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 ในปจจุบันการกระตุนกระบวนการ RNAi ดวยอารเอ็นเอสายคู เปนวิธีท่ีท่ีใช
ในการปองกันไวรัสในกุงอยางมีประสิทธิภาพ เพียงแตเสถียรภาพในการยับยั้งยีน
เปาหมายจําเปนตองไดรับอารเอ็นเอสายคูหลายครั้ง ซ่ึงทําใหสิ้นเปลืองและไม
สามารถทําไดในอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงระดับฟารม ดังนั้นในการศึกษานี้จึง
ตองการสรางพลาสมิดท่ีสามารถผลิตอารเอ็นเอสายคูอยางตอเนื่องในเซลลกุง 
โดยมุงหวังใหมีการยับยั้งยีนท่ีสนใจไดยาวนานขึ้น พลาสมิดชื่อ pGL3-ie1-
dsRab7 ไดถูกสรางขึ้นประกอบดวยโปรโมเตอรของยีน ie1 จากไวรัสตัวแดงดวง
ขาวและชิ้นสวนดีเอ็นเอของยีน Rab7 ของกุงซ่ึงโคลนในรูปแบบ inverted 
repeat เพื่อใหสามารถสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 ในเซลลกุงได เม่ือทํา
การฉีดพลาสมิดนี้เขาสูกุงแลว 3 วันจึงทําการตรวจสอบดวยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR พบวาอารเอ็นเอของยีน Rab7 มีการลดระดับลงในรูปแบบ 
dose-dependent และลดลงอยูไดนานถึง 3 อาทิตย นอกจากนี้พบการลดระดับ
อารเอ็นเอของยีน Rab7 จากการกินอาหารผสมท่ีมีพลาสมิดนี้ดวย แตไมแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีกินอาหารผสมแบคทีเรียท่ีมีแตพลาสมิด 
pGL3 สําหรับการประยุกตใชเพื่อยับยั้งไวรัส hepatopancreatic parvovirus 
หรือ Peneaus monodon densovirus ไดนํากุงท่ีตรวจสอบแลววาติดไวรัสจาก
ธรรมชาติมาทําการฉีดดวยพลาสมิด pGL3-ie1-dsNS1 และ pGL3-ie1-dsVP ท่ี
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สามารถผลิตอารเอ็นเอสายคูตอยีน ns1 และ ยีน vp ของไวรัส PmDNV ได
ตามลําดับ พบการลดระดับของไวรัสลงในกุงท่ีถูกฉีด พลาสมิดดังกลาวเม่ือเทียบ
กับกุงท่ีถูกฉีดดวย NaCl หรือ พลาสมิด pGL3 แสดงใหเห็นวานาจะสามารถ
นําไปใชยับยั้งไวรัส PmDNV ในกุงแมพันธุเพื่อใหปราศจากไวรัสชนิดนี้ใน
อนาคตได 
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Abstract 

Project Code:  DBG5380034 

Project Title: DNA constructs expressing double-stranded RNA in 

shrimp for inhibition of  

                        hepatopancreatic parvovirus 

Investigator: Dr. Pongsopee Attasart 

  Institute of Molecular Biosciences, Mahidol University 

E-mail Address:  pongsopee.att@mahidol.ac.th, 
attasart_aung@hotmail.com 

Project Period:  3 years 

The dsRNA mediated RNAi activation is currently effective strategy 
for anti-virus in shrimp. However, the stability of its silencing effect 
requires multiple administrations, which are costly and not convenient 
when working in the shrimp farming industries. This study, therefore, we 
aimed to construct a plasmid that can long lastingly suppress a particular 
gene of interest. This recombinant plasmid, once administered, it can 
continuously produce dsRNA in vivo (shrimp). The plasmid vector pGL3-
ie1-dsRab7, which containing the white spot syndrome virus (WSSV) ie1 
promoter and the inverted repeat of shrimp Rab7 gene for dsRNA-Rab7 
production was constructed. The result of semi-quantitative RT-PCR 
showed that the injected pGL3-ie1-Rab7 could suppress the level of 
shrimp Rab7 transcript at 3 days post injection. Moreover, this silencing 
effect was detected in a dose-dependent manner and maintained in 
shrimp for up to three weeks. The silencing efficacy of this DNA 
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construct via oral route was also investigated. It showed Rab7 
suppression but not significantly different when compared with the 
control (fed with bacteria containing pGL3). For further anti-virus 
application, the naturally Peneaus monodon densovirus (PmDNV) 
(formerly hepatopancreatic parvovirus or HPV) pre-infected shrimp was 
treated only by injection with the combined plasmid vectors pGL3-ie1-
dsNS1 and pGL3-ie1-dsVP that can generate dsRNAs specifically to the 
PmDNV ns1 and vp genes, respectively. The reduction of PmDNV was 
detected in treated shrimp when compared with the control (NaCl or 
pGL3). It revealed that the injected plasmids could suppress the level of 
viral ns1 and vp transcript during the replication process leading to the 
inhibition of PmDNV. It can be applied for cleaning up the naturally 
PmDNV-infected shrimp brood stock. 

  

Keywords: Hepatopancreatic parvovirus, Penaeus monodon densovirus, 

shrimp, RNAi, plasmid expressing double-stranded RNA, ie1 promoter 
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Executive Summary 

Penaeus monodon densovirus (PmDNV) (formerly 
hepatopancreatic parvovirus or HPV) is one of the major causes of 
stunted shrimp in Thailand and leads to considerable economic losses in 
overall shrimp production. The dsRNA mediated RNAi activation is 
currently effective strategy for anti-virus in shrimp. However, the stability 
of its silencing effect requires multiple administrations, which are costly 
and not convenient when working in the shrimp farming industries. This 
study, therefore, we aimed to construct a plasmid that can long lastingly 
suppress a particular gene of interest. This recombinant plasmid, once 
administered, it can continuously produce dsRNA in vivo (shrimp). The 
plasmid vector pGL3-ie1-dsRab7, which containing the white spot 
syndrome virus (WSSV) ie1 promoter and the inverted repeat of shrimp 
Rab7 gene for dsRNA-Rab7 production was constructed. The result of 
semi-quantitative RT-PCR showed that the injected pGL3-ie1-Rab7 
could suppress the level of shrimp Rab7 transcript at 3 days post 
injection. Moreover, this silencing effect was detected in a dose-
dependent manner and maintained in shrimp for up to three weeks. The 
silencing efficacy of this DNA construct via oral route was also 
investigated. It showed Rab7 suppression but not significantly different 
when compared with the control (fed with bacteria containing pGL3). For 
further anti-virus application, the naturally PmDNV pre-infected shrimp 
was treated only by injection with the combined plasmid vectors pGL3-
ie1-dsNS1 and pGL3-ie1-dsVP that can generate dsRNAs specifically to 
the PmDNV ns1 and vp genes, respectively. The reduction of PmDNV 
was detected in treated shrimp when compared with the control (NaCl or 
pGL3). It revealed that the injected plasmids could suppress the level of 
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viral ns1 and vp transcript during the replication process leading to the 
inhibition of PmDNV. Hence, it can be applied for cleaning up the 
naturally PmDNV-infected shrimp brood stock in the future. 
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เนือ้หางานวจิยั 

