูตรอาหารกุง 
ปลาปน 32.0 %(w/w) 
ถั่วเหลืองปน 25.0 %(w/w) 
หัวกุงปน 10.0 %(w/w) 
เลซิทิน 1.0 %(w/w) 
แปงสาล ี 20.0 %(w/w) 
กลูเตน 5.0 %(w/w) 
วิตามินรวม 2.0 %(w/w) 
เกลือแรรวม 3.0 %(w/w) 
น้ํามันปลา 5.0 %(w/w) 
ผสมอาหารใหเขากันแลวนําไปอัดเม็ด 
 

2. อัตราการใหอาหารกุงกุลาดํา 
PL15 – PL30 50% ของน้ําหนักตัว 3-5 ครั้งตอวนั 
PL30 – 1 กรัม 20% ของน้ําหนักตัว 3-5 ครั้งตอวนั 
1 – 5 กรัม 10% ของน้ําหนักตัว 3 ครั้งตอวัน 
5 – 10 กรัม 6% ของน้ําหนักตัว 3 ครั้งตอวัน 
10 – 20 กรัม 4% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
20 – 30 กรัม 3% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
มากกวา 30 กรัม 2% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
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ภาคผนวก ง 

Kpn I 
EcoO109I/DraII/ApaI  
XhoI 
HincII/AccI/SalI 
Bsp106I/ClaI 
HindIII 
SphI 
PstI 
gfpmut2 
NdeI 
RBS 
XbaI 
BamHI 
SmaI 
KpnI 
SacI 
EcoRI 
PstI 
SmaI 
BamHI 
SpeI 
XbaI 
EagI 
NotI 
SacII 
BstXI 
SacI 

T3 promoter 

T7 promoter 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 25 แผนที่เรสตริกชันของ pBCgfp(58, 66)

หมายเหตุ RBS คือ ribosome binding site



 71

>060317-14_G06_pBCGFP-T3.ab1    853      0    853  ABI 

NNAATGATCCGCGGGGCGGCCGCTCTGAATAGTG|GATCCCCC|GGGCTGCA| 

GG|AATTCGAGCT|CGGTAC|CC|GGG|GATCCT|CTAGATTTAAGAAGGAGATAT 

ACA|TATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG 

TTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAG 

GGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCAC 

TACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCGCGT 

ATGGTCTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGAC 

TTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATT 

TTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAG 

GTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAA 

GATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAA 

TGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCA 

AAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTAT 

CAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCA 

TTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAG 

ACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGC 

ATGGATGAACTATACAAATAAATGTCCAGACCTGCA|GGCATG|CA|AGCTTA 

BamHI SmaI PstI 

EcoRI SacI KpnI SmaI BamHI XbaI 

NdeI 
start 

stop 
PstI SphI HindIII 

TCG 

 
 

รูปที่ 26 ผลการหาลําดับเบสของ gfpmut2 ในพลาสมิด pBCgfp โดยใช T7 promoter 
หมายเหตุ ตัวอักษรสีเขียวแสดงลําดับเบสบริเวณยีน gfpmut2 
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รูปที่ 27 แผนที่เรสตริกชันของ pTF6(67)

P-bgaB คือ promoter fragment (ขนาด 119 คูเบส) จาก β-galactosidase gene ของ 
B. stearothermophilus ซึ่งจะ express ในชวงที่เซลลอยูในระยะ vegetative stage 
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รูปที่ 28 แผนที่เรสตริกชันของ pGEM-7Zf(+)(68)
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รูปที่ 29 แผนที่เรสตริกชันของ pTG ที่มียีน gfpmut2 แทรกในลักษณะกลับทศิ 
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รูปที่ 30 แผนที่เรสตริกชันของ pAD44-12 (40)
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060914-03_M03_pAD4412-primerGFPmut3.ab1    863      0    863  ABI 

