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บทคดัย่อ: 
เลคตินชนิดซี (C-type lectin) เป็นโปรตีนในกลุ่มเลคติน ซึÉงสามารถจบักบันํÊาตาลทีÉจาํเพาะดย

มีบทบาทสาํคญัในระบบภูมิคุม้กนัโดยธรรมชาติของสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั จากการศึกษาลาํดบันิ
วคลีไทดข์องยนี C-type lectin ในกุง้กุลาดาํ พบว่า open reading frame (ORF) ของยนีประกอบดว้ย 
657 คู่เบส แปลรหสัเป็นกรดอะมิโน 218 ตวั พบ signal peptide อยูท่างดา้นปลายอะมิโนมีความยาว 
24 กรดอะมิโน จากผลการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม ScanProsite เพืÉอหาบริเวณอนุรักษ ์พบว่า C-type 
lectin มี carbohydrate recognition domain (CRD) จาํนวน 1 โดเมน (E-value = 1.18e-12) และพบ 
conserved cysteine จาํนวน 4 ตาํแหน่ง คือ Cys58, Cys126, Cys141 และ Cys149 ทีÉคาดว่าสามารถสร้าง
พนัธะไดซลัไฟด์ภายในโครงสร้างได ้แต่ไม่พบบริเวณจบักบั ยีน C-type lectin มีการแสดงออกใน 
ต่อมนํÊ าเหลือง หัวใจ ลาํใส้และเมด็เลือด และเมืÉอศึกษาอตัราการตายของกุง้ทีÉถูกฉีดดว้ยแบคทีเรีย V. 
harveyi เมืÉอมีการลดการแสดงออกของยนี C-type lectin ดว้ยเทคนิค RNA interference พบว่ากุง้ทีÉถูก
ลดการแสดงออกของยีน C-type lectin มีอตัราการตายของสูงกว่ากุง้ในกลุ่มควบคุม การผลิตรีคอม
บิแนนท ์C-type lectin ในระบบแบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ Rosetta (DE3) โดยใชเ้วคเตอร์ 2 ชนิด คือ 
pET28b และ pET32a ซึÉ งทัÊง 2 ระบบเวคเตอร์ พบว่าสามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉมีขนาด 24 
กิโลดาลตนั และ 39 กิโลดาลตนั ตามทีÉคาดไว ้ตามลาํดบั แต่ปริมาณโปรตีนทีÉไดมี้จาํนวนนอ้ยและอยู่
ในรูปตะกอน จึงไม่เพียงพอต่อการนาํไปทาํบริสุทธิÍ และศึกษาลกัษณะสมบติัได ้และเมืÉอนาํมาผลิตใน
ระบบยีสตก์็พบว่ายงัไม่สามารถสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินได ้ดงันัÊนการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนเลคตินจึงยงัคงมีความพยายามต่อไป เช่น คดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธ์ุอืÉนทีÉอาจเหมาะสมในการ
สร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคติน ผลทีÉไดจ้ากการศึกษาครัÊ งนีÊอาจเป็นขอ้มูลพืÊนฐานสาํคญัในการเพิÉม
ความเขา้ใจในระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กลุาดาํ ซึÉงอาจนาํไปสู่การประยกุตใ์ชเ้พืÉอการพฒันาและส่งเสริม
อุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กลุาดาํทีÉย ัÉงยนืต่อไป 
 
คาํหลกั : เลคติน  กุง้กลุาดาํ  ระบบภูมิคุม้กนั    RNAi   
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Abstract: 
C-type lectins are Ca2+ dependent carbohydrate-recognition proteins that play crucial roles 

in invertebrate innate immunity. The aims of this study are to clone, express and characterize a 
novel C-type lectin of the black tiger shrimp, Penaeus monodon. A 657-bp open reading frame was 
found to encode a putative protein comprising 218 amino acids and a signal peptide of 24 amino 
acids. The deduced amino acid sequence contains a single carbohydrate recognition domain (CRD) 
and possesses four conserved cysteine residues (Cys58, Cys126, Cys141, Cys149) involved in the 
formation of disulphide bridges, however, no specific sugar domain was found. Expression analysis 
showed that the C-type lectin was expressed in lymphoid organ, heart, intestine and hemocytes. For 
RNAi experiment, mortality rate of C-type lectin-knockdown shrimps was higher after Vibrio 
harveyi injection that that of control. The C-type lectin without signal sequence was then cloned in 
to expression vectors, pET-28b and pET-32a, for a recombinant production in Escherichia coli 
strain Rosetta (DE3). The result showed the recombinant proteins with molecular mass of 24 and 38 
kDa, respectively by SDS–PAGE. However, the proteins were expressed as inclusion bodies in a 
small amount in both vector systems. Therefore, the production in yeast, Pichia pastoris, was 
further carried out. Nevertheless, the latter system could not produce the recombinant protein. 
Consequently, other appropriate expression system needs to be adopted for the protein production. 
Information from this investigation might provide basic knowledge to understand the function of C-
type lectin in shrimp innate immunity and would be helpful for sustainable shrimp aqualculture and 
disease control. 
 
Keywords :  C-type lectins, Penaeus monodon, nonself recognition, shrimp immunity, RNA 

interference 



 

Executive Summary 
ชืÉอโครงการ การโคลนและการศึกษาหนา้ทีÉของ novel C-type lectin ในกุง้กลุาดาํ Penaeus 

monodon 
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ความสําคญัและทีÉมาของปัญหา 

กุง้กลุาดาํเป็นสตัวน์ํÊ าเศรษฐกิจทีÉสาํคญัของประเทศไทย ประเทศไทยสามารถส่งออกกุง้ได้
ถึง 200,000-250,000 ตนัต่อปี นาํรายไดเ้ขา้สู่ประเทศคิดเป็นมูลค่าหลายหมืÉนลา้นบาท อยา่งไรกต็าม 
เกษตรกรผูเ้ลีÊยงกุง้กลุาดาํยงัคงประสบปัญหาต่างๆ ทีÉส่งผลกระทบต่อผลผลิตอยา่งต่อเนืÉอง ปัญหา
สาํคญัประการหนึÉงคือ ปัญหาการระบาดของโรคติดเชืÊอ โดยเฉพาะอยา่งยิÉงโรคติดเชืÊอทีÉเกิดจากไวรัส
และแบคทีเรีย (Lightner et.al., 1983; Kroll et.al., 1991; Mohney et al., 1994; Hasson et al., 1995; 
Flegel 1997 และ Sung et al., 2001) ทาํใหผ้ลผลิตจากอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กลุาดาํลดนอ้ยลงเป็น
จาํนวนมาก ทีÉผา่นมาเกษตรกรใชย้าปฏิชีวนะในการแกปั้ญหาการติดเชืÊอโรคในกุง้กลุาดาํ การใชส้าร
ดงักล่าวส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กลุาดาํเนืÉองจากสารดงักล่าวมีการตกคา้งในกุง้
กลุาดาํและส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศน์ในบริเวณบ่อเลีÊยงกุง้ ความรู้ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัใน
ระดบัโมเลกลุของกุง้กลุาดาํจึงมีความสาํคญัเพืÉอประโยชน์และพฒันาอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้ต่อไป 



 

ดงันัÊนการคน้หาและศึกษาหนา้ทีÉของยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมคุม้กนัของกุง้กลุาดาํจึงมีความจาํเป็น
อยา่งยิÉง เพืÉอช่วยใหเ้ขา้ใจถึงหนา้ทีÉและกลไกการทาํงานของยนีต่างๆ ในระบบภูมิคุม้กนัทีÉตอบสนอง
ต่อการติดเชืÊอและนาํไปสู่การหาวิธีการควบคุมและป้องกนัโรคทีÉมีประสิทธิภาพ เพืÉอลดปัญหาโรค
ระบาดในกุง้กลุาดาํ และช่วยใหอ้าชีพการเพาะเลีÊยงกุง้กลุาดาํมีความมัÉนคงและย ัÉงยนื 

ระบบภูมิคุม้กนัในนํÊาเลือด (Humoral immunity) มีโปรตีนทีÉสาํคญั ไดแ้ก่ เลคติน (lectins) 
โดยหนา้ทีÉสาํคญัของเลคตินในระบบภูมิคุม้กนั พบวา่มี 2 หนา้ทีÉ คือ หนา้ทีÉการกาํจดัเซลลที์Éไม่
ตอ้งการทิÊงไปในระหวา่งขบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และหนา้ทีÉการมีส่วนร่วมใน
ปฏิกิริยาการป้องกนัการติดเชืÊอ เลคตินเป็นชืÉอเรียกของกลุ่มโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนทีÉสามารถจบั
กบัคาร์โบไฮเตรทอยา่งจาํเพาะ เลคตินยงัมีชืÉอเรียกอีกอยา่งหนึÉงวา่ แอก็กลูตินิน (agglutinin) เนืÉองจาก
มีความสามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงของสตัวห์ลายชนิดจบักลุ่มตกตะกอน ในปัจจุบนัพบเลคติน
หลายร้อยชนิดทีÉจากแบคทีเรีย รา พืช และสตัว ์ (Goldstein and Poretz 1986) เลคตินเป็น non-self 
recognition molecules ในระบบภูมิคุม้กนัของสตัวท์ัÊงทีÉมีกระดูกสนัหลงัและไม่มีกระดูกสนัหลงั 
(Arason et al., 1996) จากการศึกษาถึงบทบาทของเลคตินในพืช พบวา่ เลคตินมีบทบาททีÉน่าสนใจใน
การทาํหนา้ทีÉเป็นโมเลกลุป้องกนั (defensive molecules) และมีรายงานวา่เลคตินเกีÉยวขอ้งกบัการยบัย ัÊง
การบุกรุกของไวรัสในสตัวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนมอีกดว้ย (Nabatov et al., in press) 

C-type lectin เป็นเลคตินชนิด Calcium-dependent (C-type) animal lectin ในสตัวไ์ม่มี
กระดูกสนัหลงัพบวา่มีการศึกษาถึงลกัษณะและบทบาทของ C-type lectin โดยพบวา่ C-type lectin ใน
แมลงและสตัวพ์วกครัสเตเชียน มีส่วนเกีÉยวขอ้งในการตอบสนองต่อการติดเชืÊอแบคทีเรีย อยา่งไรก็
ตามขอ้มูลเกีÉยวกบัหนา้ทีÉและบทบาทของ C-type lectin ในกุง้ยงัคงมีอยูอ่ยา่งจาํกดั งานวิจยัในครัÊ งนีÊ จึง
สนใจการศึกษาถึงสมบติัและหนา้ทีÉของยนีรวมถึงโปรตีน C-type lectin ในกุง้กลุาดาํ เพืÉอใหมี้ขอ้มูล
ในการทาํความเขา้ใจกระบวนการและหนา้ทีÉของยนีนีÊ ต่อกลไกทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิตา้นทานต่อ
โรคของกุง้กลุาดาํไดม้ากยิÉงขึÊน 

 
วตัถุประสงค์ 

1. เพืÉอคน้หาและศึกษาลกัษณะสมบติัของยนี novel C-type lectin ในกุง้กลุาดาํ โดยการหา
ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éสมบูรณ์  

2. เพืÉอศึกษาการแสดงออกของ mRNA ในเนืÊอเยืÉอต่างๆ 
3. เพืÉอผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของยนี novel C-type lectin และการทาํบริสุทธิÍ ของ

โปรตีน เพืÉอนาํไปศึกษาคุณสมบติัของโปรตีนต่อไป 
 
 



 

ระเบียบวธีิวจัิย 

1. การหาและวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ (Full-length cDNA) ของยนี novel c-type lectin  

ใชกุ้ง้กลุาดาํจากฟาร์ม อายปุระมาณ 3 เดือน โดยมีนํÊาหนกัเฉลีÉยทีÉ 16 กรัม/ตวั นาํมาเลีÊยง
ในตูเ้ลีÊยงทีÉความเคม็ 15 ppt เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 วนัก่อนทาํการทดลอง จากนัÊนดูดเลือดกุง้โดยใช ้
10% โซเดียมซิเตรตเป็นสารป้องกนัเลือดแขง็ตวั (anticoagulant) นาํเมด็เลือดกุง้ทีÉไดม้าสกดั total 
RNA โดยใช ้ TRI reagent ทาํลายดีเอน็เอทีÉปนเปืÊ อนดว้ยเอนไซม ์ RNase-free DNase I ตรวจสอบ
คุณภาพของ total RNA ทีÉสกดัไดโ้ดยการวิเคราะห์ดว้ย agarose-formaldehyde gel electrophoresis 
และหาปริมาณ total RNA โดยวดัความเขม้ขน้ดว้ยเครืÉองสเปคโครโฟโตรมิเตอร์ นาํลาํดบันิวคลีโอ
ไทดท์ัÊงหมดของยนีจากการทาํหอ้งสมุด cDNA ของกุง้กลุาดาํมาทาํการรวมกลุ่ม (assembly) เพืÉอ
ออกแบบไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะกบัยนี novel c-type lectin จากนัÊนนาํ total RNA ทีÉเตรียมไดจ้ากเมด็เลือด 
มาสร้าง first-strand cDNA และโคลนชิÊนดีเอน็เอเขา้ pGEM-T easy vector และนาํมา transform เขา้ 
Escherichia coli JM109 โดยวิธี heat shock และนาํ recombinant clones ทีÉไดม้าตรวจสอบหาชิÊน 
insert โดยการ digestion ดว้ยเอนไซม ์EcoRI และวเิคราะห์ชิÊน insert ใน agarose gel electrophoresis 
นาํรีคอมบิแนนทโ์คลนไปตรวจสอบความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ
ไทด ์ โดยใชโ้ปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) และ SMART 
(http://www.smart.emblheidelberg.de/) เทียบเคียงลาํดบักรดอะมิโนโดยใชโ้ปรแกรม ClustalW 
multiple sequence alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) วิเคราะห์ Signal peptide โดย
ใช ้ SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) หา Conserved cysteine residues โดย 
ExPASy PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/) และทาํ Homology model โดยใช ้ SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org) 