1. ที่มาของปญหาทีท่าํการวจิยั 

กุงซ่ึงจัดเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจอยางหนึ่งของประเทศไทย    นํารายไดเขา
ประเทศปละหลายหม่ืนลานบาท แตในสถานการณปจจุบัน การเลี้ยงกุงในประเทศ
ตองประสบปญหาสําคัญไดแกโรคระบาดรุนแรงท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสเชน โรคหัว
เหลือง และโรคตัวแดงดวงขาว ซ่ึงเกิดจากเช้ือไวรัส Yellow Head Virus และ 
White Spot Syndrome Virus ตามลําดับ ทําใหกุงตายท้ังบอและสงผลกระทบตอ
เศรษฐกิจของประเทศ แตมีโรคบางชนิดเชนโรคแคระแกรนที่เกิดจากไวรัส 
Penaeus monodon densovirus (PmDNV) หรือHepatopancreatic parvovirus 
(HPV) (1) ท่ีไมทําใหกุงตายท้ังบอ แตกอใหเกิดความเสียหายโดยตรงตอเกษตรกร 
เนื่องจากกุงมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีต่ํากวาปกติและมีขนาดเล็กมากไมสามารถ
ขายไดตามราคาทองตลาด ดังนั้นนักวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศตางก็มุงท่ี
จะคนควาหาวิธีการควบคุมโรคดังกลาว เปนท่ีทราบกันดีวาสัตวไมมีกระดูกสันหลัง
เชน กุง ไมมีระบบภูมิคุมกันแบบจดจํา (adaptive immunity) แตจากงานวิจัยท่ี
ผานมาพบวาไดมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของกุงในรูปแบบท่ีมีความ
คลายคลึงกับวามีการจดจําสิ่งกระตุนท่ีเขาสูตัวกุง (“vaccination”) แลวสงผลใหมี
การตานทานตอการติดไวรัส การทดลองดังกลาวพบวาเม่ือกุงไดรับโปรตีนเปลือก
หุม (vp28, vp19) ของไวรัสตัวแดงดวงขาวกอนการไดรับไวรัส กุงจะมีอัตราการ
รอดตายสูงกวากุงท่ีไมไดรับโปรตีนดังกลาว (2-4)  แตการ “vaccination” ดวย
โปรตีนมีผลครอบคลุมในระยะเวลาสั้นกวาการ “vaccination” ดวยดีเอ็นเอท่ีมีการ
สรางโปรตีนในภายหลัง (5-6) นอกจากนี้ยังมีการทดลองเพ่ือพัฒนาวิธีการนํา 
“DNA vaccine” เขาสูกุงโดยการกินเพื่อใหเหมาะสมกับการใชในฟารม (7) และ
ยังมีการใช attenuated Salmonella typhimurium มาใชเปนตัวนําดีเอ็นเอเขาสู 
crayfish โดยการกินอีกดวย (8) แตท้ังนี้ยังไมสามารถอธิบายกลไกในการ
ตานทานตอไวรัสท่ีเกิดข้ึนจากการ “vaccination” ดังกลาวไดชัดเจน ในชวง 4-5 
ปท่ีผานมาไดมีการนําเอาเทคนิค RNA interference (RNAi) ซ่ึงอาศัย
ความจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งแปลกปลอม และทําการสลายอารเอ็น
เอของสิ่งแปลกปลอมนั้น โดยมีอารเอ็นเอสายคูเปนตัวกระตุนในขบวนการ มา
พัฒนาเพ่ือการปองกันรวมถึงการรักษาโรคไวรัสในกุง (9-14) โดยพบวากุงท่ี
ไดรับอารเอ็นเอสายคูท่ีจําเพาะตอยีนของไวรัสนั้นๆมีอัตราการตายลดลงอยาง
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เดนชัดเม่ือเทียบกับกลุมควมคุมที่ไมไดรับอารเอ็นเอสายคู ท้ังนี้รวมถึงงานวิจัยท่ีได
นําเทคนิคนี้มาใชกับโรคท่ีเกิดจากไวรัส PmDNV ในกุงกุลาดํา (โครงการวิจัย 
MRG4980036) ซ่ึงพบวาอารเอ็นเอสายคูท่ีจําเพาะตอยีน ns1 ของไวรัสมี
ประสิทธิภาพสูงท้ังในการปองกันการติดไวรัส (protection) และการรักษากุงท่ีมี
การติดไวรัสมาแลว (curative) แตการทดลองดังกลาวจําเปนตองทําการฉีดอาร
เอ็นเอสายคูเขาสูกุงซํ้าหลายคร้ังเพ่ือใหมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของไวรัสสูงสุด และวิธีการฉีดก็ไมสามารถนําไปใชในฟารมเลี้ยงกุงได 
ดังนั้นเพ่ือตอยอดงานวิจัยและเพ่ือใหสามารถนําไปใชไดจริงในระบบฟารม การ
พัฒนาพลาสมิดดีเอ็นเอใหสามารถผลิตอารเอ็นเอสายคูในกุงไดอยางตอเนื่อง 
รวมถึงการปรับปรุงวิธีการนําเขาสูกุงโดยการกินจึงนาจะเปนเรื่องเรงดวนท่ีจะตอง
ทําการวิจัยตอไป 

2. การดาํเนนิงานวจิยั 

    2.1 โคลนสวนท่ีเปนโปรโมเตอรของยีน (ie1 และ rr2) จากไวรัสตัว
แดงดวงขาว เขาสูพลาสมิด pGL3-luc  

ท่ีไมมีโปรโมเตอร 
  ทําการโคลนสวนท่ีเปนโปรโมเตอรของยีน ie1 และ rr2 จากไวรัสตัว
แดงดวงขาวเขาพลาสมิดท่ีมียีน luciferase (pGL3-luc) เพื่อใชตรวจสอบหาโปร
โมเตอรท่ีทํางานไดในกุง โดยทําการตรวจสอบความถูกตองของการโคลนดวย
การตัดดวย restriction enzyme และการหาลําดับเบส 

2.2 ตรวจสอบการทํางานของโปรโมเตอรและหา condition ท่ี
เหมาะสมในการแสดงออกของยีน 

luciferase จากพลาสมิดหลังจากฉีดเขาสูกุง  
ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1 และ pGL3-rr2 ปริมาณ 2.5 

ไมโครกรัมเขาสูกุงทางกลามเนื้อ จากนั้นเก็บ 
ตัวอยางกุงท่ีฉีดพลาสมิดแลวเปนเวลา 3 วันเพ่ือทําการสกัดดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ
จากเนื้อเยื่อบริเวณท่ีทําการฉีดดวย Tri-Reagent จากน้ันตรวจสอบปริมาณดีเอ็น
เอท่ีกุงไดรับเขาไปและการแสดงออกของยีน luciferase ภายใตการควบคุมของ
โปรโมเตอร ie1 และ rr2 โดยเทคนิค PCR และ RT-PCR ตามลําดับ 
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        2.3 โคลนสวนของยีน Rab7 ของกุง ในรูปแบบ inverted repeat 
ภายใตโปรโมเตอร ie1 เพื่อสราง พลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 

ทําการตัดสวนของยีน Rab7 ของกุง ในรูปแบบ inverted repeat 
จากพลาสมิด pET17-dsRNA-Rab7  

(ท่ีไดรับการอนุเคราะหจาก ผ.ศ.เฉลิมพร องควรโสภณ) เพื่อมาทําการโคลนเขา
แทนที่สวนของยีน luciferase ซ่ึงอยูภายใตการทํางานของโปรโมเตอร ie1 แลว
ตรวจสอบความถูกตองดวยการตัดดวย restriction enzyme  เพ่ือทําการฉีดเขาสู
กุงเพื่อตรวจสอบการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 ตอไป 

  2.4 ตรวจสอบการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 จากพลาสมิด 

pGL3-ie1-dsRab7 โดยตรวจสอบจากการลดระดับของอารเอ็นเอของยีน Rab7 

ดวยวิธี semi-quantitative PCR 

  ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 เขาสูกุง แลวหลังจากนั้น 3 

วันจึงทําการสกัดอารเอ็นเอจากเน้ือเยื่อ gill ของกุงดวย Ribozol แลวตรวจสอบ

การลดระดับการแสดงออกของยีน Rab7 ดวยเทคนิค semi-quantitative RT-

PCR โดยทําการฉีดพลาสมิดท่ีปริมาณตางๆกัน (3, 10 และ 30 ไมโครกรัมตอกุง

น้ําหนัก 1 กรัม) ถามีการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 ออกมาในปริมาณท่ี

สามารถไปกระตุนกระบวนการ RNAi จะสงผลใหมีการทําลายอารเอ็นเอของยีน 

Rab7 และปริมาณ PCR ของยีน Rab7 ก็จะลดลงจากปริมาณปกติ (เปรียบเทียบ

กับกุงท่ีฉีดพลาสมิด pGL3 ซ่ึงไมสามารถสรางอารเอ็นเอสายคูได) นอกจากนี้ยัง

ทําการตรวจสอบความตอเนื่องในการสรางอารเอ็นเอสายคูของยีน Rab7 

จากพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 โดยการตรวจสอบการลดระดับของอารเอ็นเอ 

Rab7 หลังจากฉีดพลาสมิดแลว 3, 9 และ 30 วัน 
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  2.5 โคลนสวนของยีน ns1 และ vp (ของไวรัส PmDNV) ในรูปแบบ 

inverted repeat แทนท่ีสวนของ inverted repeat ของยีน Rab7 เพื่อสรางพ

ลาสมิด pGL3-ie1-dsns1 และ pGL3-ie1-dsvp ตามลําดับ 

  ทําการตัดสวนของยีน ns1 และ vp (ของไวรัส PmDNV) ในรูปแบบ 

inverted repeat จากพลาสมิด pET17b-dsRNA-ns1 และ pET17b-dsRNA-vp 

ตามลําดับ เพ่ือนํามาโคลนเขาพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 โดยแทนท่ีสวน 

inverted repeat ของยีน Rab7 เพ่ือนําไปใชในการยับยั้งไวรัส PmDNV ตอไป 

  2.6 ตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งไวรัส PmDNV เม่ือกุงไดรับพ