GGGGNNNNGGTGTACGTAGTTTCGTAGTGCAATAAATTTAAGGGTAAGTT 

TTCCGTATGTTGCATCACCTTCACCCTCTCCACTGACAGAAAATTTGTGC 

CCATTAACATCACCATCTAATTCAACAAGAATTGGGACAACTCCAGTGAA 

AAGTTCTTCTCCTTTACTCA|TATGTATATCTCCTTCTTAAAT|CTAGAGGA 
NdeI 

start 
XbaI 

TCGCGAGTAAATCCACCAAATCCAAACATATTATTTATCTTCCTTTCTTG 

TTTTCACGGACTCATTTTTTCTTACTTTATATTATAAAAACAGTACGTTT 

TTTATATCTTTATCCTTTTTGTAGATAAATTTCTACAAAAAACTCATAAA 

TCACATTATAAAACAAAATAAGTAAAAAGCATAGTCTTAAATATGACCTT 

TTTCCTTTAAACTCACGAATTTATGGTCACCTATTATAAATAGTGATAGG 

TAAGAAAAAACCACGACTTTACTCGTTTGGACTTCTTTTCCCCCACTTCA 

CACCGTACGTGAGACTTTCACCTCATACGGCGTTCCATCAACTCAATTAT 

TTACGTTAATCCCAATTTTTCTCTAAAACCTAGAACCTTTTCCCAAATTA 

CTTTTCCGACCATGGAATAATCTTTTGAACTGTGAATCATTTGATGGCAA 

TGTTCATGTAGGGATGCAAGGTTAGGAACACGATTTACTTCTTCTATGGG 

GAGTTTTGGGTTGACATGGTGTATGTGTACATCATCCCCCTGAAGTAACT 

CTCCACATACTCGACATCTTCCTTTATCACGGTTAAATGCATAGGCTCGA 

TTCATAAAGTATTCAAAGTTGTACAATTTTCCCTTATGTCCGATTTTGAT 

AATCTTGGACCAN 

รูปที่ 31 ผลการหาลําดับเบสของพลาสมิด pAD44-12  
หมายเหตุ ตัวอักษรสีเขียวแสดงลําดับเบสบริเวณยีน gfpmut3a 

 ตัวอักษรสีดําแสดงลําดับเบสบริเวณโปรโมเตอรจาก B. cereus UW85 
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รูปที่ 32 growth curve ของ BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD  
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ภาคผนวก จ 
ตารางแสดงผลการทดลอง 

ตารางที่ 5 เปอรเซ็นตความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ของ BS11-GFP และ 
BS11-pAD เม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตวัคัดเลือก 
 

จํานวนรุน BS11-GFP BS11-pAD 

0 
10 
20 
30 
40 
50 

97.35±4.23 
87.60±1.64 
82.36±1.10 
77.80±1.36 
79.25±3.82 
77.85±1.10 

97.85±0.91 
88.53±0.88 
82.04±0.16 
80.71±1.41 
81.38±0.06 
79.18±1.74 

 
 
ตารางที่ 6 ปริมาณ BS11 เม่ือผสมในอาหารกุงกุลาดํา 
 

เชื้อที่ผสมในอาหารกุง จํานวน BS11 / กรัมอาหารกุง (CFU/g) 
ไมผสม(กลุมควบคุม) 

BS11 
BS11-GFP 
BS11-pAD 

0 
8.47 x 106

7.50 x 106

2.17 x 106

 
 
ตารางที ่7 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดํา (กรัม) ทั้ง 4 กลุมการทดลอง  
 
สัปดาหที่ กลุมควบคุม กลุม BS11 กลุม BS11-GFP  กลุม BS11-pAD 

0 
3 
6 
9 

0.03 
0.17±0.04 
0.69±0.11 
2.00±0.24 

0.03 
0.20±0.05 
0.97±0.19 
2.60±0.19 

0.03 
0.23±0.02 
1.11±0.13 
2.62±0.27 

0.03 
0.23±0.11 
1.06±0.22 
2.40±0.25 
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ตารางที่ 8 ปริมาณ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการทดลอง 
 

กลุมการทดลอง จํานวน BS11 ในน้ํา(CFU/ml) 
กลุมควบคุม 
กลุม BS11 
กลุม BS11-GFP 
กลุม BS11-pAD 

0 
1.85 x 102

3.10 x 102

5.39 x 102

 
 

ตารางที่ 9 ปริมาณ BS11 ในลําไสกุงกุลาดํา หลังการเลี้ยงเปนเวลา 9 สัปดาห 
 

กลุมการทดลอง จํานวน BS11 ตอกรัมลําไส
(CFU/g) 

กลุมควบคุม 
กลุม BS11 
กลุม BS11-GFP 
กลุม BS11- pAD 

0 
1.14 x 105

4.84 x 106

4.86 x 105
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ภาคผนวก  ฉ 
การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