2. ตรวจสอบการแสดงออกของยนีในเนืÊอเยืÉอต่างๆ โดยใช้เทคนิค RT-PCR 

สกดั total RNA จากเหงือก ต่อมนํÊาเหลือง หวัใจ ลาํใส ้ เมด็เลือดและตบั ตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณและนาํมาสร้าง first-strand cDNA โดยใช ้ ImProm-IITM Reverse Transcription 
System (Promega) และนาํ cDNA ทีÉไดม้าเพิÉมปริมาณดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์จากลาํดบันิ
วคลีโอไทดที์Éไดอ้อกแบบไว ้วิเคราะห์ PCR product ใน agarose gel electrophoresis วดัปริมาณ PCR 
product จากความเขม้ของแถบ DNA ทีÉบนัทึกดว้ยกลอ้ง CCD ตรวจสอบค่าการแสดงออกเทียบกบัยนี 

elongation factor 1 alpha (EF1-α)  

 



 

3. ศึกษาผลการ knockdown ยนี C-type lectin ต่อการตดิเชืÊอแบคทเีรีย Vibrio harveyi ด้วย
เทคนิค RNA interference (RNAi)  

แบ่งตวัอยา่งกุง้เป็น 3 กลุ่ม โดยกลุ่มทีÉ 1 ฉีดกุง้ดว้ย C-type lectin dsRNA กลุ่มทีÉ 2 ฉีด
ดว้ย GFP dsRNA (ตวัควบคุม) โดยใช ้dsRNA ปริมาณ 5 มิลลิกรัมต่อนํÊาหนกักุง้ 1 กรัม และกลุ่มทีÉ 3 
ฉีดดว้ยโซเดียมคลอไรดเ์พืÉอใชเ้ป็นตวัควบคุม จากนัÊนเกบ็เมด็เลือดของกุง้เพืÉอตรวจสอบแสดงออก
ของยนี C-type lectin ดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยสกดั Total RNA ดว้ย NucleoSpin1 RNAII 
(MACHEREY-NAGEL) แลว้นาํ Total RNA ทีÉไดม้าสร้าง First-strand cDNA โดยใช ้ImProm-IITM 
Reverse Transcriptase (Promega, USA) ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีเทียบกบัระดบัการ

แสดงออกของยนี Elongation factor 1 alpha (EF1-α) จากนัÊนทาํการทดลองเหมือนครัÊ งแรกโดยแบ่ง
กุง้เป็น 3 กลุ่มทีÉฉีดดว้ย dsRNA ขา้งตน้ หลงัจากนัÊน 24 ชัÉวโมงทาํการฉีดเชืÊอแบคทีเรีย V. harveyi 
(2x105 CFU) ในกุง้ทัÊง 3 กลุ่ม แลว้ตรวจนบัจาํนวนกุง้ทีÉตายหลงัฉีดเชืÊอเวลา 1-7 วนั โดยทาํการ
ทดลอง 3 ซํÊาในแต่ละกลุ่มทดลอง 

4. ผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีน และทาํให้บริสุทธิÍเพืÉอศึกษาสมบัติของโปรตนี 

ทาํการโคลนยนี C-type lectin เชืÉอมต่อเขา้กบัพลาสมิดสาํหรับผลิตโปรตีน (expression 
vector) 2 ชนิด คือ pET28b และ pET32a จากนัÊนนาํเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli JM109 โดยวิธี heat 
shock คดัเลือกรีคอมบิแนนทโ์คลนโดยวธีิ colony PCR และวิเคราะห์ขนาดของชิÊน DNA insert โดย
วิธี agarose gel electrophoresis หลงัจากนัÊนสกดัพลาสมิดดีเอน็เอของรีคอมบิแนนทโ์คลนและนาํไป
ตรวจสอบความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทดโ์ดยบริษทั Macrogen (ประเทศเกาหลีใต)้ แลว้นาํรี
คอมบิแนนทพ์ลาสมิดทีÉไดม้าถ่ายเขา้สู่เซลล ์ E. coli Rosetta (DE3) โดยวิธี heat shock ทาํการเลีÊยงรี
คอมบิแนนทโ์คลนในอาหารเลีÊยงเชืÊอ LB ดว้ยยาปฏิชีวนะทีÉเหมาะสม (คานามยัซินและแอมพิซิลิน 
ตามลาํดบั) ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเหนีÉยวนาํใหเ้กิดการแสดงออกของยนีดว้ย Isopropyl-β-
D-thio-galactoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 1 mM บ่มเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชัÉง
โมง เกบ็และปัÉนตกตะกอนเซลล ์แลว้ตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนโดย SDS-PAGE และ Western 
blolt analysis แยกโปรตีนใหบ้ริสุทธิÍ โดยใช ้ HisTrap affinity column ในเครืÉอง Fast protein liquid 
chromatography (FPLC) และวิเคราะห์โปรตีนใน SDS-PAGE  

 

 

 



 

5. รวบรวมผลการทดลอง วเิคราะห์ผล และสรุปผล 
วิเคราะห์การแสดงออกของยนีในเนืÊอเยืÉอต่างๆ รวมถึงผลการทาํ knockdown ต่ออตัราการตาย

ของกุง้ทีÉฉีดดว้ยเชืÊอแบคทีเรีย และผลการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในระบบแบคทีเรียดว้ยพลาสมิด 
2 ชนิด สรุปผลการทดลอง 
 
สรุปผลการวจัิย 

จากการศึกษาลาํดบันิวคลีไทดข์องยนี C-type lectin พบว่า open reading frame (ORF) ของ
ยีนประกอบดว้ย 657 คู่เบส ซึÉ งแปลรหัสให้โปรตีนทีÉประกอบดว้ยกรดอะมิโน 218 ตวั และเมืÉอ
วิเคราะห์ signal peptide ดว้ยโปรแกรม SignalP 3.0 พบ signal peptide อยูท่างดา้นปลายอะมิโนของ
โปรตีนมีความยาว 24 กรดอะมิโน จากผลการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม ScanProsite เพืÉอหาบริเวณ
อนุรักษ ์พบว่า C-type lectin มี carbohydrate recognition domain (CRD) จาํนวน 1 โดเมน (E-value = 
1.18e-12) และพบ conserved cysteine จาํนวน 4 ตาํแหน่ง คือ Cys58, Cys126, Cys141 และ Cys149 ทีÉคาดว่า
สามารถสร้างพนัธะไดซลัไฟดภ์ายในโครงสร้างได ้แต่ไม่พบบริเวณจบักบันํÊ าตาล เช่น EPN (Glu-
Pro-Asn) หรือ QPD (Gln-Pro-Asp) ทีÉสามารถจบักบันํÊ าตาล Mannose หรือ Galactose ตามลาํดบั ได้
อยา่งจาํเพาะ และจากผลการทาํนายขนาดของโปรตีนทีÉไม่มี signal peptide พบว่าโปรตีนมีนํÊ าหนกั
โมเลกลุ 21,561.75 Da และมีค่า pI เท่ากบั 4.60  

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน C-type lectin ในอวยัวะต่างๆ ของกุง้กุลาดาํดว้ยเทคนิค 
RT-PCR โดยใชก้ารแสดงออกของยนี elongation factor-1 alpha เป็นตวัเปรียบเทียบ พบวา่ ยนี C-type 
lectin มีการแสดงออกใน ต่อมนํÊาเหลือง หวัใจ ลาํใสแ้ละเมด็เลือด โดยไม่พบการแสดงออกของยนีใน
เหงือกและตบั และเมืÉอศึกษาอตัราการตายของกุง้ทีÉถูกฉีดดว้ยแบคทีเรีย V. harveyi เมืÉอมีการลดการ
แสดงออกของยนี C-type lectin ดว้ยเทคนิค RNA interference พบว่ากุง้ทีÉถูกลดการแสดงออกของยนี 
C-type lectin มีอตัราการตายของสูงกว่ากุง้ในกลุ่มควบคุม นัÉนอาจกล่าวไดว้่า C-type lectin มี
ความสาํคญัต่อระบบภูมิคุม้กนัในกุง้กลุาดาํ 
 การผลิตรีคอมบิแนนท ์C-type lectin ในระบบแบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ Rosetta (DE3) โดย
ใชเ้วคเตอร์ 2 ชนิด คือ pET28b และ pET32a ซึÉ งทัÊง 2 ระบบเวคเตอร์ พบว่าสามารถผลิตรีคอม
บิแนนท์โปรตีนทีÉมีขนาด 24 กิโลดาลตนั และ 39 กิโลดาลตนั ตามทีÉคาดไว ้ตามลาํดบั แต่ปริมาณ
โปรตีนทีÉได้มีปริมาณน้อยและอยู่ในรูปตะกอน จึงไม่เพียงพอต่อการนําไปทาํบริสุทธิÍ และศึกษา
ลกัษณะสมบติัได ้นอกจากนีÊ ยงัพบแถบโปรตีนทีÉมีขนาดเลก็ว่าทีÉคาดไว ้ทัÊงนีÊ อาจเนืÉองจากระบบของ
แบคทีเรียทีÉยงัไม่เหมาะสม หรืออาจมีการตดัของเอนไซมโ์ปรติเอสบางชนิดทาํใหไ้ดโ้ปรตีนขนาดเลก็
ลง และเมืÉอนาํมาผลิตในระบบยสีตก์็พบว่ายงัไม่สามารถสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินออกมาได ้
ดงันัÊนการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินจึงยงัคงมีความพยายามต่อไป เช่นคดัเลือกแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุอืÉนทีÉอาจเหมาะสมในการสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเลคตินได ้ 



 

 ผลการศึกษาในครัÊ งทาํให้ทราบลกัษณะลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง C-type lectin ในกุง้กุลาดาํ 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีนทีÉไดจ้ากการจาํลองดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ การแสดงออกของยนีใน
อวยัวะต่างๆ รวมถึงผลของการลดการแสดงออกของยนีในกุง้ทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย ผลทีÉไดจ้ากการศึกษา
ครัÊ งนีÊ อาจเป็นขอ้มูลพืÊนฐานสําคญัในการเพิÉมความเขา้ใจในระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาดาํ ซึÉ งอาจ
นาํไปสู่การประยกุตใ์ชเ้พืÉอการพฒันาและส่งเสริมอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กลุาดาํทีÉย ัÉงยนืต่อไป 
 
ผลงานทีÉคาดว่าจะตีพมิพ์ในวารสารวชิาการนานาชาต ิ
วารสาร Fish & Shellfish Immunology ซึÉงมี impact factor (2010) 3.044 
ชืÉอเรืÉอง Molecular cloning and characterization of a C-type lectin in the black tiger shrimp 
Penaeus monodon 
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ดว้ยเทคนิค colony PCR                  28 

 



บทนํา 
C-type (Ca2+-dependent) lectins เป็นโปรตีนทีÉสามารถจบักบันํÊ าตาลอยา่งจาํเพาะ โดยมีโดเมน

ตัÊงแต่หนึÉงโดเมนทีÉทาํหนา้ทีÉจดจาํนํÊ าตาล (Drickamer  et al., 1993) ในหนึÉงโดเมนจะมีบริเวณลาํดบักรดอะมิ
โนอนุรักษ์สําหรับการจบักบัแคลเซียมและนํÊ าตาล และภายในโครงสร้างจะมีการสร้างพนัธะไดซัลไฟด์
จาํนวน 2-3 คู่ (Zelensky and Gready, 2005) โดยมีรายงานว่าในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั C-type lectins 
เกีÉยวขอ้งกบัการตอบสนองต่อภูมิคุม้กนั อาทิเช่น cell adhesion การกระตุน้ prophenoloxidase การกลืนกิน
สิÉงแปลกปลอม (phygocytosis) และการห่อหุม้สิÉงแปลกปลอม (encapsulation) (Koizumi et al., 1999; Wang 
et al., 2009; Zhang et al., 2009) ในระยะทีÉผา่นมามีการศึกษาเพืÉอคน้หาและโคลนยนี C-type lectins จาก
สัตวจ์าํพวกอาร์โทรพอดหลายชนิด เช่น แมลง ปู หอย และกุง้ โดยเฉพาะอย่างยิÉง การศึกษายีน C-type 
lectins ของกุง้ทีÉพบว่ามีความเกีÉยวขอ้งกบักระบวนการทางชีววิทยาต่างๆ ไดแ้ก่ กระบวนการตา้นไวรัส การ
ตา้นแบคทีเรียและจุลินทรีย ์อยา่งไรก็ตาม ความรู้เรืÉองกลไกทีÉเกีÉยวขอ้งเกีÉยวกบัภูมิคุม้กนัของโปรตีนเลคติน
ยงัมีอยูน่อ้ยมาก โดยเฉพาะในกุง้กลุาดาํ Penaeus monodon ซึÉงเป็นสตัวน์ํÊ าเศรษฐกิจของประเทศไทย 