ลาสมิด pGL3-ie1-dsns1 พรอมกับ พลาสมิด pGL3-ie1-dsvp   

ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1-dsns1 พรอมกับพลาสมิด pGL3-ie1-

dsvp เขาสูกุงกอนใหกุงไดรับไวรัส  

PmDNV เพ่ือทําการตรวจสอบการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนไวรัสดังกลาวดวยวิธี 

multiplex PCR  

2.7 ทดสอบการนําพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 เขาสูกุงโดยการกิน  

ทําการทดลองนําพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 เขาสูกุงโดยการกิน 
ดวยวิธีผสมกับอาหารตามสูตรในผลงาน  

วิจัย (Attasart et al., 2013) แลวใหกุงกิน แลวจึงตรวจสอบประสิทธิภาพการนํา
พลาสมิดเขาสูเซลลกุงโดยการกินและสรางอารเอ็นเอสายคู โดยการตรวจสอบการ

ลดระดับของอารเอ็นเอ Rab7 ดวยวิธี Semi-quantitative RT-PCR  

3. ผลงานวิจัยที่ไดรับ 

        3.1 โคลนสวนท่ีเปนโปรโมเตอรของยีนจากไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(ie1 และ rr2) เขาสูพลาสมิด pGL3-luc  

(ไมมีโปรโมเตอร) 
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ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับ amplify สวนโปรโมเตอรของยีน 
ie1 และ rr2 จากจีโนมของไวรัสตัว 

แดงดวงขาว ทั้งนี้อาศัยขอมูลลําดับนิวคลิโอไทด ท่ี มีอยูแลวใน GenBank 
(AF369029) จากนั้นจึงโคลนสวนของโปรโมเตอรท้ัง 2 เขาพลาสมิด pGL3-luc 
ท่ีไมมีโปรโมเตอร เพ่ือใหไดพลาสมิด pGL3-ie1 และ pGL3-rr2 (รูปท่ี 1) 
ตามลําดับ เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของโคลนท่ีได จึงทําการตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ และหาลําดับนิวคลิโอไทด พบวาเปนโคลนท่ีถูกตอง พรอมนําไปฉีดกุงเพื่อ
ตรวจสอบวาสามารถทํางานไดในกุงหรือไมตอไป  
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 พลาสมิด pGL3-rr2 ท่ีประกอบดวยโปรโมเตอร rr2 ขางหนายีน 
luciferase 

3.2 ตรวจสอบการทํางานของโปรโมเตอรและหา condition ท่ี
เหมาะสมในการแสดงออกของยีนจาก  

พลาสมิดหลังจากฉีดเขาสูกุง  

ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1 และ pGL3-rr2 ปริมาณ 2.5 
ไมโครกรัมเขาสูกุงขนาด 1 กรัมทางกลามเนื้อ  

จากนั้นเก็บตัวอยางกุงท่ีฉีดพลาสมิดแลวเปนเวลา 3 วันเพ่ือทําการสกัดดีเอ็นเอและ
อารเอ็นเอจากเน้ือเยื่อบริเวณท่ีทําการฉีดดวย Tri-Reagent จากนั้นตรวจสอบ
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ปริมาณดีเอ็นเอท่ีกุงไดรับเขาไปและการแสดงออกของยีน luciferase ภายใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอร ie1 และ rr2 โดยเทคนิค PCR และ RT-PCR ตามลําดับ 
ผลการตรวจสอบดวย PCR พบวากุงทุกตัวไดรับ พลาสมิดแตในปริมาณท่ีไม
เทากัน สวนการแสดงออกของยีน luciferase พบวามีเฉพาะจากการควบคุมดวย
โปรโมเตอร ie1 เทานั้น (รูปท่ี 2) แสดงวาโปรโมเตอร ie1 สามารถทํางานไดในกุง 
ซ่ึงเหมาะสมกับการนําไปใชตอไป แตโปรโมเตอร rr2 ถึงแมจะเห็นวาสามารถ
ทํางานไดในเซลลแมลง (Sf9) (รูปท่ี 3) แตในการทํางานในเซลลกุงอาจตองการ
โปรตีนตัวอ่ืนจากไวรัสตัวแดงดวงขาวรวมดวย     
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แสดงผล Multiplex RT-PCR ของยีน actin และ ยีน 
luciferase ของกุงจํานวน 2 ตัว (1 และ 2)  

ท่ีทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1 (2.5 ไมโครกรัม) แลวเปนเวลา 3 วันนับจากฉีด 
โดยจะเห็นวามีผลการ amplify ยีน luciferase (luc) จากกุงท่ีไดรับพลาสมิดท้ัง 2 
ตัว แตไมพบในกุงท่ีไมไดฉีด (N) และไมมีการ amplify จาก reaction ท่ีไมไดใส
เอ็นไซม reverse transcriptase (-RT) แสดงวาไมมีการปนเปอนของพลาสมิดดี
เอ็นเอในระหวางการสกัดอารเอ็นเอ จึงสรุปไดวามีการสราง transcript ของยีน 
luciferase จากโปรโมเตอร ie1 
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รูปที ่3 การตรวจวัด luciferase activity ในเซลลแมลง (Sf9) ท่ี
ไดรับพลาสมิดท่ีมีโปรโมเตอรตางๆจาก 

ไวรัสตัวแดงดวงขาว เชน rr1, rr2, vp15, vp19 จากไวรัส HPV เชน p1, p50 
และจากไวรัส CMV (cmv) 

  3.3 โคลนสวนของยีน Rab7 ของกุง ในรูปแบบ inverted repeat 
ภายใตโปรโมเตอร ie1 

เพ่ือสรางพลาสมิดสําหรับผลิตอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 ในกุง
ตอไป จึงทําการตัดสวนของยีน Rab7  

ของกุง ในรูปแบบ inverted repeat จากพลาสมิด pET17-dsRNA-Rab7 (ท่ี
ไดรับการอนุเคราะหจาก ผ.ศ.เฉลิมพร องควร-โสภณ) ดวยเอ็นไซม XhoI กับ 
XbaI แลวนํามาโคลนเขาแทนท่ีสวนของยีน luciferase ซึ่งอยูภายใตการทํางาน
ของโปรโมเตอร ie1 ของพลาสมิด pGL3-ie1 ท่ีตําแหนง NcoI กับ XbaI ใหไดพ
ลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 (รูปที่ 4) แลวตรวจสอบความถูกตองดวยการตัดดวย 
restriction enzyme กอนนําไปฉีดเขาสูกุงเพ่ือใหมีการสรางอารเอ็นเอสายคูตอ
ยีน Rab7 และตรวจสอบจากการลดระดับของอารเอ็นเอของยีน Rab7 ดวยวิธี 
semi-quantitative PCR ตอไป 
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รูปที ่4 พลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 ท่ีประกอบดวยโปรโมเตอร ie1 

ขางหนาสวน inverted repeat  

ของยีนRab7 

3.4 ตรวจสอบการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 จากพลาสมิด 

pGL3-ie1-dsRab7 

  ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 เขาสูกลามเนื้อกุง แลว

หลังจากนั้น 3 วันจึงทําการเก็บตัวอยางและทําการสกัดอารเอ็นเอจากเนื้อเย่ือ gill 

ของกุงดวย Ribozol แลวตรวจสอบการลดระดับการแสดงออกของยีน Rab7 ดวย

เทคนิค semi-quantitative RT-PCR ในการทดลองนี้ไดทําการฉีดพลาสมิดท่ี

ปริมาณตางๆกัน (3, 10 และ 30 ไมโครกรัมตอกุงน้ําหนัก 1 กรัม) พบวาสามารถ

ตรวจสอบการลดลงของการแสดงออกของยีน Rab7 ได แสดงวามีการสรางอาร

เอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 จากพลาสมิดท่ีฉีดเขาไป และสามารถกระตุน

กระบวนการ RNAi ซึ่งสงผลใหมีการทําลายอารเอ็นเอของยีน Rab7 ทําใหมี

ปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (pGL3)  (รูปที่ 5) และยังพบวาการสราง

อารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 เปนแบบ dose dependent โดยเห็นการลดระดับ