ตารางที่ 10 การวิเคราะหคาความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way ANOVA) ของน้ําหนักกุง
กุลาดําที่เลี้ยงเปนเวลา 3, 6 และ 9 สัปดาห และการเปรียบเทยีบเชิงซอนเพ่ือจัดกลุมโดยใช
คาสถิติ Tukey 

ANOVA

WEIGHT

.239 3 7.954E-02 9.594 .000
3.324 401 8.290E-03
3.563 404

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

3 สัปดาห 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

75 .1679
101 .1991 .1991
108 .2268 .2268
121 .2329

.076 .144 .965

TREATMEN
1.00
2.00
3.00
4.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 98.140.a. 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-3.1242E-02 1.388E-02 .110 -6.6897E-02 4.412E-03
-5.8893E-02* 1.369E-02 .000 -9.4051E-02 -2.3734E-02
-6.5026E-02* 1.338E-02 .000 -9.9402E-02 -3.0650E-02

3.124E-02 1.388E-02 .110 -4.4123E-03 6.690E-02
-2.7650E-02 1.260E-02 .125 -6.0028E-02 4.728E-03
-3.3784E-02* 1.227E-02 .030 -6.5310E-02 -2.2574E-03

5.889E-02* 1.369E-02 .000 2.373E-02 9.405E-02
2.765E-02 1.260E-02 .125 -4.7277E-03 6.003E-02

-6.1333E-03 1.205E-02 .957 -3.7098E-02 2.483E-02
6.503E-02* 1.338E-02 .000 3.065E-02 9.940E-02
3.378E-02* 1.227E-02 .030 2.257E-03 6.531E-02
6.133E-03 1.205E-02 .957 -2.4831E-02 3.710E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

The group sizes are unequal. The harmonic mean of
the group sizes is used. Type I error levels are not
guaranteed.

b. 
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6 สัปดาห 

ANOVA

WEIGHT

6.929 3 2.310 22.998 .000
37.660 375 .100
44.588 378

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-.2637* 5.090E-02 .000 -.3945 -.1330
-.3860* 5.001E-02 .000 -.5145 -.2575
-.3545* 4.933E-02 .000 -.4812 -.2278
.2637* 5.090E-02 .000 .1330 .3945

-.1223* 4.475E-02 .032 -.2372 -7.3044E-03
-9.0765E-02 4.399E-02 .165 -.2038 2.224E-02

.3860* 5.001E-02 .000 .2575 .5145

.1223* 4.475E-02 .032 7.304E-03 .2372
3.150E-02 4.296E-02 .884 -7.8851E-02 .1419

.3545* 4.933E-02 .000 .2278 .4812
9.077E-02 4.399E-02 .165 -2.2238E-02 .2038

-3.1503E-02 4.296E-02 .884 -.1419 7.885E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

65 .6965
96 .9602

113 1.0510 1.0510
105 1.0825

1.000 .217 .909

TREATMEN
1.00
2.00
4.00
3.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 90.550.a. 

The group sizes are unequal. The harmonic mean of
the group sizes is used. Type I error levels are not
guaranteed.

b. 
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9 สัปดาห 

ANOVA

WEIGHT

15.387 3 5.129 10.648 .000
158.480 329 .482
173.867 332

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 
 
 
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-.5595* .1191 .000 -.8655 -.2536
-.6130* .1169 .000 -.9133 -.3128
-.3753* .1139 .005 -.6680 -8.2594E-02
.5595* .1191 .000 .2536 .8655

-5.3493E-02 .1060 .958 -.3257 .2187
.1842 .1027 .276 -7.9655E-02 .4481
.6130* .1169 .000 .3128 .9133

5.349E-02 .1060 .958 -.2187 .3257
.2377 .1001 .082 -1.9549E-02 .4950
.3753* .1139 .005 8.259E-02 .6680

-.1842 .1027 .276 -.4481 7.965E-02
-.2377 .1001 .082 -.4950 1.955E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

58 2.0274
103 2.4027
82 2.5870
90 2.6404

1.000 .134

TREATMEN
1.00
4.00
2.00
3.00
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 79.592.a. 

The group sizes are unequal. The harmonic
mean of the group sizes is used. Type I error
levels are not guaranteed.

b. 
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หมายเหต ุ TREATMENT 

1.00 คือ กลุมควบคุม 
2.00 คือ กลุม BS11 
3.00 คือ กลุม BS11 pAD44-12 
4.00 คือ กลุม BS11 pAD 
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