เมืÉอประมาณสิบปีทีÉผ่านมา การเพาะเลีÊยงกุง้กุลาดาํของประเทศไทยประสบปัญหาอย่างหนกั
จากการระบาดของไวรัสและแบคทีเรีย ทาํใหส่้งผลต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีÊยงและการส่งออกซึÉงคิดเป็น
มูลค่าความเสียหายหลายสิบลา้นบาท (Chen et al., 1991, Luo et al., 2007) ดงันัÊนความรู้ความเขา้ใจเรืÉองยนี
ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาดาํ อย่างเช่นยีน C-type lectins อาจจะช่วยให้ทราบกลไกของ
กระบวนการเกิดโรคและหาวิธีการป้องกนัและการจดัการอยา่งย ัÉงยนืเพืÉอทาํใหกุ้ง้มีสุขภาพทีÉดีและปลอดโรค
ต่อไป 

จุดประสงค์การทดลอง 
1. เพืÉอคนหาและศึกษาลกัษณะสมบติัของยนี nevel C-type lectin ในกุง้กลุาดาํ P. monodon โดยหา

ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éสมบูรณ์ 
2. เพืÉอศึกษาการแสดงออกของ mRNA ในเนืÊอเยืÉอต่างๆ  
3. เพืÉอผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin และทาํใหบ้ริสุทธิÍ เพืÉอศึกษาสมบติัของรีคอมบิแนนท์

โปรตีน C-type lectin 
 

ขอบเขตของการวจัิย  
โครงการวิจยันีÊตอ้งการโคลนและหายนีตลอดสายของ C-type lectin จากเมด็เลือดกุง้กุลาดาํ 

และตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกล่าวในเนืÊ อเยืÉอต่างๆ ของกุ้งกุลาดําโดยใช้เทคนิค RT-PCR 
นอกจากนีÊ ยงัตอ้งการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในเซลลแ์บคทีเรียและทาํให้บริสุทธิÍ เพืÉอนาํมาศึกษาสมบติั
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนต่อไป  
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ทบทวนเอกสาร 

กุง้กุลาดาํเป็นสัตวน์ํÊ าเศรษฐกิจทีÉสาํคญัของประเทศไทย ประเทศไทยสามารถส่งออกกุง้ไดถึ้ง 
200,000-250,000 ตนัต่อปี นาํรายไดเ้ขา้สู่ประเทศคิดเป็นมูลค่าหลายหมืÉนลา้นบาท อยา่งไรก็ตาม เกษตรกรผู ้
เลีÊยงกุง้กลุาดาํยงัคงประสบปัญหาต่าง ๆ ทีÉส่งผลกระทบต่อผลผลิตอยา่งต่อเนืÉอง ปัญหาสาํคญัประการหนึÉงก็
คือ ปัญหาการระบาดของโรคติดเชืÊอต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิÉงโรคติดเชืÊอทีÉเกิดจากไวรัสและแบคทีเรีย 
(Lightner et al., 1983; Kroll et al., 1991; Mohney et al., 1994; Hasson et al., 1995; Flegel 1997 และ Sung 
et al., 2001) ทาํใหผ้ลผลิตจากอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กุลาดาํลดนอ้ยลงเป็นจาํนวนมาก ทีÉผา่นมาเกษตรกร
ใชย้าปฏิชีวนะในการแกปั้ญหาการติดเชืÊอโรคในกุง้กลุาดาํ การใชส้ารดงักล่าวส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรม
การเลีÊ ยงกุง้กุลาดาํเนืÉองจากสารดังกล่าวมีการตกคา้งในกุง้กุลาดาํและส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศน์ใน
บริเวณบ่อเลีÊยงกุง้ ความรู้ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัในระดบัโมเลกุลของกุง้กุลาดาํจึงมีความสาํคญัเพืÉอ
ประโยชน์และพฒันาอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้ต่อไป ดงันัÊนการคน้หาและศึกษาหนา้ทีÉของยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบั
ระบบภูมคุม้กนัของกุง้กุลาดาํจึงมีความจาํเป็นอยา่งยิÉง เพืÉอช่วยให้เขา้ใจถึงหนา้ทีÉและกลไกการทาํงานของ
ยนีต่าง ๆ ในระบบภูมิคุม้กนัทีÉตอบสนองต่อการติดเชืÊอและนาํไปสู่การหาวิธีการควบคุมและป้องกนัโรคทีÉมี
ประสิทธิภาพ เพืÉอลดปัญหาโรคระบาดในกุง้กุลาดาํ และช่วยใหอ้าชีพการเพาะเลีÊยงกุง้กุลาดาํมีความมัÉนคง
และยัÉงยนื 

ระบบภูมิคุม้กนัในครัสเตเชียน เป็นระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะทีÉมีมาแต่กาํเนิดเรียกว่า 
Innate immunity ประกอบดว้ย humoral immune และ cellular immune โดยระบบภูมิคุม้กนัหลกัจะอยูใ่น
ส่วนของเมด็เลือด เช่น การกลืนทาํลาย (phagocytosis) การห่อหุ้มสิÉงแปลกปลอม (encapsulation) การ
แขง็ตวัของเลือด (clotting) การสร้างสารทีÉมีฤทธิÍ ตา้นจุลชีพ (antimicrobial substances) และการเกิด
ขบวนการสร้างเมลานิน (melanisation) โดยการกระตุน้ของระบบ prophenoloxidase activating system 
(proPO system) เป็นตน้  

ระบบภูมิคุม้กนัในนํÊาเลือด (Humoral immunity) มีโปรตีนทีÉสาํคญั ไดแ้ก่ เลคติน (lectins) โดย
หนา้ทีÉสาํคญัของเลคตินในระบบภูมิคุม้กนั พบว่ามี 2 หนา้ทีÉ คือ หนา้ทีÉการกาํจดัเซลลที์Éไม่ตอ้งการทิÊงไปใน
ระหวา่งขบวนการเจริญเติบโต (metamorphosis) และหนา้ทีÉการมีส่วนร่วมในปฏิกิริยาการป้องกนัการติดเชืÊอ 
เลคตินเป็นชืÉอเรียกของกลุ่มโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนทีÉสามารถจบักบัคาร์โบไฮเตรทอยา่งจาํเพาะ เลคติน
ยงัมีชืÉอเรียกอีกอยา่งหนึÉงว่า แอก็กลูตินิน (agglutinin) เนืÉองจากมีความสามารถทาํใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงของ
สัตวห์ลายชนิดจบักลุ่มตกตะกอน ในปัจจุบนัพบเลคตินหลายร้อยชนิดทีÉจากแบคทีเรีย รา พืช และสัตว ์
(Goldstein and Poretz 1986) เลคตินเป็น non-self recognition molecules ในระบบภูมิคุม้กนัของสัตวท์ัÊงทีÉมี
กระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลงั (Arason et al., 1996) จากการศึกษาถึงบทบาทของเลคตินในพืช 
พบว่า เลคตินมีบทบาททีÉน่าสนใจในการทาํหนา้ทีÉเป็นโมเลกุลป้องกนั (defensive molecules) และมีรายงาน
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ว่าเลคตินเกีÉยวขอ้งกบัการยบัย ัÊงการบุกรุกของไวรัสในสัตวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนมอีกดว้ย (Nabatov และคณะ in 
press) 

C-type lectin เป็นเลคตินชนิด Calcium-dependent (C-type) animal lectin ซึÉ งเลคตินเป็น
โปรตีนหรือไกลโคโปรตีนทีÉมีหนา้ทีÉหลายประการ เลคตินเป็นโปรตีนทีÉสามารถจบักบัคาร์โบไฮเดรตอยา่ง
จาํเพาะและมีแหล่งจบัมากกว่า 1 ตาํแหน่ง และสามารถทาํให้เซลล์เกาะกลุ่มหรือสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตตกตะกอนได ้ เลคตินพบไดท้ัÊงในพืช สัตว ์และจุลินทรียต่์างๆ จากการศึกษาพบว่าเลคตินมี
ส่วนเกีÉยวขอ้งกบัการป้องกนัตนเองของสัตวเ์พราะมีความจดจาํทีÉจาํเพาะกบันํÊ าตาลบนผิวของแบคทีเรีย 
(Weis et al., 1998) ทาํให้แบคทีเรียเกาะกลุ่มหรือกระตุน้การกลืนกินแบคทีเรียโดยเมด็เลือด การศึกษาเล
คตินในกุง้ penaeid หลายชนิด พบว่าเลคตินหลายชนิดแมมี้โครงสร้างแตกต่างกนั แต่บทบาททางชีวภาพใน
การจบัจาํเพาะต่อนํÊาตาลจะเหมือนกนั นอกเหนือจากบทบาททีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบป้องกนัตนเองแลว้ เลคติน
ในครัสเตเชียนยงัช่วยขนส่งนํÊ าตาลเชิงซอ้น และเกีÉยวขอ้งกบัพฒันาการเจริญพนัธ์ุของกุง้เพศเมียทีÉเกิดจาก
การสะสมของโยลค์โปรตีนอยา่งรวดเร็วในไข่ในกุง้แชบ๊วย (Penaeus merguiensis de Man) ซีรัมเลคติน
จากฮีโมลิมฟ์มีทาํให้เกิดการเกาะกลุ่มของเมด็เลือดแดงกระต่าย (ประภาพร และคณะ 2544) C-type lectin 
ในหนูมีส่วนเกีÉยวขอ้งในการกาํจดัเซลลที์Éเกิด apoptosis (Dalton et al., 2003) และมีรายงานว่า โปรตีนนีÊ ช่วย
ในการกาํจดัไกลโคโปรตีนบางชนิดออกจากกระแสเลือดในคน (Coombs et al., 2006) นอกจากนีÊ ยงัพบว่า 
Asialoglycoprotein receptoor ซึÉ งเป็น C-type lectin ชนิดหนึÉงมีส่วนช่วยในกระบวนการ endocytosis และ 
degradation ของโปรตีนหลายชนิดในพลาสมา (Baricevic et al., 2002) ในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัพบว่ามี
การศึกษาถึงลกัษณะและบทบาทของ C-type lectin โดยในปี 2008 Zhu et al. พบว่ายนี C-type lectin ใน
หอยแครงมีการแสดงออกเพิÉมขึÊนเมืÉอมีหอยถูกกระตุน้ดว้ยเชืÊอแบคทีเรีย นอกจากนีÊ ยงัมีการศึกษาในสัตว์
จาํพวกกุง้ ซึÉ งพบว่ายนี C-type lectin ในเมด็เลือดของกุง้จีน (Fenneropenaeus chinensis) มีการแสดงออก
สูงขึÊนหลงัจากทีÉกุง้ถูกกระตุน้ดว้ยแบคทีเรียหรือไวรัส (Liu et al., 2007) และพบว่า C-type lectin ในกุง้จีนมี
ความสามารถในการจบักบัแบคทีเรียทัÊงแกรมบวกและแกรมลบไดดี้ และสามารถทาํใหแ้บคทีเรียตกตะกอน
ไดอี้กดว้ย (Sun et al., 2008) การศึกษาเลคตินในกุง้กุลาดาํโดย Ratanapo และคณะในปี 1990 พบว่า 
monodin ซึÉงเป็นเลคตินชนิดหนึÉง ทีÉสกดัไดจ้ากเมด็เลือดกุง้กุลาดาํเป็นไกลโคโปรตีนทีÉมีความจาํเพาะต่อ N-
acetylneuraminic acid และสามารถทาํใหเ้กิดการตกตะกอนของแบคทีเรีย Vibrio vulnificus ได ้(Ratanapo 
et al., 1992) แต่ยงัไม่มีรายงานการโคลนยนีของ monodin หรือยนีเลคตินอืÉนๆในกุง้กลุาดาํ 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในเม็ดเลือดของกุง้กุลาดาํทีÉถูกกระตุน้ดว้ยเชืÊอไวรัสและ
แบคทีเรียดว้ยเทคนิค cDNA microarray พบว่ายนีเลคตินมีการแสดงออกเพิÉมขึÊน (Wongpanya et al., 2007) 
อยา่งไรก็ตามบทบาทของ C-type lectin ทีÉพบในกุง้กุลาดาํยงัไม่ทราบแน่ชดัเพราะขาดขอ้มูลในดา้นชีว
โมเลกุลและหนา้ทีÉของเลคตินในกุง้ โครงการวิจยันีÊ จึงสนใจทีÉจะโคลนและศึกษาลกัษณะสมบติัของยนี C-
type lectin และใชเ้ป็น molecular probe ในการตรวจหาการแสดงออกเชิงปริมาณของ mRNA ในเนืÊอเยืÉอ
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ต่างๆ ของกุง้กลุาดาํ และผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนและทาํบริสุทธิÍ  เพืÉอศึกษาคุณสมบติัของโปรตีน เพืÉอใหมี้
ขอ้มูลในการทาํความเขา้ใจกระบวนการและหน้าทีÉของยีนนีÊ ต่อกลไกทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิตา้นทานต่อ
โรคของกุง้กุลาดาํไดม้ากยิÉงขึÊน และนาํความรู้ทีÉไดไ้ปรวบรวมเพืÉอนาํไปสู่การผลิตกุง้กุลาดาํหรือกุง้ penaeid 
ชนิดอืÉนใหมี้ความทนทานต่อโรคและช่วยเพิÉมผลผลิตใหเ้กษตรกรในการเพาะเลีÊยงกุง้ต่อไป 
 