ของอารเอ็นเอ Rab7 ชัดเจนท่ีสุดเม่ือฉีดพลาสมิดปริมาณ 30 ไมโครกรัมตอกุง 1 
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กรัม (รูปท่ี 6) นอกจากนี้ยังทําการตรวจสอบความตอเนื่องในการสรางอารเอ็นเอ

สายคูของยีน Rab7 จากพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 โดยการฉีดพลาสมิดท่ี 30 

ไมโครกรัมตอกุงหนัก 1 กรัม แลวจึงเก็บตัวอยางกุงหลังจากฉีดแลวเปนเวลา 3, 9 

และ 30 วัน เพ่ือตรวจสอบการลดระดับของอารเอ็นเอ Rab7 เทียบกับกลุมควบคุม 

(pGL3) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาอารเอ็นเอของ Rab7 มีระดับนอยกวาตัว

ควบคุมทุกชวงเวลา (รูปท่ี 7) (หมายเหตุ: ไมสามารถเก็บตัวอยางท่ีเวลา 30 วันได 

ตองเก็บท่ี 24 วันแทนเน่ืองจากกุงทยอยตาย อาจจะเน่ืองดวยการท่ี Rab7 ซ่ึงเปน
ยีนสําคัญของกุง ถูกกดใหมีระดับต่ําเปนเวลานานจึงสงผลใหกุงออนแอและตาย

ในท่ีสุด)  แสดงวานาจะมีการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 ของกุง ออกมา

จากพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 ท่ีฉีดเขาไปอยางตอเนื่อง 

 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงผล Multiplex RT-PCR ของยีน actin และ ยีน Rab7 

จากเนื่อเยื่อ gill ของกุง หลังจากท่ี 

ทําการฉีดพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 แลวเปนเวลา 3 วัน โดยจะเห็นวามีการ

ลดระดับของอารเอ็นเอ Rab7 ลงเม่ือเทียบกับกุงในกลุมท่ีฉีดดวยพลาสมิด pGL3 

โดยมีตัวควบคุมท่ีไมใส DNA template (-) และที่ใส DNA ท่ีสกัดจากกุง (+) 
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รูปที่ 6 แสดงผลการเปรียบเทียบระดับอารเอ็นเอ Rab7/ actin ของ

กุงในกลุมท่ีฉีดพลาสมิด pGL3-ie1- 

dsRab7 ในปริมาณ 3, 10 และ 30 ไมโครกรัมตอกุง 1 กรัม กับกุงในกลุมท่ีฉีดพ

ลาสมิด pGL3 ในปริมาณท่ีเทากัน แลวเปนเวลา 3 วัน โดยจะเห็นวามีการลดระดับ

ของอารเอ็นเอ Rab7 ลงเม่ือเทียบกับกุงในกลุมท่ีฉีดดวยพลาสมิด pGL3 ใน

รูปแบบ dose dependent 
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รูปที่ 7 แสดงผลการเปรียบเทียบระดับอารเอ็นเอ Rab7/ actin ของ

กุงในกลุมท่ีฉีดพลาสมิด pGL3-ie1- 
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dsRab7 ในปริมาณ 30 ไมโครกรัมตอกุง 1 กรัม กับกุงในกลุมท่ีฉีดพลาสมิด 

pGL3 ในปริมาณ 30 ไมโครกรัมเทากัน หรือกุงท่ีฉีด NaCl แลวเปนเวลา 3, 9 

และ 24 วัน โดยจะเห็นวาการลดระดับของอารเอ็นเอ Rab7 สามารถตรวจได

จนถึงวันท่ี 24 หลังจากฉีดแสดงใหเห็นวามีการสรางอารเอ็นเอสายคูออกมาอยาง
ตอเนื่อง 

  3.5 โคลนสวนของยีน ns1 และ vp (ของไวรัส PmDNV) ในรูปแบบ 

inverted repeat แทนท่ีสวนของ inverted repeat ของยีน Rab7 เพื่อสรางพ

ลาสมิด pGL3-ie1-dsns1 และ pGL3-ie1-dsvp ตามลําดับ 

  เน่ืองจากขอมูลกอนหนานี้ (Attasart et al., 2011) แสดงใหเห็นวา 

การยับย้ังไวรัส PmDNV อยางมีประสิทธิภาพสูงสุดนั้น ตองกดการแสดงออกของ

ยีนไวรัส ns1 และ vp ไปพรอมๆกัน ดังนั้นจึงจําเปนตองสรางพลาสมิดท่ีผลิตอาร

เอ็นเอสายคูตอยีนท้ังสอง โดยทําการตัดสวนของยีน ns1 และ vp (ของไวรัส 

PmDNV) ในรูปแบบ inverted repeat จากพลาสมิด pET17b-dsRNA-ns1 และ 

pET17b-dsRNA-vp ตามลําดับ เพ่ือนํามาโคลนเขาพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 

โดยแทนท่ีสวน inverted repeat ของยีน Rab7 แลวตรวจสอบความถูกตองดวย

การทํา PCR และตัดดวย restriction enzyme พบวาไดพลาสมิด pGL3-ie1-

dsns1 (สําหรับผลิตอารเอ็นเอสายคูตอยีน ns1) และ pGL3-ie1-dsvp (สําหรับ

ผลิตอารเอ็นเอสายคูตอยีน vp) เรียบรอยแลว เพื่อนําไปใชในการยับยั้งไวรัส 

PmDNV ตอไป 

3.6 ตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งไวรัส PmDNV เม่ือกุงไดรับพ

ลาสมิด pGL3-ie1-dsns1 พรอมกับ  

พลาสมิด pGL3-ie1-dsvp   
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ไดทําการเตรียมพลาสมิด pGL3-ie1-dsns1, pGL3-ie1-dsvp และ 

pGL3 ในปริมาณมากเพื่อนําไปฉีดกุง โดยทําการฉีดกุงเพื่อยับยั้งไวรัส HPV ใน

รูปแบบของการรักษา โดยไดนํากุงกุลาดําท่ีตรวจดวย PCR แลวพบวามีการติด

ไวรัส HPV จากธรรมชาติ (ไมไดแสดงผลในรายงาน) แลวฉีดพลาสมิดผสมระหวาง 

pGL3-ie1-dsns1 และ pGL3-ie1-dsvp (อยางละ 5 ไมโครกรัมตอกุง 1 กรัม) 

หลังจากนั้น 2 สปัดาห จึงทําการตรวจสอบปริมาณไวรัสท่ีเหลืออยูในกุงกลุม

ดังกลาว เทียบกับกลุมควบคุม ซ่ึงฉีด NaCl หรือ ฉีด pGL3 (ปริมาณ 10 ไมโครกรัม

ตอกุง 1 กรัม) จากผลการทํา semi-quantitative PCR พบวากุงในกลุมท่ีไดรับ 

พลาสมิด pGL3-ie1-dsns1+pGL3-ie1-dsvp มีปริมาณไวรัสลดลงจากกลุมควบคุม

อยางชัดเจน 8 ตัวจาก 14 ตัว (รูปท่ี 8) แสดงใหเห็นวาพลาสมิดท่ีฉีดเขาไปสามารถ

สรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน ns1 และยีน vp ของไวรัส ทําใหการเพ่ิมจํานวนของ
ไวรัสในกุงกลุมนี้ถูกยับยั้ง สงผลใหมีปริมาณเหลืออยูนอยกวากลุมควบคุมท่ีไมมีการ
ยับย้ัง เม่ือเทียบกับกลุมท่ีไดรับอารเอ็นเอสายคูโดยตรงพบวากลุมท่ีไดรับอารเอ็นเอ

สายคูโดยตรงมีการลดระดับของไวรัสลงมากกวากลุมท่ีฉีดพลาสมิด pGL3-ie1-

dsns1 +pGL3-ie1-dsvp แตท้ังนี้การฉีดอารเอ็นเอสายคูโดยตรงตองทําการฉีดถึง 

2 ครั้ง (อาทิตยละ 1 ครั้ง) 
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รูปที่ 8 แสดงผล Multiplex RT-PCR ของยีน actin และ ยีน Rab7 

จากเนื้อเยื่อ hepatopancreas ของ 

กุงท่ีฉีดพลาสมิดผสมระหวาง pGL3-ie1-dsns1 และ pGL3-ie1-dsvp (อยางละ 5 

ไมโครกรัมตอกุง 1 กรัม) โดยจะเห็นวามีการลดระดับของอารเอ็นเอ Rab7 ลงเม่ือ

เทียบกับกุงในกลุมที่ฉีดดวยพลาสมิด pGL3 หรือฉีด NaCl แตยังลดนอยกวากลุม

ท่ีฉีดอารเอ็นเอสายคูโดยตรงซ่ึงตองฉีดมากกวา 1 ครั้ง 

3.7 ทดสอบการนําพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 เขาสูกุงโดยการกิน  

ในสวนของการผสมอาหารไดทําการทดลองผสมแบคทีเรียที่มีพ

ลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 กับอาหารกุงบดตามสูตรการเตรียมอาหารผสมท่ีได

ตีพิมพไปแลว (Attasart et al., 2013) จากนั้นนําไปใหกุงกุงขาวกินในปริมาณ 

10% ของน้ําหนักกุงเปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้น 2 วันจึงทําการตรวจสอบการลดลง

ของ Rab7 transcript ในกุงกลุมนี้เทียบกับกุงท่ีกินอาหารผสมแบคทีเรียท่ีมีพ

ลาสมิด pGL3 พบวา มีการลดลงของ Rab7 transcript เฉพาะในเนื้อเยื่อตับ 

(hepatopancreas) และลดลงนอยกวาเม่ือไดจากการฉีดพลาสมิด (รูปท่ี 9) แตไม

เห็นการลดลงของ Rab7 transcript ในสวนเหงือก (gill)  อาจเน่ืองมาจากการนํา
พลาสมิดจากอาหารผสม (หลังการยอย) เขาเซลลกุงแลวสงผานเขานิวเคลียสเพื่อ
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ไปทําการสรางอารเอ็นเอสายคูตอยีน Rab7 มีประสิทธิภาพต่ํากวาการฉีดหรือการ

กินอาหารผสมที่มีอารเอ็นเอสายคู ดังนั้นจึงสรุปไดวาพลาสมิด pGL3-ie1-dsns1, 

pGL3-ie1-dsvp ท่ีสรางขึ้นเหมาะจะนําไปใชในการยับยั้งไวรัส HPV ในกุงแมพันธุ
มากกวาการนําไปใชกับกุงในฟารม 

 

 

  

 

 

รูปที่ 9 แสดงผลการเปรียบเทียบระดับอารเอ็นเอ Rab7/ actin ของ
กุงในกลุมท่ีกินอาหารผสมแบคทีเรีย 

ท่ีมีพลาสมิด pGL3-ie1-dsRab7 ในปริมาณม้ือละ 10% ของน้ําหนักกุง เปนเวลา 

5 ม้ือ (3 วัน) กับกุงในกลุมท่ีกินแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิด pGL3 (ควบคุม) ในปริมาณ

ท่ีเทากัน โดยจะเห็นวาระดับของอารเอ็นเอ Rab7 ของกุงกลุมท่ีกินอาหารผสมท่ีมี 

pGL3-ie1-dsRab7  มีแนวโนมลดลง แตไมแตกตางกับกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ 
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a b s t r a c t

Penaeus monodon densovirus (PmDNV) is one of the major causes of stunted shrimp in Thailand and
leads to considerable economic losses in overall shrimp production. Present study shows that the double-
stranded RNA corresponding to the non-structural protein gene (ns1) and structural protein gene (vp)
of PmDNV effectively inhibit viral propagation in naturally pre-infected shrimp. Multiple application of
dsRNA was performed by injection into the haemolymph. The total amount of virus in the hepatopan-
creas of treated shrimp was measured by semi-quantitative PCR and histological methods. Observations
eywords:
epatopancreatic parvovirus
enaeus monodon densovirus
hrimp
NAi
ouble-stranded RNA

indicated that PmDNV was almost eradicated in comparison to the high viral propagation in the control
groups (no dsRNA and non-related dsRNA-gfp). For heavily infected shrimp, simultaneously knock down
of ns1 and vp genes exhibited greater potency for viral depletion than dsRNA-ns1 alone. Furthermore,
typical hypertrophic nuclei were also reduced in treated shrimp. This study therefore demonstrates the
first result of an effective anti-PmDNV therapy in naturally pre-infected shrimp.
herapeutic

At present, shrimp with a slow growth rate and stunted appear-
nce is one of the main problems of the shrimp culturing industry
n Thailand. Several tons of shrimp production has been lost
ue to improper farm management and severe infection from
ausative pathogenic agents. One such pathogen is Penaeus mon-
don densovirus (PmDNV) (formerly hepatopancreatic parvovirus
r HPV). Although, many intensive studies have developed a sensi-
ive and efficient method for diagnosis (Rukpratanporn et al., 2005;
hawsak et al., 2008; Nimitphak et al., 2008), this disease pandemic

s still seriously found. Therefore, the development of an efficient
pproach for PmDNV treatment is needed.

RNA interference (RNAi) is a powerful technique that requires
he activation of the exogenous dsRNA for the degradation of its
omplementary viral RNA (Hannon, 2002). By its sequence speci-
city, it has been widely applied to inhibit shrimp viruses such
s white spot syndrome virus (WSSV) (Robalino et al., 2005; Kim
t al., 2006; Attasart et al., 2009), and yellow head virus (YHV)
Yodmuang et al., 2006; Tirasophon et al., 2007).
PmDNV is a single-stranded DNA non-enveloped virus (Lightner
nd Redman, 1985; Bonami et al., 1995). Its genome composes three
arge open reading frames (ORFs); two of which are non-structural

∗ Corresponding author. Tel.: +66 2 800 3624 8x1259; fax: +66 2 441 9906.
E-mail addresses: mbpas@mahidol.ac.th, attasart aung@hotmail.com

P. Attasart).

168-1702/$ – see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.virusres.2011.05.001
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

protein genes (ns1 and ns2) and one which is a structural protein
gene (vp) (Sukhumsirichart et al., 2006). In our previous study, we
have determined the effectiveness of viral specific double-stranded
RNA (dsRNA) for the inhibition of PmDNV in shrimp (P. monodon)
(Attasart et al., 2010). It demonstrated that both of dsRNA corre-
sponding to the ns1 (dsRNA-ns1) or vp gene (dsRNA-vp) effectively
inhibited PmDNV replication in which the dsRNA-ns1 was more
effective than the dsRNA-vp. However, the therapeutic effect of
these dsRNAs against this disease in shrimp is still not known.
Hence, in this work, treatment of the infected-shrimp by dsRNA-
ns1 alone alongside a combined dsRNA-ns1 and dsRNA-vp was
evaluated under low and high levels of pre-existing PmDNV.

Naturally PmDNV infected-shrimp (P. monodon) having a body
weight of 300–400 mg were obtained from a hatchery farm since
they were at the post-larval stage (P15–20) and reared in a tank
until they reached the appropriate size. They were maintained in
artificial sea water (10 parts per thousand (ppt)) supplied with oxy-
gen, and fed daily with a commercial shrimp food pellet. Prior to
testing the curative effect of dsRNA-ns1, the shrimp were sam-
pled randomly for PmDNV infection by PCR. The total DNA of the
hepatopancreatic tissue was isolated using TRI reagent (Molecu-
lar Research Center). After grinding 50–100 mg of tissue in 1 ml

TRI reagent, the DNA in the inter-phase and organic phase was
precipitated by adding absolute ethanol and washed with 0.1 M
Tri-sodium citrate and 75% ethanol. The DNA pellet was finally
resuspended in sterile distilled water at 60 ◦C. The 200 ng of
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Fig. 1. Treatment of naturally PmDNV-infected shrimp by dsRNA-ns1. The 300–400 mg PmDNV-infected shrimp were injected with 800 ng dsRNA specific to viral ns1 gene
(dsRNA-ns1) three times by 5 days intervals. Instead of dsRNA-ns1, shrimp were treated with NaCl in the control group or with dsRNA specific to gfp (dsRNA-gfp) in order to
determine the non-specific effect. Shrimp were randomly selected for analysis 1 and 2 after the second and third administration, respectively. The hepatopancreas of each
shrimp was collected for DNA extraction and further PCR analysis was performed. (a) Diagram represents the experimental condition. Semi-quantitative PCR is shown in b
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analysis 1) and c (analysis 2). The amount of PmDNV in the individual shrimp was
ontrol gene (actin) primers for normalization (0.2 �M each). Lanes 1–7 (b), 22–28 (
7–43 (c) dsRNA-gfp. Negative (−) and positive (+) control of the reaction are inclu

otal extracted DNA, estimated by the measurement of UV light
bsorption, was used as a template for vp amplification using
p-s (5′ AATCTGCAGGGTACGGAAAAAAC 3′) and vp-a (5′ TGTG-
AACCATCTCAAATGCC 3′) primers. In the reaction, the shrimp
ctin primers; F (5′ GACTCGTACGTCGGGCGACGAGG 3′) and R (5′

GCAGCGGTGGTCATCACCTGCTC 3′), were also added for normal-
zation between each sample. The PCR amplification procedure was
arried out as follows; 94 ◦C for 2 min, denaturation at 94 ◦C for 10 s,
nnealing at 55 ◦C for 30 s, and extension at 72 ◦C for 1 min. After
0 cycles, the reaction was held at 72 ◦C for another 5 min. The PCR
roduct was analyzed by agarose gel electrophoresis. As a result,
he PmDNV DNA was detected in every shrimp, indicating that they
ere already infected (data not shown).