 
วธีิดําเนินการวจัิย 

1. การสกดั Total RNA  การสังเคราะห์ cDNA และการวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 
ใชกุ้ง้กลุาดาํจากฟาร์ม ทีÉมีอายปุระมาณ 3 เดือน นํÊ าหนกัเฉลีÉย 16 กรัมต่อตวั มาเลีÊยงในตูเ้ลีÊยงทีÉ

ความเคม็ 15 ppt เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 วนัก่อนทาํการทดลอง จากนัÊนดูดเลือดกุง้โดยใช ้10% โซเดียมซิเตรต
เป็นสารป้องกนัเลือดแขง็ตวั (anticoagulant) แลว้ปัÉนเก็บเมด็เลือดกุง้ และตดัเก็บเนืÊอเยืÉอต่างๆ ไดแ้ก่ เหงือก 
ต่อมนํÊ าเหลือง หัวใจ ลาํใส้ เมด็เลือด และตบั (gill  lymphoid  heart  intestine  heamocytes และ 
hepatopancreas) เพืÉอนาํมาสกดั total RNA โดยใช ้TRI reagent (Molecular Research Center, Inc) จากนัÊน
ทาํลายดีเอน็เอทีÉปนเปืÊ อนดว้ยเอนไซม ์RNase-free DNase I และตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ทีÉสกดัได้
โดยการวิเคราะห์ดว้ย agarose gel electrophoresis และหาปริมาณ total RNA โดยวดัความเขม้ขน้ดว้ยเครืÉอง
สเปคโครโฟโตรมิเตอร์ นาํ total RNA ทีÉไดม้าสร้าง first-strand cDNA โดยใชชุ้ดสาํเร็จ Improm-II Reverse 
Transcription System (Promega) ใช ้cDNA ของเมด็เลือดเป็นแม่แบบสาํหรับการเพิÉมปริมาณนิวคลีโอไทด์
ทีÉสมบูรณ์ (Full-length cDNA) ของยนี C-type lectin โดยใชข้อ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงหมดของยนี C-
type lectin จากห้องสมุด cDNA ของกุง้กุลาดาํมาทาํการรวมกลุ่ม (assembly) เพืÉอออกแบบไพรเมอร์ทีÉ
จาํเพาะกบัยนี novel c-type lectin จากนัÊนนาํ total RNA ทีÉเตรียมไดจ้ากเมด็เลือด มาสร้าง first-strand cDNA 
และโคลนชิÊนดีเอน็เอเขา้ pGEM-T easy vector และนาํมา transform เขา้ Escherichia coli JM109 โดยวิธี 
heat shock และนาํ recombinant clones ทีÉไดม้าตรวจสอบหาชิÊน insert โดยการ digestion ดว้ยเอนไซม ์
EcoRI และวิเคราะห์ชิÊน insert ใน agarose gel electrophoresis แลว้นาํรีคอมบิแนนทโ์คลนไปตรวจสอบ
ความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทด์ดว้ย nucleotide sequencing โดยบริษทั Macrogen ประเทศเกาหลี 
จากนัÊนทาํการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดโ์ดยเทคนิคชีวสารสนเทศ โดยวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน novel c-type lectin โดยใชโ้ปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) และ SMART 
(http://www.smart.emblheidelberg.de/) ทาํนายการจัดเรียงตัวกรดอะมิโนของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม 
Expert Protein Analysis System (http://au.expasy.org/) ทาํการเทียบเคียงลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน 
(multiple sequence alignments) โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW multiple sequence alignment 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) แลว้ทาํการวิเคราะห์ signal peptide ดว้ยโปรแกรม SignalP 3.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) และวิเคราะห์กรดอะมิโนซิสเตอีนบริเวณอนุรักษ ์(conserved 
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cysteine residues) โดยใชโ้ปรแกรม ExPASy PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/) และทาํ Homology 
model โดยใชโ้ปรแกรม SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) 

 
2. การตรวจสอบการแสดงออกของยนีในเนืÊอเยืÉอต่าง ๆ โดยใช้เทคนิค RT-PCR 

นาํ cDNA ทีÉไดจ้ากเนืÊอเยืÉอต่างๆ มาเจือจาง 5 เท่า เพืÉอใชเ้ป็นแม่แบบในการตรวจสอบการ
แสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์จากลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éไดอ้อกแบบไว ้ (PmLecF: 5’-
TGGCTGCTGTTGGTTACAAG-3’ และ PmLecR: 5’-AGAGCTTCACATGGGGTTTG-3’) ในปฏิกิริยา 
25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย Taq PCR Master Mix (2.5 units Taq DNA Polymerase 1x QIAGEN PCR 
Buffer, 200 μM dNTP) ไพรเมอร์แต่ละสาย (PmLecF และ PmLecR) มีความเขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ แลว้
นาํเขา้เครืÉอง Thermocycler โดยใชอุ้ณหภูมิและเวลาดงันีÊ : 94 องศาเซลเซียส 4 นาที จาํนวน 1 รอบ ตามดว้ย 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จาํนวน 30 รอบ ต่อ
ดว้ย 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จาํนวน 1 รอบ วิเคราะห์ผลในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีสความเขม้ขน้ 2 
เปอร์เซ็นต ์ยอ้มดว้ย ethidium bromide ตรวจสอบและบนัทึกผลทีÉไดด้ว้ยเครืÉอง Gel documentation (DNR 
Bio-Imaging Systems) วดัปริมาณผลผลิตทีÉไดเ้ปรียบเทียบกบัความเขม้ของแถบดีเอน็เอของยนี elongation 

factor 1 alpha (EF1-α) ซึÉงใชไ้พรเมอร์ทีÉจาํเพาะ (EF1α-F: 5’-GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC-3’ และ 
EF1α-R: 5’-CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG-3’). 

 
3. การเตรียม Double-stranded RNA (dsRNA) 

ออกแบบไพร์เมอร์ทีÉจาํเพาะเพืÉอใชใ้นการสร้าง dsRNA ของยีน C-type lectin และ Green 
fluorescent protein (GFP) ดงันีÊ  

lec-F  5'-TTCGGCGCACAGTGACAGAC-3' 
lec-R  5'-ATCCTCTCAGCGTCCGATTC-3'  
T7lec-F  5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGTCTTGGTGCCCAGCCTTG-3' 
T7lec-R  5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGGTGTCCCCCTCTGGTTCA-3' 
GFPT7-F  5'- TAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3' 
GFP-R  5'-TTACTTGTACAGCTCGTCCA-3' 
GFP-F  5'-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3' 
GFPT7-R  5'- TAATACGACTCACTATAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCA-3' 

ในการทดลองนีÊ ใช ้ dsRNA ของ Green fluorescent protein (GFP) เป็น Negative control เริÉมจากสร้าง 
dsDNA ของ Sense strand และ Anti-sense strand ดว้ยไพรเมอร์ทีÉเหมาะสม จากนัÊนนาํผลผลิต PCR ทีÉ
ไดม้าทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยใชชุ้ดสกดั HiYield™ Gel/ PCR DNA Extraction Kit  (RBC Bioscience) จากนัÊน
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นาํมาเป็นตน้แบบในการสร้าง ssRNA ดว้ย T7 RNA polymerase (T7 RiboMAX™ Express Large Scale 
RNA Production Systems, Promega, USA) วิเคราะห์ผลในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1.2 เปอร์เซ็นต ์
ยอ้มดว้ย Ethidium bromide ตรวจสอบดว้ยเครืÉอง UV transilluminator และวดัความเขม้ขน้ของ ssRNA ดว้ย
เครืÉองสเปคโครโฟโตรมิเตอร์ นาํ ssRNA ปริมาณเท่ากนัมารวมเพืÉอทาํใหเ้กิด dsRNA และใชใ้นการทดลอง
ต่อไป 

 
4. การทาํ gene knockdown ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) ของในกุ้งกลุาดํา 

ใชกุ้ง้ขนาดเลก็นํÊ าหนกัประมาณ 1-2 กรัม แบ่งกลุ่มตวัอยา่งกุง้เป็น 3 ชุด (3 ซํÊ า) เพืÉอทดสอบ
การ knockdown ยนี C-type lectin โดยกลุ่มทีÉ 1 ฉีดดว้ย C-type lectin-dsRNA กลุ่มทีÉ 2 ฉีดดว้ย GFP-dsRNA 
(ตวัควบคุม) โดยฉีด dsRNA (ในโซเดียมคลอไรด)์ ปริมาณ 5 มิลลิกรัมต่อนํÊ าหนกักุง้ 1 กรัม ทีÉบริเวณช่อง
ทอ้งของกุง้ และกลุ่มทีÉ 3 ฉีดสารละลายโซเดียมคลอไรด ์เพืÉอเป็นตวัควบคุม โดยฉีดทัÊงหมด 2 ครัÊ ง ห่างกนั 
24 ชัÉวโมง จากนัÊนเก็บเลือดของกุง้หลงัฉีดครัÊ งแรก เป็นเวลา 2 วนั และหลงัการฉีดครัÊ งทีÉ 2 เป็นเวลา 5 วนั 
นาํเมด็เลือดมาสกดั total RNA โดยใช ้NucleoSpin1 RNAII (MACHEREY-NAGEL) แลว้นาํ total RNA ทีÉ
ไดม้าใชส้ร้าง first-strand cDNA ดว้ย ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega, USA) จากนัÊนนาํมา
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนี C-type lectin ในกุง้ทัÊง 3 กลุ่มดว้ยวิธี semi-quantitative RT-PCR โดย

ใชไ้พรเมอร์ lecF และ lecR เทียบกบัระดบัการแสดงออกของยนี elongation factor 1 alpha (EF1-α)  
 

5. ศึกษาผลการ knockdown ยีน C-type lectin ต่อการติดเชืÊอแบคทีเรีย Vibrio harveyi ด้วยเทคนิค 
RNA interference (RNAi)  

แบ่งตวัอยา่งกุง้เป็น 3 กลุ่มๆ ละ 10 ตวั (3 ซํÊ า) โดยกลุ่มทีÉ 1 ฉีดกุง้ดว้ย C-type lectin-dsRNA 
กลุ่มทีÉ 2 ฉีดดว้ย GFP-dsRNA (ตวัควบคุม) โดยใช ้dsRNA ปริมาณ 5 มิลลิกรัมต่อนํÊ าหนกักุง้ 1 กรัม และ
กลุ่มทีÉ 3 ฉีดดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เพืÉอใชเ้ป็นตวัควบคุม หลงัจากนัÊน 24 ชัÉวโมงทาํการฉีดเชืÊอ
แบคทีเรีย V. harveyi (2x105 CFU) ในกุง้ทัÊง 3 กลุ่ม แลว้ตรวจนบัจาํนวนกุง้ทีÉตายหลงัฉีดเชืÊอเวลา 1-7 วนั 
โดยทาํการทดลอง 3 ซํÊาในแต่ละกลุ่มทดลอง 

 
6. การผลติรีคอมบิแนนท์โปรตนี C-type lectin ในระบบแบคทเีรีย 

6.1 การเพิÉมปริมาณยนี C-type lectin ด้วยเทคนิค PCR  
เพิÉมปริมาณยนี C-type lectin (ตดัส่วน signal peptide) โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะและมีความ

เหมาะสมสาํหรับโคลนเขา้ Expression vector pET-28b หรือ pET-32a  (ตารางทีÉ 1) ปฏิกิริยาการทาํ PCR ใน
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 2.5 units Pfu Taq DNA Polymerase  1x Buffer  200 μM dNTP ไพร
เมอร์แต่ละสายมีความเขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ และใช ้ cDNA จากเมด็เลือดของกุง้กลุาดาํเป็นแม่แบบ นาํ
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ผลผลิตทีÉไดไ้ปวิเคราะห์ในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นต ์ ยอ้มดว้ย ethidium bromide และ
ตรวจสอบดว้ยเครืÉอง UV transilluminator สาํหรับผลผลิต PCR ทีÉได ้ นาํมาทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยใชชุ้ดสกดั 
HiYield™ Gel/ PCR DNA Extraction Kit (RBC Bioscience)  
 
ตารางทีÉ  1 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ของยีน C-type lectin (ขีดเส้นใตคื้อตาํแหน่งตดัจาํเพาะดว้ย
เอนไซม ์อกัษรตวัหนา คือ Stop codon) 

ไพรเมอร์ ลาํดบั (5’            3′) ขนาดทีÉคาดหมาย 
(bp) 

การโคลนเข้า pET-28b   

- FLecpET_NdeI 5’-AGCATATGCAACTACAGAGGAATTGC-3’ 
605 

- RLecpET_EcoRI 5’-ATGAATTCTCTGCATTAGACCATGACTGC-3’ 

การโคลนเข้า pET-32a   
- FLec_EcoRI 5’-AGGAATTCCAACTACAGAGGAATTGC - 3′ 

609 
- RLec_NotI 5’-ATGCGGCCGCTCTGCATTAGACCATGACTGC - 3′ 

 