Double-stranded RNA was produced in bacterial cells accord-
ng to the protocol of Ongvarrasopone et al. (2007). The stem-loop
NA expression plasmid containing the inverted repeat of the DNA
egion corresponding to the ns1 or vp gene (Attasart et al., 2010)
as transformed into Escherichia coli HT115. The overnight culture
as diluted 100-fold and grown at 37 ◦C until OD600 reached 0.4.
fter activation with isopropyl-�-d-thiogalactopyranoside (IPTG)

or 4 h, the bacterial cells were then centrifuged at 6000 × g for
min at 4 ◦C. The cell pellet was resuspended in phosphate buffer

aline (PBS) containing 0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS) and the
ell suspension was boiled for 2 min to lyse the cells. After treat-
ent with RNaseA to destroy the bacterial single-stranded RNAs

ssRNAs) and the loop region of the expressed RNA, the remain-
ng dsRNA (400 bp) was purified by using TRI reagent. The integrity
nd yield of dsRNA were then determined and compared with a

tandard DNA marker by agarose gel electrophoresis.

Two different batches of shrimp, with mild or severe levels of
mDNV infection, were tested in this study. In the case of low
mDNV, the pre-infected shrimp were randomly divided into three
ined by multiplex PCR using the viral specific primers (vp) together with the host
resent individual shrimp receiving NaCl; 8–14 (b), 29–36 (c) dsRNA-ns1; 15–21 (b),
ith the 100 bp DNA marker in lane M.

groups. Each group was separately treated with buffer (NaCl), viral
specific dsRNA-ns1 or non-related dsRNA (dsRNA corresponding
to green fluorescence protein gene, gfp). The shrimp were placed
in individual cages and reared in 10 ppt artificial sea water dur-
ing the experiment. Multiple injections of 800 ng dsRNA into the
haemolymph circulation occurred every 5 days. According to the
diagram presented in Fig. 1a, 7–8 shrimp of each group were ran-
domly selected for analysis 1 (10 days post the first injection,
dpi) and analysis 2 (15 dpi) after the second and third dsRNA
administration, respectively. The total DNA was extracted from
the hepatopancreas of the shrimp and semi-quantitative PCR was
employed to determine PmDNV reduction in dsRNA-ns1 treated
shrimp compared with the control (NaCl and dsRNA-gfp). The
amount of DNA and conditions used for the PCR analysis were the
same as described before for PmDNV detection. The experiment
was performed twice, showing a similar trend. Hence, the results
provided here are from only one set of data.

We observed a significant decrease in virus production after
the second and third injection of dsRNA-ns1 as shown in Fig. 1b
and c. In contrast, neither the buffer nor dsRNA-gfp suppressed
viral propagation indicating that the effect is sequence-specific.
Notable results indicated that exogenous viral specific dsRNA-
ns1 can potently suppress PmDNV replication in a curative mode
whereas the non-related dsRNA cannot. Tirasophon et al. (2007)
have also reported this phenomenon, stating that there was no
curative effect against YHV infection in black tiger shrimp by non-
related dsRNA-gfp.

To test the curative efficacy of the dsRNA-ns1 in heavily PmDNV-

infected shrimp, shrimp were treated with dsRNA-ns1 three times
for every 5 days. Under the same experimental conditions as pre-
viously mentioned, the reduction of PmDNV in treated shrimp was
only 50% in comparison to the control (NaCl) (data not shown).
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Fig. 2. Treatment of heavily PmDNV-infected shrimp by dsRNAs. The 300–400 mg strong PmDNV-infected shrimp were separately injected with 800 ng dsRNA-ns1 alone
or combined ns1 and vp dsRNAs (800 ng each) or NaCl every 5 days. After 4 injections, shrimp were collected for semi-quantitative PCR analysis. Multiplex PCR using vp
primers and host actin primers, at final concentration of 0.1 �M and 0.2 �M, respectively, was used. Lanes 1–4 represent individual shrimp receiving NaCl; 5–8 dsRNA-ns1;
9–12 ns1 + vp dsRNAs. M is a 100 bp DNA marker.

Fig. 3. H&E stained section of hepatopancreas from PmDNV-infected shrimp treated with NaCl (a) or with combined ns1 and vp dsRNAs (b). Relating to the result in Fig. 2,
o d wit
i ontro
h show

T
n
A
n
f
P
P
w
a
P
t
e
P
c
d
m
w
i
p
a
t
t

d
o
t
2
a
o
c

nly H&E stained section of hepatopancreas from shrimp treated with NaCl (no. 3) an
nclusions in nuclei of epithelial hepatopancreatic cells are clearly detected in the c
epatopancreatic cells is disappeared in the dsRNA-treated shrimp. Enlargement is

herefore, an improvement of the anti-PmDNV effect by simulta-
eous silencing of the ns1 and vp gene expression was performed.
mixture of dsRNA-ns1 and dsRNA-vp (800 ng each) or dsRNA-

s1 alone (800 ng) was injected into the heavily infected shrimp
or 5 day intervals. After four injections (20 dpi), the remaining
mDNV in individual shrimp was evaluated by semi-quantitative
CR and histological analysis. The hepatopancreas of each shrimp
as separately divided into two parts; one for DNA extraction and

nother for Hematoxylin and Eosin (H&E) stained paraffin sections.
CR analysis illustrated a significant reduction of PmDNV in dsRNA-
reated shrimp in which the combined dsRNA (ns1 + vp) was more
ffective than dsRNA-ns1 alone (Fig. 2). Moreover, clearance of
mDNV was also confirmed by normal histology. The hepatopan-
reas tissue was fixed in Davidson’s solution for 18 h before being
ehydrated and embedded in paraffin using standard histological
ethods (Lightner, 1996). The sections were then cut and stained
ith hematoxylin and eosin solution. Analysis by light microscopy

llustrated numerous enlarged nuclei containing typical basophilic
arvovirus inclusions in the control whereas normal nuclei char-
cter was observed in dsRNA-treated shrimp (Fig. 3). It indicated
hat shrimp suffering from PmDNV infection may be cured by this
reatment.

Although there have been reports about the curative effect of
sRNA against other shrimp viruses but this effect was effective
nly if shrimp received dsRNA within 24 h after experimental infec-
ion (Tirasophon et al., 2007; Ongvarrasopone et al., 2010; Ho et al.,

011). Therefore, the present study reports the first results of the
bility of combined ns1 and vp dsRNAs for the effective clearance
f PmDNV from shrimp that were already infected from naturally
ultured pond. In the future, the promising ability of these com-
h ns1 + vp dsRNAs (no. 9) are present. Many large densely purple stained intranulear
l PmDNV-infected shrimp (a). In contrast, the typical character of PmDNV infected
n in a small box.

bined dsRNAs may be utilized as a tool for anti-PmDNV therapy in
shrimp and could be especially useful when applied to cleaning-up
high value shrimp brood stock after being infected by the virus.
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a  b  s  t  r  a  c  t

RNAi  activation  in  shrimp  through  dsRNA  injection  has  been  well  demonstrated  but  oral  delivery  of  dsRNA
remains  controversial.  Therefore,  this  study  was  conducted  to determine  whether  RNAi  was  induced  in
shrimp  by  ingestion  of  bacteria  expressing  dsRNA.  We  fed  shrimp,  Penaeus  monodon  and  Litopenaeus
vannamei,  with  inactivated  bacteria  expressing  dsRNA  specific  to  the  shrimp  genes  (Rab7  and  STAT).
Forty-eight  hours  after  6  day-continuous  feeding,  the  level  of  the  targeted  gene  transcript  was  measured
by  semi-quantitative  RT-PCR.  Significant  reduction  of  Rab7  as  well  as  STAT  transcript  was  observed  when
eywords:
hrimp
NAi
ouble-stranded RNA
ral feeding

compared  to  that  of  control  shrimp  fed  with  bacteria  containing  the  empty  vector  or bacteria  expressing
non-related  dsRNA  (GFP).  Moreover,  the suppression  was  detected  not  only  in  the  hepatopancreas  but
also  in  the  gills  indicating  the successful  systemic  induction  of  RNAi  via  oral  delivery  of  dsRNA.  Our results
suggested  that  RNAi  in  shrimp  could  be  triggered  by  ingestion  of  dsRNA  expressing  bacteria.  Therefore,
oral  feeding  is  a  practical  approach  which  can  be  used  to  deliver  dsRNA  for  further  viral  inhibition  in
ab7
TAT

farmed  shrimp.