6.2 การเชืÉอมต่อยนี C-type lectin กบัพลาสมิด pGEM®-T easy 
นาํผลผลิต PCR ทีÉทาํบริสุทธิÍ แลว้ มาเชืÉอมต่อกบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy โดยใชอ้ตัราส่วน 3

ต่อ1 โดยปฏิกิริยาปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย บฟัเฟอร์สาํหรับเชืÉอมต่อ (1x rapid ligation buffer) 
เอนไซม ์T4 DNA Ligase ปริมาณ 3 ยนิูต เวคเตอร์ pGEM®-T easy ปริมาณ 50 นาโนกรัม และชิÊนส่วนยนีทีÉ
เพิÉมปริมาณ 30 นาโนกรัม นาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัÉวโมง จะไดพ้ลาสมิด 
pGEM- C-type lectin จึงนาํพลาสมิดทีÉไดม้าเติมลงใน competent cell (แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ JM109) ทีÉ
เตรียมไว ้ แลว้แช่ในนํÊ าแขง็ทนัทีเป็นเวลา 30 นาที หลงัจากทาํการ heat shock จึงเติมอาหาร SOC (2% 
tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM  NaCl, 2.5 mM KCl, 20 mM MgCl2 และ 20 mM glucose) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แลว้นาํไปเขยา่ทีÉ 37  องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัÉวโมง ปัÉนเหวีÉยง
เซลลที์Éความเร็วรอบ 1,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายออกจนเหลือปริมาตร 
100 ไมโครลิตร แลว้ spread ลงบนอาหาร LB agar ทีÉมียาปฏิชีวนะ Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร X–gal ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ IPTG ความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร แลว้นาํเชืÊอบ่มทีÉ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง จากนัÊนทาํการคดัเลือกรีคอมบิแนนทโ์คลน
ดว้ยเทคนิค colony PCR ตรวจสอบผลดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์
ตรวจสอบและบนัทึกผลทีÉไดด้ว้ยเครืÉอง gel documentation (DNR Bio-Imaging Systems) จากนัÊนนาํโคลนทีÉ
มีชิÊนยีนมาเลีÊยงเพืÉอเพิÉมปริมาณแลว้สกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั HiYield™ Plasmid Mini Kit (RBC 
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Bioscience) นาํพลาสมิดทีÉไดม้าตรวจสอบโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NdeI และ EcoRI หรือใช ้
EcoRI และ NotI (สาํหรับรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดทีÉจะโคลนเขา้ pET28b และ pET32a ตามลาํดบั) นาํผลทีÉได้
ไปตรวจสอบในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส ยอ้มดว้ย ethidium bromide ตรวจสอบและบนัทึกผลทีÉได้
ดว้ยเครืÉอง Gel documentation  

สาํหรับพลาสมิดทีÉมีการตดัอยา่งสมบูรณ์ นาํมาตรวจสอบในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 
1 เปอร์เซ็นต ์ ตดัชิÊนดีเอ็นเอทีÉมีขนาดตามทีÉคาดไวอ้อกมาจากเจล นาํมาทาํให้บริสุทธิÍ โดยใชชุ้ดสกดั 
HiYield™ Gel/ PCR DNA Extraction Kit (RBC Bioscience) เก็บผลผลิตดีเอน็เอทีÉไดเ้พืÉอนาํไปโคลนเขา้ 
expression vector (pET28b และ pET32a) ต่อไป 

6.3 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28b-lectin และ pET32a-lectin  
นาํพลาสมิด pET28b หรือ pET32a มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ NdeI หรือ EcoRI 

และ NotI ตามลาํดบั ตรวจสอบในอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส ตดัชิÊนดีเอน็เอทีÉถูกตดัอยา่งสมบูรณ์ออกมา
จากเจล นาํมาทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยใชชุ้ดสกดั HiYield™ Gel/ PCR DNA Extraction Kit (RBC Bioscience) 
และนาํมาเชืÉอมต่อกบัชิÊนดีเอน็เอทีÉไดจ้ากขอ้ 6.2 โดยในปฏิกิริยามีปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 1X 
ligase buffer (Promega) เอนไซม ์ T4 DNA ligase 3 ยนิูต โดยใชดี้เอน็เอและพลาสมิดในอตัราส่วน 3:1 
จากนัÊนบ่มทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง จากนัÊนนาํรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28b-
lectin และ pET32a-lectin ถ่ายเขา้สู่ completent cell ดว้ยวิธี heat shock แลว้เติมอาหาร SOC medium 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปเขยา่ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1-2 
ชัÉวโมง แลว้นาํมาตกตะกอนเซลลโ์ดยการหมุนเหวีÉยงทีÉ 1,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิÊง
ให้เหลือปริมาตรในหลอดประมาณ 100 ไมโครลิตร จากนัÊนผสมให้ตะกอนกระจายทัÉวและนาํไป spread 
บนอาหารคดัเลือก LB agar โดย pET28b-lectin ใชย้าปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วน pET32a-lectin ใชย้าปฏิชีวนะ ampicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัÉวโมง จากนัÊนทาํการคดัเลือกรีคอมบิแนนทโ์คลนดว้ยเทคนิค 
colony PCR และการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะดงัไดก้ล่าวแลว้ขา้งตน้ 

6.4 การผลติรีคอมบิแนนค์โปรตีน C-typ lectin  
นาํรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET28b-lectin หรือ pET32a-lectin มาส่งผา่นเขา้เซลลแ์บคทีเรีย E. 

coli สายพนัธ์ุ Rosetta (DE3) ดว้ยวิธี heat-shock แลว้ spread เชืÊอทีÉไดล้งไปในอาหาร LB agar ทีÉมียา
ปฏิชีวนะทีÉเหมาะสม นาํเชืÊอบ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง เขีÉยโคโลนีเดีÉยวลงใน
อาหารเหลว LB broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตรทีÉมียาปฏิชีวนะทีÉเหมาะสม เขยา่ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ดว้ยความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง จากนัÊนนาํเชืÊอทีÉไดใ้ส่ลงไปในอาหารเหลว LB broth 
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ทีÉมียาปฏิชีวนะทีÉเหมาะสม นาํไปเขยา่ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 
250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 ชัÉวโมง (มีค่า OD600 ประมาณ 0.4-0.6) เหนีÉยวนาํให้มีการผลิตรีคอมบิแนนท์
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โปรตีนดว้ยการเติม IPTG ความเขน้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ เขยา่ต่อทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว
รอบ 250 รอบต่อนาที เก็บเซลลทุ์กๆ 1 ชัÉวโมง เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง โดยปัÉนเก็บเซลลที์Éความเร็วรอบ 6,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบโปรตีนดว้ย SDS-PAGE และเก็บ
ตะกอนเซลลที์Éอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใช ้นอกจากนีÊทาํการละลายตะกอนเซลลใ์น Lysis 
buffer (50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 5mM Imidazole, 1% Triton X-100, β-mercaptoethanol, 1mM 
PMSF) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลว้นาํไปทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยคลืÉนเสียงความถีÉสูง (Sonicator) แลว้นาํไปปัÉน
เหวีÉยง 10,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใสและตะกอนทีÉไดเ้พืÉอ
นาํไปตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ย SDS-PAGE  

6.5 การละลาย Inclusion bodies (Du et al., 2006) 
นาํตะกอน inclusion bodies มาลา้งดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ A (50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 5 

mM EDTA) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลว้ปัÉนแยกตะกอน ทาํเช่นนีÊ  2 ครัÊ ง ตามดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ B (50 
mM Tris–HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 2 M urea) แลว้ปัÉนแยกตะกอน ทาํเช่นนีÊ  2 ครัÊ ง และสารละลาย
บฟัเฟอร์ C (0.1 M Tris–HCl, pH 8.0, 10 mM DTT, 8 ML urea) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เก็บสารละลายแต่ละ
ส่วนไปตรวจสอบขนาดดว้ย SDS-PAGE 

6.6 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวธีิ Western Bloting  
หลงัจากแยกโปรตีนดว้ย SDS-PAGE ตดัแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสทีÉมีขนาดเท่ากบัแผน่

เจล SDS-PAGE แช่ในนํÊ ากลัÉน และตดักระดาษกรองประมาณ 8 แผน่ แช่ในสารละลาย Towbin พร้อมกบั 
แผน่เจล SDS-PAGE จากนัÊนยา้ยโปรตีนไปยงัแผน่เมมเบรนดว้ยเครืÉอง Transfer blotting โดยวางกระดาษ
กรองดา้นล่าง 4 แผ่น ตามดว้ยแผ่นเมมเบรน แผ่นเจล และปิดทบัดว้ยกระดาษกรองดา้นบน 4 แผ่น 
ตามลาํดบั ใชก้ระแสไฟฟ้า 15 โวลต ์เป็นเวลา 15 นาที โดยใชบ้ฟัเฟอร์ Towbin จากนัÊนนาํแผน่เมมเบรนมา
ทาํตามขัÊนตอนของ SuperSignal® West HisProbeTM Kit (Thermoscienetific, USA) โดยการ Block ดว้ย 
สารละลาย BSA/TBST ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ชัÉวโมง แลว้นาํมาลา้งดว้ยสารละลาย TBST อีก 2 
ครัÊ งๆ ละ 10 นาที จากนัÊนนาํแผน่เมมเบรนมาแช่ในแอนติบอดี HisProbeTM-HRP ทีÉเจือจางดว้ยสารละลาย 
TBST ในอตัราส่วน 1 ต่อ 5000 บ่มทีÉอุณหภูมิหอ้ง และเขยา่ดว้ยเครืÉองเขยา่ตามแนวนอน จากนัÊนลา้งดว้ย
สารละลาย TBST อีก 4 ครัÊ งๆ ละ 15 นาที บ่มใน SuperSignal® West Pico Substrate Working Solution เป็น
เวลา 5 นาที แลว้เททิÊง นาํแผน่เมมเบรนมาปิดทบัดว้ย Wrab แลว้นาํไปประกบดว้ยแผน่ฟิลม์ในหอ้งมืด ลา้ง
แผน่ฟิลม์ดว้ยสารละลาย developer ประมาณ 20 วินาที และสารละลาย fixer ประมาณ 20 วินาที แลว้ลา้ง
ดว้ยนํÊากลัÉน ตามลาํดบั ตรวจสอบขนาดของโปรตีนทีÉเกิดขึÊนบนแผน่ฟิลม์ 
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6.7 การทาํรีคอมบิแนนท์โปรตีน C-typ lectin ให้บริสุทธิÍด้วยวธีิ FPLC 
นาํสารละลายรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาชะลงในคอลมัน์ HisTrap (GE 

Healthcare) ทีÉเชืÉอมต่ออยูก่บัเครืÉอง Fast Protein Liquid Chromatography แลว้ลา้งคอลมัน์ดว้ย Washing 
buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 30 mM Imidazole) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลว้ชะโปรตีนทีÉ
จบัคอลมัน์ดว้ย elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 500 mM Imidazole) เก็บโปรตีนทีÉ
ถูกชะออกมาหลอดละ 1 มิลลิลิตร แลว้นาํไปตรวจสอบขนาดโปรตีนดว้ยดว้ย SDS-PAGE  

 
7. การแสดงออกรีคอมบีแนนท์ C-type lectin ในยสีต์ 

เนืÉองจากการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในระบบแบคทีเรีย สามารถผลิตโปรตีนไดใ้นระดบัตํÉา 
จึงไม่มีโปรตีนเลคตินเพยีงพอเพืÉอใชใ้นการหาสมบติัต่างๆ ได ้จึงไดท้ดลองผลิตโปรตีนเลคตินในระบบ
ยสีต ์

7.1 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด Pmlectin 
ทาํการเพิÉมปริมาณยนี C-type lectin ดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ดงัแสดงในตารางทีÉ 2 

โดยมีส่วนของบริเวณจดจาํของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ เพืÉอสามารถนาํไปตดัและส่งชิÊนส่วนยนีทีÉไดเ้ขา้สู่
เวคเตอร์ pPICZaBNH8-NEW  

 
ตารางทีÉ  2 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ของยนี C-type lectin เพืÉอนาํยนีเขา้สู่เซลลย์สีต ์(ขีดเส้นใตคื้อ
ตาํแหน่งตดัจาํเพาะดว้ยเอนไซม ์อกัษรตวัหนา คือ stop codon) 

ไพรเมอร์ ลาํดบั (5’            3′) ขนาดทีÉคาดหมาย 
(bp) 

FyLec_EcoRI 5’-AGGAATTCTGCAACTACAGAGGAATTGC-3′ 
611 

RLec_NotI 5’-ATGCGGCCGCTCTGCATTAGACCATGACTGC-3′ 
  

นาํผลผลิต PCR ทีÉทาํบริสุทธิÍ และเวคเตอร์ pPICZaBNH8-NEW มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
EcoRI และ NotI นาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง แลว้หยดุปฏิกิริยาทีÉอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นาํผลทีÉไดไ้ปตรวจสอบในอิเลก็โตรโฟรีซีสแบบวุน้ ตดัชิÊนดีเอน็เอมาทาํให้
บริสุทธิÍ  และนาํมาเชืÉอมต่อกนัดว้ยเอนไซมไ์ลเกส โดยบ่มทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง 
จะไดรี้คอมบิแนนท ์pPICZa-lectin นาํเขา้สู่แบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ DH5α โดยวิธี Heat shock 
จากนัÊนคดัเลือกบนอาหาร LB agar ทีÉมี Zeocin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัÉวโมง 
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7.2 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
ทาํการตรวจสอบรีคอมบิแนนทพลาสมิดดว้ย 2 วิธี คือ 1) การทาํ colony PCR โดยใชไ้พรเมอร์