Intensive studies which have investigated various anti-viral
pproaches in shrimp have concluded that RNA interference (RNAi)
s probably the most effective technique (Robalino et al., 2005;
odmuang et al., 2006; Attasart et al., 2011; Mai  and Wang, 2010;
yed and Kwang, 2011; Lin et al., 2011; Yogeeswaran et al., 2012). To
nhibit viruses in shrimp, the introduction of double-stranded RNA
dsRNA) that corresponds to viral replication gene is a prerequisite.
he specific mRNA of that gene is eventually degraded leading to
he disruption of the viral replication process (Attasart et al., 2009).
ven though, in the laboratory, the protection of shrimp against
iral diseases has been demonstrated with high efficacy, dsRNA
dministration by injection is not a practical procedure when work-
ng on a farm. Therefore, an oral delivery of dsRNA through feeding
nto shrimp needs to be explored. Recently, two research groups
ave developed an oral delivery approach. Sarathi et al. (2008)
eported that shrimp fed with food pellets coated with bacteria
ontaining dsRNA, specific to the viral vp28 gene, were protected
rom white spot syndrome virus (WSSV) infection (68% survival)
hile the control shrimp were all dead. On the contrary, Sellars

nd colleagues (2011) could not silence either the Gill-associated

irus (GAV) gene or the endogenous actin gene of black tiger shrimp
ia oral feeding of bacterially expressed dsRNA but injection with
sRNA of the same genes was effective. This was despite a 400–600
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fold increase in the number of bacteria being administered com-
pared to Sarathi’s method. Therefore, whether the RNAi can be
induced in shrimp by ingestion of bacteria expressing dsRNA still
remains to be clarified. Hence, this study was conducted to deter-
mine whether RNAi was  induced in shrimp by ingestion of bacteria
expressing dsRNA. To determine the silencing effect of fed dsRNA,
two  housekeeping genes of shrimp, Rab7 and STAT (signal trans-
ducers and activators of transcription), were targeted. The relative
levels of their transcripts compared to the control actin transcript
were monitored by semi-quantitative RT-PCR. In addition, dsRNA
corresponding to the non-related green fluorescent protein gene
(GFP) was included in this study for observation of the silencing
specificity.

The plasmid constructs containing the cassette for expres-
sion of dsRNA specific to shrimp Rab7 gene (dsRNA-Rab7) and
non-related GFP gene (dsRNA-GFP) were kindly provided by Dr.
Chalermporn Ongvarasopone (2011) and Dr. Witoon Tirasophon
(2005), respectively, while the plasmid for dsRNA-STAT production
was  constructed based on the same strategy as described earlier
(Attasart et al., 2010). To amplify 600bp and 400bp fragments for
cloning, two  sets of primers; F1:5′ CCGTCTAGAGCAGCTTCCCGCA-
GATGACC 3′ and R1:5′ CCCCCCGATATCCGTCTCCGAAGGCTCTGTTC
3′, F2:5′ CCGCTCGAGGCAGCTTCCCGCAGATGACC 3′ and R2:5′

GTTTGTTGCATGTGAAACACCTCC 3′, were designed from the STAT

sequence of Penaeus monodon (GenBank accession no. AY327491).
These two fragments were then cloned into the pET17b vector
(under the T7 promoter) in an inverted direction. The pro-
duction of each dsRNA was  conducted in RNaseIII deficient

dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2012.11.012
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01681702
http://www.elsevier.com/locate/virusres
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Fig. 1. The integrity of dsRNAs in the formulated diet. Total RNA was extracted from
diet  containing bacteria expressing either dsRNA-Rab7 (R) or dsRNA-STAT (ST) or
dsRNA-GFP (G) or bacteria with empty plasmid pET17b (P) by tri-reagent. After
RNaseA treatment, the integrity of each dsRNA was visualized by 1.5% agarose gel
electrophoresis. The expected bands of dsRNA-Rab7 or dsRNA-STAT or dsRNA-GFP
a

b
(
u
t
c
t
−
w
w

d
S
c
a
w
b
r
t
d
s
d
o
(
b
d
h
R
b
u
T
w
p
d
G
(
d
(
t

Fig. 2. The stability of dsRNA-Rab7 in the dry formulated diet. The dsRNA was
extracted once a month from approximately 10 mg of dry pellets at different tem-
peratures; room temperature (RT), 4 ◦C (4) and −20 ◦C (−20), for up to 3 months.
After RNaseA treatment, the dsRNA-Rab7 was visualized by 2% agarose gel elec-
trophoresis. No significant difference of dsRNA-Rab7 was  observed among three

(Scion image) and compared to that of the control shrimp fed with
re shown in lane R, ST or G, respectively but not in the control (P). M:  100-bp ladder.

acteria HT115 according to the protocol of Ongvarrasopone et al.
2007).  The overnight culture was diluted and grown at 37 ◦C
ntil OD600 reached 0.4 before activation with isopropyl-�-d-
hiogalactopyranoside (IPTG) for 4 h. The bacterial cells were then
entrifuged at 6000 × g for 5 min  at 4 ◦C. For environmental safety,
he bacterial cells were inactivated in 75% ethanol and kept at
20 ◦C until used. To test their viability, the inactivated bacteria
ere streaked on an antibiotic-free LB agar plate. No live bacteria
ere detected (data not shown).

The diet was formulated using either bacteria expressing
sRNA-Rab7 (diet-Rab7) or bacteria expressing dsRNA-STAT (diet-
TAT) or bacteria expressing dsRNA-GFP (diet-GFP) or bacteria
ontaining the empty plasmid pET17b (diet-pET17b). Each inactiv-
ted bacterial cell pellet (after centrifugation) was  separately mixed
ith ground commercial shrimp food (CP, Thailand) and pellet

inder (fresh ripe banana (Nam-wa variety); the middle part was
emoved before using) at 1:1:1 weight ratio before being extruded
hrough a syringe and air-dried overnight at room temperature. The
ry spaghetti-like strings were then broken into small pieces same
ize as a commercial shrimp food pellet. To ensure the integrity of
sRNA during the preparation of the shrimp’s diet, the total amount
f RNA from each diet source was extracted from 10 milligrams
mg) of dry pellets which contained approximately 2.6–3 × 109

acterial cells. The pellets were ground in 250 �l of 0.1% sodium
odecyl sulfate (SDS) in phosphate buffer saline (PBS) and the
omogenate was boiled for 2 min  and quick cooled on ice. The
NA was treated with RNaseA (1 �g) in the presence of 1× RNase
uffer (300 mM Sodium acetate, 10 mM Tris–Cl pH7.5) to degrade
nwanted single-stranded RNAs for 30 min  before extraction using
RI reagent (Molecular Research Center). The extracted dsRNAs
ere dissolved in 150 mM NaCl. Agarose gel electrophoresis (1.5%)
resented the expected bands about 400 bp of dsRNA-Rab7 or
sRNA-STAT or dsRNA-GFP from diet-Rab7, diet-STAT and diet-
FP samples, respectively, but not in the control (diet-pET17b)

Fig. 1). The extra two bands of dsRNA-Rab7 at 250 and 150 bp were

ue to the mismatched nucleotides within 400 bp of dsRNA region
Ongvarrasopone et al., 2011). By comparison with DNA markers,
he amount of extracted dsRNA-Rab7, dsRNA-STAT or dsRNA-GFP
diets after long time storage (one month (1), two months (2), three months (3))
when compared to the extracted dsRNA-Rab7 at the beginning of the experiment
(0).  M:  100-bp ladder.

was  approximately 7.5 micrograms (�g) per milligram dry weight
of diets.

For practical use on a farm, the stability of dsRNA within dry
food pellets has to be ascertained. In this case, the diet-Rab7 was
kept in a dry sealed bag and stored at different temperatures; room
temperature (RT), 4 ◦C (4) and −20 ◦C (−20), for up to 3 months.
The dsRNA-Rab7 was  extracted once a month from approximately
10 mg  of the dietary material that was kept separately at differ-
ent temperatures. There were insignificant differences of dsRNA
integrity between extracted dsRNA-Rab7 from all dietary samples
after long term storage (one month (1), two months (2), three
months (3)) and the extracted dsRNA-Rab7 at the beginning of
the experiment (0) (Fig. 2). This indicated that dsRNA produced by
bacteria in dry food pellets was  stable up to 3 months even when
stored at room temperature.