ขา้งตน้ จากนัÊนตรวจสอบผลดว้ยอิเลก็โทรโฟรีซิสแบบวุน้ 2) ทาํการสกดัพลาสมิดและตรวจสอบพลาสมิดทีÉ
ไดโ้ดยตดัดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ NotI นาํผลทีÉไดไ้ปตรวจสอบในอิเลก็โทรโฟรีซิส
แบบวุน้ ยอ้มดว้ย Ethidium bromide และตรวจสอบแถบของดีเอน็เอดว้ยเครืÉอง Gel Documentation  

7.3 การตัด pPICZa-lectin ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ SacI 
นาํพลาสมิด pPICZa-lectin ทีÉตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดเ์รียบร้อยแลว้มาตดัใหเ้ป็นดีเอน็เอ

สายเดีÉยวดว้ยเอนไซม ์SacI โดยบ่มปฎิกิริยาทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัÉวโมง หยดุปฏิกิริยาทีÉ 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบดว้ยอิเลก็โตรโฟรีซีสแบบวุน้ แลว้นาํมายอ้มดว้ย Ethidium 
bromide คดัเลือกโคลนทีÉถูกตดัอยา่งสมบูรณ์นาํไปใชใ้นการส่งผา่นเขา้สู่เซลลย์สีต ์

7.4 การชักนํา linearized pPICZa-lectin เข้าสู่เซลล์ยสีต์  
เริÉมตน้จากการเตรียมเซลลย์สีตใ์นรูป competent cell (Higgins et. al., 1998) โดยนาํโคโลนี

เดีÉยวของเซลลย์สีต ์Pichia Pastoris สายพนัธ์ุ Y11430 มาเลีÊยงในอาหาร YPD broth (1% yeast extract, 2% 
peptone, 2% dextrose) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ทีÉอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง นาํเชืÊอทีÉไดใ้ส่ลงไปในอาหาร YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปเขย่าทีÉ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จนกระทัÉงมีค่า OD600 เท่ากบั 1.3 – 1.5 (ประมาณ 
6 ชัÉวโมง) จากนัÊนนาํมาปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ละลายเซลลใ์น YPD/0.02 M HEPES ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัÊนเติม DTT เขม้ขน้ 1 โมลาร์ 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปเขย่าทีÉอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทีÉ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
จากนัÊนเติมนํÊากลัÉนปราศจากเชืÉอทีÉเยน็ 100 มิลลิลิตร ปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิÊง ลา้งตะกอนดว้ยนํÊ ากลัÉนปราศจากเชืÊอทีÉเยน็ ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาทีทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทส่วนใสทิÊง 
ละลายตะกอนดว้ย sorbital เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 4,000 รอบต่อนาที ทีÉ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิÊงแลว้เติม sorbital เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แบ่งใส่
หลอดๆ ละ 40 ไมโครลิตร เก็บไวที้É -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช ้โดยนาํ linearized pPICZa-lectin เขา้สู่
เซลลย์สีตด์ว้ยวิธี Electroporation และคดัเลือกในอาหาร YPDS agar (1% yeast extract, 2% peptone, 2% 
glucose, 1M sorbital, 2% agar) ทีÉมียาปฏิชีวนะ Zeocin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเชืÊอทีÉ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาประมาณ 3 ถึง 5 วนั 
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7.5 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์ P. pastoris 

7.5.1 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์ P. pastoris โดย Colony PCR   
ทาํการตรวจสอบรีคอมบิแนนท ์P. pastoris ซึÉงดดัแปลงตามวิธี Oliveira et al, 2008 โดยใช้

สุ่มเลือกโคโลนีบนอาหาร YPDS agar (ประมาณ 10 – 20 โคโลนี) แลว้จุ่มในหลอด PCR ซึÉงภายในหลอดมี
นํÊากลัÉนปราศจากเชืÊอ ปริมาตร 9 ไมโครลิตร นาํหลอด PCR ดงักล่าว เขา้เครืÉอง Microwave ทีÉมีกาํลงัไฟฟ้า 
900 วตัต ์ เป็นเวลา 45 วินาที ทาํซํÊา 2 ครัÊ ง แลว้แช่บนนํÊาแขง็ จากนัÊนเตรียม master mix ของปฏิกิริยา PCR 
ตรวจสอบผลดว้ยอิเลก็โทรโฟรีซิสแบบวุน้ ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ และตรวจสอบดว้ยเครืÉอง UV 
transilluminator 

7.5.2 การตรวจสอบ genomic DNA ของรีคอมบิแนนท์ P. pastoris โดย PCR 
สกดั Genomic DNA ของยสีต ์(ดดัแปลงตามวิธี Harju et al, 2004) โดยนาํโคโลนีบนอาหาร

แขง็ YPDS agar มาเลีÊยงในอาหารเหลว YPD broth ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ทีÉมี 100 ug/ ml Zeocin เขยา่ทีÉ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชัÉวโมง จากนัÊนถ่ายเซลลล์งในหลอด microcentrifuge นาํไปปัÉน
เหวีÉยงทีÉ 12,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสทิÊง แลว้ลา้งตะกอนดว้ยนํÊากลัÉนทีÉ
ปราศจากเชืÊอประมาณ 1 มิลลิลิตร นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 นาที ดูด
ส่วนใสทิÊง แลว้ละลายตะกอนดว้ย lysis buffer (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร นาํไปตม้ทีÉอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที แลว้แช่ในนํÊาแขง็ทนัที เป็นเวลา 1 ชัÉวโมง ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แลว้เติมสารละลาย 
CHCl3:isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปปัÉนเหวีÉยง 13,000 รอบต่อนาที 
ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที เกบ็ส่วนใสชัÊนบนใส่หลอดใหม่ แลว้เติมสารละลาย CHCl3:isoamylalcohol 
(24:1) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัอีกครัÊ งเพืÉอให ้Genomic DNA มีความบริสุทธิÍ มากยิÉงขึÊน แลว้
นาํไปปัÉนเหวีÉยง 13,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที เกบ็ส่วนใสชัÊนบนใส่หลอดใหม่ 
จากนัÊนเติม Isopropanol ทีÉเยน็จดัปริมาตรเท่าตวั กลบัหลอดไปมา แลว้นาํไปบ่มทีÉ -20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที ปัÉนเหวีÉยง 13,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15–20 นาที ดูดส่วนใสทิÊงและเกบ็
ตะกอนของดีเอน็เอ จากนัÊนลา้งตะกอนดว้ย 70 % ethanol ทีÉเยน็จดั ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 13,000 
รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสออกใหห้มด แลว้ทาํใหต้ะกอนแหง้ จากนัÊนนาํมา
ละลายดว้ยนํÊากลัÉนทีÉปราศจากเชืÊอประมาณ 20–50 ไมโครลิตร แลว้นาํไปวดัความเขม้ขน้ดว้ยเครืÉอง 
Nanodrop จากนัÊนนาํสารละลายดีเอน็ทีÉไดม้าเป็นแม่แบบในการทาํปฏิกิริยา PCR ดว้ยคูไ่พรเมอร์
FyLec_EcoRI และ RLec_NotI  

7.6 การผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
นาํโคโลนีบนอาหารแขง็ YPDS agar มาเลีÊยงในอาหาร BMGY (1% yeast extract, 2% 

peptone, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 1.34% YNB, 4 × 10-5% biotin, 1% glycerol) ทีÉมียา
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ปฏิชีวนะ zeocin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง จากนัÊนนาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ
ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิÊง ละลายตะกอนในนํÊากลัÉน 
ประมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที 
เทส่วนใสทิÊง แลว้ละลายตะกอนเซลลใ์นอาหาร BMMY (1% yeast extract, 2% peptone, 100 mM 
potassium phosphate, pH 6.0, 1.34 % YNB, 4 × 10-5 % biotin, 0.5 % methanol) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นาํไป
เขยา่ทีÉอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที แลว้เหนีÉยวนาํใหมี้การแสดงออกของรี
คอมบิแนนทโ์ปรตีนโดยการเติมเมธานอล 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ทุก ๆ 24 ชัÉวโมง เป็นระยะเวลา 7 วนั 
ในแต่ละวนั เกบ็ตวัอยา่งอาหารเลีÊยงเชืÊอปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพืÉอตรวจสอบและหาช่วงเวลาทีÉเหมาะสมใน
การแสดงออกของโปรตีน สาํหรับตวัอยา่งทีÉเกบ็ได ้ นาํมาปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ทีÉ
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2-3 นาที ดูดส่วนใสถ่ายใส่หลอดใหม่ นาํส่วนใสและตะกอนเซลลที์Éไดม้าวิเคราะห์
และตรวจสอบดว้ย SDS-PAGE  
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ผลการทดลอง 
 

1. การหาและวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ (Full-length cDNA) ของยนี novel c-type lectin 
จากการนาํขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากหอ้งสมุด cDNA ของเนืÊอเยืÉอต่างๆ ของกุง้กุลาดาํจาก

ห้องปฏิบติัการอณูชีววิทยาและจีโนมกุง้ พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์เพืÉอใชใ้นการเพิÉมปริมาณยีน C-
type lectins ดว้ยเทคนิค PCR โดยตรวจสอบขนาดดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟริซิส ผลการทดลองพบว่า
ไดที้Éยีนมีขนาดประมาณ 650 คู่เบส เมืÉอนาํชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉไดโ้คลนเขา้สู่เวคเตอร์ pGEM-T Easy และ
ส่งไปตรวจสอบลาํดบันิวคลีไทด ์และนาํผลทีÉไดม้าวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Blast พบวา่เป็นยนี C-type lectin 
โดยมี open reading frame (ORF) ขนาด 657 คู่เบส ซึÉ งแปลรหสัใหโ้ปรตีนทีÉประกอบดว้ย 218 กรดอะมิโน 
เมืÉอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม SignalP พบว่าโปรตีนนีÊ มี signal peptide อยูท่างดา้นปลาย
กรดอะมิโนความยาว 24 กรดอะมิโน และเมืÉอวิเคราะห์โปรตีน พบว่ามีนํÊ าหนกัโมเลกุลและมีค่า pI เท่ากบั 
23,980 ดาลตนั และ 4.60 ตามลาํดบั นอกจากนีÊผลการวิเคราะห์ดว้ย ScanProsite พบว่า C-type lectin นีÊ มี 
carbohydrate recognition domain (CRD) จาํนวน 1 โดเมน (E-value = 1.18e-12) และมีตาํแหน่งซีสเตอีนอนุ
รักษ ์ (conserved cysteines) 4 ตาํแหน่ง คือ Cys58, Cys126, Cys141 และ Cys149 ซึÉ งสามารถสร้างพนัธะได
ซัลไฟด์ภายในโครงสร้างได  ้(ภาพทีÉ 1) อย่างไรก็ตาม ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีนนีÊ ไม่มีบริเวณจาํเพาะ 
(motif) ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการจบักบันํÊาตาล ทีÉเคยมีรายงานก่อนหนา้นีÊ  เช่น EPN (Glu-Pro-Asn) หรือ QPD (Gln-
Pro-Asp) ทีÉสามารถจบักบันํÊ าตาลแมนโนส (mannose) หรือกาแลคโตส (galactose) ไดต้ามลาํดบั (Wang et 
al., 2009)  

จากการจาํลองโครงสร้างโปรตีน C-type lectin ดว้ยโปรแกรม SWISS-MODEL โดยใช้
โปรตีน Ca2+-independent type II antifreeze (PDB accession code 2zibA) เป็นตน้แบบ พบว่าลาํดบักรดอะมิ
โนของ C-type lectin ตัÊงแต่ตาํแหน่งทีÉ 3–129 มีความเหมือนกบัโปรตีนตน้แบบ ดว้ยค่าเปอร์เซนตค์วาม
เหมือน (Identity) เท่ากบั 28 % (E-value = 2.60e-12) และเมืÉอสร้างภาพจาํลองโครงสร้างดว้ยโปรแกรม 
PyMOL (ภาพทีÉ 2) พบว่าโครงสร้างทีÉจาํลองขึÊนมีการจาํลองพนัธะไดซลัไฟดจ์าํนวน 1 คู่ ซึÉ งเกิดขึÊนระหว่าง 
Cys58 และ Cys149 ซึÉงเป็นตาํแหน่งทีÉสอดคลอ้งกบัการทาํนายดว้ยโปรแกรม ScanProsite  
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ภาพทีÉ  1 การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของ C-type lectin หรือ PMlectin1 

(A) ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ C-type lectin โดยบริเวณทีÉขีดเส้นใต ้แสดง signal 
peptide ส่วนตวัเลขแสดงตาํแหน่งของนิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน  

(B) การเทียบเคียงลาํดบักรดอะมิโน (Alignment) ระหว่าง C-type lectin (PMlectin1) Ca2+-
independent type II antifreeze (2ZIB_A|PDBID) และ sperm receptor for egg jelly C-type 
lectin1 (sp|Q7TN88|33-152) ตาํแหน่งซีสเตอีนอนุรักษ ์(conserved cysteines) แสดงดว้ย
แถบสีเทาซึÉงสามารถสร้าง พนัธะไดซลัไฟดไ์ด ้2 พนัธะ  
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ภาพทีÉ  2 แบบจาํลองโครงสร้างโปรตีนของ C-type lectin หรือ PMlectin1 
(ก) Sequence alignment ระหว่าง PMlectin1 และ โปรตีนตน้แบบ คือ โปรตีน Ca2+-

independent type II antifreeze โดยทีÉ ‘s’ คือ strand region และ ‘h’ คือ helical region 
(ข) Ribbon diagram ของ PMlectin1 เส้นทีÉขดไปมาแสดงโครงสร้าง Alpha helices แผน่ภาพ

หวัลูกศรแสดง Beta strand ลูกศรชีÊแสดง Disulfide-bonded cysteine ทีÉตาํแหน่ง Cys58 และ 
Cys149  
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2. การตรวจสอบการแสดงออกของยนีในเนืÊอเยืÉอต่างๆ โดยใช้เทคนิค RT-PCR 
จากการศึกษาการแสดงออกของยนี C-type lectin ใน เหงือก ต่อมนํÊ าเหลือง หวัใจ ลาํใส้ เมด็

เลือดและตบัของกุง้กุลาดาํปกติดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยใชก้ารแสดงออกของยนี elongation factor-1 alpha 
(EF1-α) เป็นตวัเปรียบเทียบ พบว่า ยนี C-type lectin มีการแสดงออกใน ต่อมนํÊ าเหลือง หวัใจ ลาํใส้และเมด็
เลือดในระดบัตํÉา ซึÉงไม่พบการแสดงออกของยนีในเหงือกและตบั (ภาพทีÉ 3)  

 

 
ภาพทีÉ  3 ระดบัการแสดงออกของยนี C-type lectin ของกุง้กุลาดาํในเนืÊอเยืÉอต่างๆ (G: เหงือก  L: ต่อม

นํÊาเหลือง  H: หวัใจ  I: ลาํใส ้ HC: เมด็เลือด และ HP: ตบั) เทียบกบัยนี EF1-α ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
 
3. ศึกษาผลการ knockdown ยีน C-type lectin ต่อการติดเชืÊอแบคทีเรีย Vibrio harveyi ด้วยเทคนิค RNA 

interference (RNAi) 
จากการเพิÉมปริมาณส่วนของยนี C-type lectin และ GFP (control) ดว้ยปฏิกิริยา PCR เพืÉอผลิต

สายดีเอน็เอตน้แบบทีÉมีส่วนของ T7 promoter เพืÉอใชใ้นการสร้าง ssRNA พบว่าสามารถเพิÉมปริมาณดีเอน็เอ
ไดแ้สดงดงัรูปทีÉ 4 เมืÉอนาํไปตรวจสอบความเขม้ขน้ พบว่า GFP-sense   GFP-anti-sense   Lectin-sene และ 
Lectin-anti-sense มีค่าเท่ากบั 34.6   37.4   61.2 และ 39.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั 

 

 
ภาพทีÉ  4 ผลการทาํปฏิกิริยา PCR เพืÉอใชเ้ป็นตน้แบบในการสร้าง ssRNA โดย M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 

แถวทีÉ 1 และ 2 คือ GFP ทีÉมี T7 promoter สาํหรับสร้าง sense และ anti-sense ตามลาํดบั แถวทีÉ 3 
และ 4 คือ C-type lectin ทีÉมี T7 promoter สาํหรับสร้าง sense และ anti-sense ตามลาํดบั 

 
เมืÉอทาํบริสุทธิÍ ดีเอน็เอดงักล่าว และนาํมาใชใ้นการสร้าง ssRNA ดว้ย T7 Ribomax จากนัÊน

ตรวจสอบ ssRNA ทีÉไดด้ว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซิสและหาปริมาณดว้ยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ และใช้
ปริมาณ ssRNA ทีÉเท่ากนัของ sense และ anti-sense มาผสมกนัเพืÉอสร้าง dsRNA ผลการทดลองพบว่า ความ
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เขม้ขน้ dsRNA ของ C-type lectin และ GFP มีค่าเท่ากบั 4.774 และ 4.707 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
ตามลาํดบั 

จากนัÊนแบ่งตวัอยา่งกุง้ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มทีÉ 1 ฉีดกุง้ดว้ย C-type lectin dsRNA (L และ l)
กลุ่มทีÉ 2 ฉีดดว้ย GFP dsRNA (G และ g)โดยใช ้dsRNA ปริมาณ 5 มิลลิกรัมต่อนํÊาหนกักุง้ 1 กรัม และกลุ่มทีÉ 
3 ฉีดดว้ยโซเดียมคลอไรด ์(N และ n) เพืÉอใชเ้ป็นตวัควบคุม จากนัÊนเก็บเมด็เลือดของกุง้ทีÉ 2 และ 7 วนั หลงั
ฉีดตามลาํดบั เพืÉอสกดั RNA และตรวจสอบแสดงออกของยนี C-type lectin ดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยสกดั 
Total RNA ดว้ย NucleoSpin1 RNAII (MACHEREY-NAGEL) แลว้นาํ Total RNA ทีÉไดม้าสร้าง First-
strand cDNA โดยใช ้ ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega, USA) ตรวจสอบระดบัการ
แสดงออกของยนีเทียบกบัระดบัการแสดงออกของยนี Elongation factor 1 alpha (EF1-α) ผลการทดลอง
พบว่า สามารถสกดั total RNA จากเมด็เลือดของกุง้กุลาดาํจากทัÊง 3 กลุ่มการทดลอง ดว้ยความเขม้ขน้
ระหว่าง 50-150 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และใชป้ริมาณ 200 นาโนกรัม ในการสร้าง cDNA ซึÉ งจะใชเ้ป็น
ตน้แบบในการตรวจสอบผลการ knockdown โดยพบว่ายนี C-type lectin มีปริมาณการแสดงออกลดลงหรือ
อาจเรียกวา่ถูก knockdown ในกุง้ทีÉฉีดดว้ย dsRNA ของ C-type lectin ตัÊงแต่วนัทีÉ 2 ของการทดลอง ซึÉงยนี C-
type lectin มีการแสดงออกนอ้ยลงอยา่งเห็นไดช้ดัเมืÉอเทียบกบักลุ่มควบคุมทีÉฉีดดว้ยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดแ์ละ dsRNA ของ GFP ดงัแสดงในรูปทีÉ 5 โดยการแสดงออกของยีน EF1-α ในทุกตวัอยา่งมีปริมาณ
ใกลเ้คียงกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณ cDNA ตน้แบบในการทดลองนีÊ มีค่าใกลเ้คียงกนั 

 

 
 

ภาพทีÉ  5 ผลการ knockdown ยนี C-type lectin ในเมด็เลือดกุง้กุลาดาํ โดย N1  N2 และ N3 คือ กุง้แต่ละ
ตวัทีÉฉีดดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรดเ์ป็นเวลา 2 วนั  แถว G1  G2 และ G3 คือ กุง้แต่ละตวัทีÉฉีด
ดว้ย dsRNA-GFP เป็นเวลา 2 วนั แถว  L1  L2 และ L3 คือ กุง้แต่ละตวัทีÉฉีดดว้ย dsRNA-lectin เป็น
เวลา 2 วนั ส่วน n  g และ l คือหลงัฉีดเป็นเวลา 7 วนั 

 
เมืÉอตรวจสอบและพบว่าสามารถทาํการ knockdown ยีน C-type lectin ไดแ้ลว้ จึงทาํการ

ทดลองผลการ knockdown ต่อการตายเมืÉอกุง้มีการติดเชืÊอแบคทีเรีย ซึÉ งทาํการทดลองเหมือนครัÊ งแรกโดย
แบ่งกุง้เป็น 3 กลุ่มทีÉฉีดดว้ยสารละลายและ dsRNA ขา้งตน้ หลงัจากนัÊน 24 ชัÉวโมง ทาํการฉีดเชืÊอแบคทีเรีย 
V. harveyi (2x105 CFU) ในกุง้ทัÊง 3 กลุ่ม แลว้ตรวจนบัจาํนวนกุง้ทีÉตายหลงัฉีดเชืÊอเวลา 1-7 วนั โดยทาํการ
ทดลอง 3 ซํÊ าในแต่ละกลุ่มทดลอง ผลการศึกษาอตัราการตายของกุง้ทีÉถูกฉีดดว้ยแบคทีเรีย V. harveyi เมืÉอมี
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การลดการแสดงออกของยีน C-type lectin ดว้ยเทคนิค RNA interference พบว่ากุง้ทีÉถูกลดการแสดงออก
ของยีน C-type lectin มีอตัราการตายของสูงกว่ากุง้ในกลุ่มควบคุม (ภาพทีÉ 6) โดยกุง้ทีÉฉีดดว้ยสารละลาย
โซเดียมคลอไรดแ์ละ dsRNA ของ GFP มีอตัราการตายประมาณ 60% ในวนัทีÉ 1 หลงัการฉีดเชืÊอแบคทีเรีย
และมีอตัราการตายทีÉค่อนขา้งคงทีÉ จนกระทัÉงตายเกือบ 100% ในวนัทีÉ 8 หลงัการฉีดเชืÊอ (ไม่ไดแ้สดงในรูปทีÉ 
6) ในขณะทีÉกุง้กลุดาํทีÉฉีดดว้ย dsRNA ของ C-type lectin มีอตัราการตายทีÉ 100% ในวนัทีÉ 1 นัÉนอาจกล่าวได้
วา่ C-type lectin มีความสาํคญัต่อระบบภูมิคุม้กนัในกุง้กลุาดาํ 

 
ภาพทีÉ  6 กราฟแสดงอตัราการตายของกุง้กลุาดาํทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย V. harveyi หลงัจากฉีด dsRNA ของ 

GFP และ C-type lectin 
 
4. การผลติรีคอมบิแนนท์โปรตนี C-type lectin ในระบบแบคทเีรีย 

4.1 การผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีน C-type lectin ใน pET28b 
เริÉมตน้ดว้ยการเพิÉมปริมาณของยนี C-type lectin ทีÉไม่มีส่วนของ signal sequence ดว้ยเทคนิค PCR 

โดยใชคู้่ไพร์เมอร์จาํเพาะทีÉออกแบบไว ้ FLecpET_NdeI และ RLecpET_EcoRI หลงัจากทาํปฏิกิริยาและ
นาํมาตรวจสอบผลดว้ยอิเลก็โตรโฟเรซิสแบบวุน้ พบวา่ปรากฏแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 bp ซึÉงเป็น
ขนาดทีÉคาดไว ้ จากนัÊนตดัแถบดีเอน็เอทีÉตอ้งการจากเจล นาํไปทาํใหบ้ริสุทธิÍ และเชืÉอมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ 
pGEM-T easy และนาํไป transform เพิÉมปริมาณในแบคทีเรีย E.coli (JM109) และเลีÊยงบนอาหาร LB-agar 
plate ทีÉมี X-gal IPTG และ ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินเพืÉอใชใ้นการคดัเลือกโคลนทีÉถูกตอ้ง จากนัÊนนาํโคลนทีÉ
คาดวา่น่าจะมีชิÊนส่วนของยนีแทรกอยูม่าเพิÉมปริมาณและสกดัพลาสมิด เพืÉอตรวจสอบความถูกตอ้งอีกครัÊ ง
ดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ NdeI เมืÉอตรวจสอบดว้ยอิเลก็โตรโฟรีซีสแบบวุน้ พบวา่พ
ลาสมิดถูกตดัอยา่งสมบูรณ์ โดยมีแถบดีเอน็เอสองแถบขนาดประมาณ 3,000 และ 600 bp ตามลาํดบั ตามทีÉ
คาดไว ้(ภาพทีÉ 7)   
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ภาพทีÉ  7 อิเลก็โตรโฟรีซีสแบบวุน้แสดงแถบดีเอน็เอทีÉไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NdeI และ 

EcoRI โดย M คือ ดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 100 bp แถว C คือ พลาสมิด pGEM-C-type lectin ทีÉตดั
ดว้ย EcoRI และ NdeI 

 
 