To determine whether dsRNA delivery via ingestion of inactiv-
ated bacteria that produced dsRNA can trigger RNAi in shrimp,
we fed juvenile shrimp (200–400 mg), Penaeus monodon (M)  and
Litopenaeus vannamei (V), with 30 mg  of either diet-Rab7 (Rab7),
diet-pET17b (pET) or commercial food (food) once a day for 6 days.
Two days after the final feeding, all shrimp were sacrificed and the
total RNA was  extracted from the shrimp tissue by TRI reagent for
further semi-quantitative RT-PCR analysis. Furthermore, to evalu-
ate the possibility of systemic RNAi induction in fed shrimp, two
different tissues, the hepatopancreas (hep) (ingestion site) and
gills (non-ingestion site) were collected. Two micrograms of total
extracted RNA, estimated by measurement of UV light absorp-
tion, were subjected to cDNA synthesis by random hexamer and
ImProm-IITM Reverse transcriptase (Promega) following the man-
ufacturer’s instructions. Two microlitres of synthesized cDNA were
used as a template for the PCR reaction containing two pairs of
primers corresponding to shrimp Rab7 (F: 5′ ATGGCATCTCGCAA-
GAAGATT 3′ and R: 5′ TTAGCAAGAGCAT GCATCCTG 3′) and the actin
gene (F: 5′ GACTCGTACGTCGGGCGACGAGG 3′ and R: 5′ AGCAGCG
GTGGTCATCACCTGCTC 3′). The ratio of Rab7/actin primers in each
reaction was  4:1. The PCR amplification procedure was carried out
as follows; 94 ◦C for 2 min, denaturation at 94 ◦C for 10 s, annealing
at 55 ◦C for 30 s, and extension at 72 ◦C for 1 min. After 30 cycles,
the reaction was  held at 72 ◦C for another 5 min. The RT-PCR prod-
ucts were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis. The relative
amount of Rab7/actin transcript from individual shrimp fed with
diet-Rab7 (Rab7) was measured by an intensity scanning program
either diet-pET17b (pET) or commercial food (food) (Fig. 3). All of
them are significantly different (One-way ANOVA, P < 0.05) except
M-hep (P = 0.089). This group showed some fed shrimp did not seem



254 P. Attasart et al. / Virus Research 171 (2013) 252– 256

Fig. 3. Effect of ingested bacteria expressing dsRNA-Rab7 on the transcriptional level of Rab7. Shrimp, Penaeus monodon (M)  (300–400 mg) and Litopenaeus vannamei (V)
(200–250 mg), were kept in individual cage and fed with 30 mg  of either diet-Rab7 (Rab7), diet-pET17b (pET) or commercial food (food) once a day for 6 days. Two days after
the  last feeding, shrimp were sacrificed and total RNA was extracted from hepatopancreas (hep) or gills (gill) for further semi-quantitative RT-PCR. The RT-PCR products
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corresponding to shrimp STAT gene (F: 5′ ATGTCGTTGTGGAACA-
GAGC 3′ and R: 5′ GTTTGTTGCATGTGAAACACCTCC 3′) and actin
gene. The ratio of STAT/actin primers in each reaction was 4:1. The
RT-PCR products were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis.
The relative amount of STAT normalized with actin of individual
shrimp was determined by an intensity scanning program (Scion
image) and compared to that of the control shrimp fed with diet-
pET17b (pET) or injected with the dsRNA-STAT (inj-stat) (Fig. 4).
The relative level of STAT transcript of shrimp fed with diet-STAT
was  significantly reduced (P = 0.035 (hep) and P = 0.050 (gill)) when
compared to the control shrimp fed with diet-pET17b. This level
was  comparable to that of shrimp injected with the dsRNA-STAT
indicating that orally delivered dsRNA-STAT to trigger the RNAi
pathway was  efficient as injected one. Taken the result of Rab7 and

STAT together, it was confirmed that dsRNA can be applied into
shrimp via oral feeding bacteria being expressed dsRNA and thus
eventually knocked down the corresponding gene target. More-
over, the reduction of the Rab7 and STAT transcripts were detected

TAT. Shrimp, Litopenaeus vannamei (V) (200–250 mg), were kept in individual cage
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Fig. 5. Sequence specific silencing of STAT by feeding dsRNA-STAT. Shrimp, Litopenaeus vannamei (V) (200–250 mg), were kept in individual cage and fed with 30 mg  of
either  diet-STAT (STAT), diet-pET17b (pET17b) or diet-GFP (GFP) once a day for 6 days. Two days after the last feeding, shrimp were sacrificed and total RNA was  extracted
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ot only in the hepatopancreas but also in the gills of both tested
hrimp species indicating that RNAi triggered by oral feeding of
sRNA was systemically induced in shrimp.

To determine the specificity of silencing effect in this study, a
roup of shrimp (n = 10) fed with diet-GFP was included. Under
he similar experimental condition of STAT suppression, the rela-
ive amount of STAT normalized with actin of the individual treated
hrimp was determined and compared to that of the control shrimp
ed with diet-pET17b (pET) or fed with the dsRNA-GFP (GFP). The
elative STAT transcript was significantly decreased (P = 0.006) only
n the group of shrimp fed with diet-STAT whereas it was not
ffected by feeding with diet-GFP when compared to the control
fed with diet-pET17b) (Fig. 5) indicating that the observed silenc-
ng effect by feeding bacterially expressed dsRNA was sequence
pecific.

Our results suggested RNAi in shrimp can be induced effectively
o silence specific gene expression through ingestion of bacteria
roducing the corresponding dsRNA. Interestingly, systemic induc-
ion of RNAi through oral feeding of dsRNA in shrimp has been
emonstrated for the first time. Our finding was  consistent with
revious research using oral delivery of dsRNA via bacterial vehi-
le to knock down the specific gene in insect (Tian et al., 2009;
i et al., 2011). They found that the gene suppression has not
een found only in the gut but also in other tissues especially the
pecific tissue of that particular gene target. As SID-1, a dsRNA
ignal channel required for systemic RNAi in Caenorhabditis ele-
an (C. elegan)  (Winston et al., 2002), has been identified in pacific
hite shrimp recently (Labreuche et al., 2010), it may  account for

he systemic RNAi effect in shrimp after feeding of dsRNA. How-
ver, the mechanism mediating this effect still needs to be further
lucidated.

With regard to the high amount of bacteria (2–3 × 1011 cells per
ram of shrimp) used for RNAi activation in our feeding experi-
ent; this indicated that the efficacy of dsRNA uptake into shrimp

ells through oral administration was low when compared to the
njection method. It may  result from several factors such as eating
ehavior of an individual shrimp, dsRNA degradation during inges-
ion process and efficiency of bacteria taken up into shrimp cells.
s reported earlier by Tian and colleagues (2009),  the sufficient
mount of ingested dsRNA was required for RNAi induction in the

arvae of insect Spodoptera exigua.  They varied amount of dsRNA
n the formulated diets and fed larvae for 3, 5, 7 and 9 days. The
arget mRNA (SeCHSA) was decreased only on days 7 and 9 in the
arvae that fed high dose dsRNA. Therefore, to effectively silence
 agarose gel electrophoresis (a). Lanes 1–10 represent individual shrimp fed with
lative amount of STAT normalized with actin of individual shrimp is demonstrated

the target gene by feeding, yield of dsRNA per milligram of the
formulated diet as well as an accumulation of ingested dsRNA
should be taken into account. This could be used to explain the
failure of actin gene suppression in black tiger shrimp by inges-
tion of insufficient bacterially expressed dsRNA-actin reported by
the group of Sellars et al. (2011).  They formulated the diet using a
quantity of bacteria approximately 20 times lower than ours. Nev-
ertheless, we used fresh bacterial cell pellet for diet preparation
while they used the freeze-dried bacterial cells. Concerning with
this difference, it might affect the potency of gene silencing by oral
feeding.

This study confirmed that the oral delivery of dsRNA via bacte-
ria vehicle is possible. And it is, therefore, a practical approach
to induce RNAi when working in the farmed shrimp. For further
anti-virus application, the viral genes (non-structural or structural
protein genes) in the single or combination formula would be tar-
geted.
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