นาํชิÊนส่วนดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 pb มาทาํให้บริสุทธิÍ  จากนัÊนเชืÉอมต่อเขา้ไปในเวคเตอร์ 
pET-28b ซึÉงตดัดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวกนั และนาํไปถ่ายส่งเขา้ไปใน E. coli (DH5α) ตรวจสอบโคโลนีทีÉมีรี
คอมบิแนนทพ์ลาสมิด pET-28b-C-type lectin ดว้ยวิธี Colony PCR โดยใชไ้พรเมอร์จาํเพาะ FLecpET_NdeI 
และ RLecpET_EcoRI และเมืÉอตรวจสอบดว้ยอิเลก็โตรโฟเรซิสแบบวุน้ พบวา่สามารถสร้างรีคอมบิแนนทพ์
ลาสมิด pET-28b-C-type lectin ได ้โดยพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 bp จึงทาํการคดัเลือกโคลนเพืÉอ
นาํมาเพิÉมปริมาณและสกดัพลาสมิด เพืÉอส่งไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éประเทศเกาหลี ซึÉ งพบว่ายนีทีÉ
ไดมี้ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น C-type lectin และมีการเรียงลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éถูกตอ้งต่อการแสดงออกรี
คอมบีแนนทโ์ปรตีน จึงนาํพลาสมิดนีÊ ไปใชใ้นการส่งผา่นเขา้แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ Rosetta (DE3) เพืÉอ
ผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน เมืÉอตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน โดยเหนีÉยวนาํการ
แสดงออกดว้ย IPTG ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง และตรวจสอบโปรตีนใน 15 
เปอร์เซ็นต ์ SDS-PAGE พบแถบของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG ทีÉมีขนาดประมาณ 
24 กิโลดาลตนั (ตามทีÉคาดหมาย) แต่พบว่ามีการแสดงออกอยูใ่นระดบัตํÉา (low-level expression) ดงัแสดง
ในภาพทีÉ 8 ซึÉ งจะเห็นว่าตัÊงแต่เวลา 1 ชัÉวโมง ถึง 4 ชัÉวโมง หลงัการเหนีÉยวนาํปริมาณของโปรตีนเป้าหมายมี
ค่าใกลเ้คียงกนั และเมืÉอตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ยวิธี Western blot โดยใช ้Anti-His antibodies 
พบว่าปรากฏแถบโปรตีนทีÉมีขนาดประมาณ 24 กิโลดาลตนั ซึÉ งเป็นการยนืยนัว่าสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนไดจ้ริง แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัพบว่าปรากฏแถบทีÉมีขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตนั ซึÉ งเป็นขนาดทีÉต ํÉา
กว่าโปรตีนคาดหมาย ดงัแสดงในภาพทีÉ 9 โดยผลทีÉเกิดขึÊนอาจเนืÉองมาจากมีการตดัของเอนไซมโ์ปรตีส
เอสบางชนิด ทาํให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนทีÉไดมี้ขนาดเล็กลง ซึÉ งตอ้งมีการศึกษาต่อไป จากนัÊนตรวจสอบ
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ลกัษณะของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉผลิตได ้ว่าอยูใ่นรูปใด จึงทาํการทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย sonication และปัÉน
แยกชัÊน แลว้ตรวจสอบผลดว้ย SDS-PAGE พบว่ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนอยูท่ ัÊงในส่วน inclusion bodies และ 
soluble โดยพบมากในส่วน inclusion bodies อยา่งไรก็ดีเนืÉองจากการแยกบริสุทธิÍ ส่วน soluble ทาํไดง่้าย
และไม่ตอ้งทาํ refolding ก่อนนาํไปศึกษาสมบติั จึงนาํส่วน soluble มาทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยใชค้อลมัน์ HisTrap 
(GE Healthcare) ทีÉเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง FPLC ผลการทดลองพบว่าโปรตีนถูกชะออกมาหลอดทีÉ 27 และ28 จึง
นาํมาตรวจสอบใน SDS-PAGE พบว่ามีแถบโปรตีนทีÉมีขนาดประมาณ 24 กิโลดาลตนั (ภาพทีÉ 10) แต่
เนืÉองจากปริมาณโปรตีนมีนอ้ยมาก ทาํให้เห็นเป็นแถบทีÉค่อนขา้งบาง สาํหรับส่วน inclusion bodies นาํมา
ลา้งในบฟัเฟอร์ A และ B ตามลาํดบั จากนัÊนนาํมาละลายในบฟัเฟอร์ C ซึÉ งมียเูรียความเขม้ขน้ 8 โมลาร์ ทาํ
ใหไ้ดรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉบริสุทธิÍ เพิÉมขึÊน เมืÉอตรวจสอบขนาดใน SDS-PAGE พบแถบโปรตีนทีÉมีขนาด
ประมาณ 24 กิโลดาลตนั (ภาพทีÉ 11) อยา่งไรก็ตาม เนืÉองจากสารละลายรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉไดนี้Êอยูใ่น
ลกัษณะทีÉเสียสภาพ หากจะนาํไปศึกษาสมบติัตอ้งทาํให้อยูใ่นรูปทีÉทาํงานได ้ก่อนจะนาํไปแยกบริสุทธิÍ และ
ศึกษาสมบติัต่อไป  
 

 
 
ภาพทีÉ 8  ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET28b หลงัการชกันาํดว้ย IPTG ทีÉ

เวลาต่างๆ ดว้ย 15 เปอร์เซ็นต ์SDS-PAGE แถว M คือโปรตีนมาตรฐาน แถวทีÉ 1 คือ โปรตีนใน
แบคทีเรียก่อนการเหนีÉยวนาํ แถวทีÉ 2-5 คือโปรตีนในแบคทีเรียหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG เป็น
เวลา 1-4 ชัÉวโมง ตามลาํดบั ลูกศรแสดงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin 

 



 

22 

 

 
 
ภาพทีÉ  9 ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET28b ดว้ยเทคนิค Western 

Blotting โดย M คือโปรตีนมาตรฐาน แถวทีÉ 1 คือโปรตีนในแบคทีเรียหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG 
เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 2 คือโปรตีนควบคุม (betain aldehyde dehydrogenase1 หรือ BADH1 มี
ขนาด 56 กิโลดาลตนั) ลูกศรแสดงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin 

 
 
 
 
 

 
 
ภาพทีÉ  10 ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET28b ในส่วนสารละลายและ

ตะกอนเซลล ์ดว้ย 15 เปอร์เซ็นต ์SDS-PAGE โดย M คือ โปรตีนมาตรฐาน แถวทีÉ 1 คือโปรตีนใน
แบคทีเรียก่อนการเหนีÉยวนาํ แถวทีÉ 2 คือโปรตีนในแบคทีเรียหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG เป็นเวลา 
4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 3 คือส่วน soluble แถวทีÉ 4 คือ ส่วน inclusion bodies แถวทีÉ 5 และ 6 คือส่วน 
soluble ทีÉแยกบริสุทธิÍ หลอดทีÉ 27 และ 28 ตามลาํดบั ลูกศรแสดงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type 
lectin 
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ภาพทีÉ  11 ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET28b หลงัจากทาํบริสุทธิÍ  ดว้ย 15 

เปอร์เซ็นต ์ SDS-PAGE โดย M คือ โปรตีนมาตรฐาน แถวทีÉ 1 คือโปรตีนในแบคทีเรียก่อนการ
เหนีÉยวนาํ แถวทีÉ 2 โปรตีนในแบคทีเรียหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 3 
และ 4 คือโปรตีนทีÉละลายอยูใ่นบฟัเฟอร์ A แถวทีÉ 5 และ 6 คือโปรตีนทีÉละลายอยูใ่นบฟัเฟอร์ B 
และแถวทีÉ 7 คือ โปรตีนทีÉละลายอยูใ่นบฟัเฟอร์ C ซึÉงมียเูรียความเขม้ขน้ 8 โมลาร์ ลูกศรแสดงรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin ขนาด 24 กิโลดาลตนั 

  
 
4.2 การผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีน C-type lectin ใน pET32a 

เนืÉองจากการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ยเวคเตอร์ pET28b สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
ไดใ้นปริมาณนอ้ยจึงไม่สามารถนาํมาใชศึ้กษาสมบติัของโปรตีนได ้ นอกจากนีÊยงัมีลกัษณะเป็นตะกอนไม่
พร้อมสาํหรับนาํมาศึกษาสมบติัของโปรตีน จึงทดลองเปลีÉยนเวคเตอร์ทีÉใชใ้นการผลิตโปรตีน ซึÉง pET32 
เป็นเวคเตอร์ทีÉมีส่วนของโปรตีน Thioredoxin (Trx) ซึÉงอาจช่วยทาํใหผ้ลิตโปรตีนไดดี้ขึÊนรวมถึงอยูใ่นรูปทีÉ
พร้อมสาํหรับศึกษาสมบติัได ้โดยทาํการทดลองการเพิÉมปริมาณของยนี C-type lectin ดว้ยเทคนิค PCR โดย
ใชคู้่ไพร์เมอร์จาํเพาะ FLec_EcoRI และ RLec_NotI ตรวจสอบพบแถบดีเอน็เอเป้าหมายมีขนาดประมาณ 
600 bp นาํดีเอน็เอทีÉไดม้าเชืÉอมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ pGEM-T easy และเพิÉมปริมาณในแบคทีเรีย E.coli 
(DH5α) คดัเลือกโคโลนีทีÉมีลกัษณะสีขาวบน LB-agar plate ทีÉมียาปฏิชีวนะแอมพซิิลิน  X-gal และ IPTG  
มาตรวจสอบรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด ดว้ยแทคนิค colony PCR โดยใชไ้พรแมอร์จาํเพาะ FLec_EcoRI และ 
RLec_NotI พบวา่ทัÊง 20 โคโลนีทีÉตรวจอสอบมีชิÊนส่วนของดีเอน็เป้าหมายขนาดประมาณ 600 คู่เบส จึง
เลือกโคโลนีเหล่านัÊนมาทาํการสกดัพลาสมิดและตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ NotI และตรวจสอบ
ดว้ยอิเลก็โตรโฟรีซีสแบบวุน้ พบวา่พลาสมิดถูกตดัอยา่งสมบูรณ์ โดยพบแถบดีเอน็เอสองแถบขนาด
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ประมาณ 3,000 และ 600 bp ตามลาํดบั หลงัจากนัÊนนาํชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉไดจ้ากการตดัมาทาํใหบ้ริสุทธิÍ แลว้
เชืÉอมต่อเขา้ไปในเวคเตอร์ pET-32a แลว้ถ่ายส่งเขา้ไปใน E. coli (DH5α) ตรวจสอบโคโลนีทีÉมีรีคอมบิแน
นทพ์ลาสมิด pET-32a-lectin ดว้ยวิธี colony PCR หลงัตรวจสอบพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 bp 
ตามทีÉคาดไว ้ จึงคดัเลือกโคโลนีมาสกดัพลาสมิดและตรวจสอบอีกครัÊ งดว้ยการตดัดว้ยเอนไซม ์ EcoRI และ 
NotI พบวา่มีโคโลนีถูกตดัอยา่งสมบูรณ์และพบแถบดีเอน็เอ 2 แถบ ทีÉประมาณ 6,000 และ 600 bp 
ตามลาํดบั จึงคดัเลือกรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดนีÊ ส่งไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ ผลการตรวจสอบพบวา่
ยนีทีÉไดเ้ป็นเป็นยนี C-type lectin และมีการเรียงลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éถูกตอ้งต่อการผลิตรีคอมบีแนนท์
โปรตีน จึงนาํพลาสมิดนีÊไปใชใ้นการส่งผา่นเขา้แบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ Rosetta (DE3) เพืÉอผลิตรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน ซึÉงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉไดต้อ้งมีขนาดประมาณ 39710 ดาลตนั และเมืÉอตรวจสอบการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG ทีÉความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.8 มิลลิโมลาร์ ทีÉ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง ดว้ย SDS-PAGE พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนหลงัการ
เหนีÉยวนาํดว้ย IPTG มีขนาดประมาณ 39 กิโลดาลตนั ตามทีÉคาดหมายไว ้ โดยปริมาณของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนทีÉผลิตไดย้งัอยูใ่นระดบัตํÉาเช่นเดิม (low-level expression) เมืÉอทาํการแตกเซลลด์ว้ยเทคนิค sonication 
และปัÉนแยก พบวา่รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนยงัคงอยูใ่นส่วน inclusion bodies (ภาพทีÉ 12) จึงนาํส่วน inclusion 
bodies นาํมาลา้งในบฟัเฟอร์ A และ B ตามลาํดบั จากนัÊนนาํมาละลายในบฟัเฟอร์ C ซึÉงมียเูรียความเขม้ขน้ 8 
โมลาร์ และนาํโปรตีนในส่วนนีÊมาทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยใชค้อลมัน์ HisTrap (GE Healthcare) ทีÉเชืÉอมต่อกบั
เครืÉอง FPLC พบวา่โปรตีนถูกชะออกมาทีÉความเขม้ขน้ของอิมิดาโซล ทีÉความเขม้ขน้ประมาณ 100-200 มิลิ
โมลาร์ (ภาพทีÉ 13) และเมืÉอนาํมาตรวจสอบดว้ยเทคนิค western blot พบแถบโปรตีน 2 แถบ มีขนาด
ประมาณ 39 กิโลดาลตนั ตามคาดไว ้ (ภาพทีÉ 14) แต่อยา่งไรกต็ามยงัพบแถบโปรตีนทีÉขนาดประมาณ 28 
กิโลดาลตนั ซึÉงเป็นขนาดทีÉเลก็กวา่ทีÉคาดไว ้ โปรตีนขนาดเลก็ดงักล่าวอาจเกิดจากการตดัของเอนไซมโ์ปรติ
เอส อยา่งไรกต็ามสารละลายรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทีÉไดนี้Ê ยงัอยูใ่นลกัษณะทีÉเสียสภาพ (denature) จาํเป็นตอ้ง
นาํไปทาํ Refolding เพืÉอใหโ้ปรตีนกลบัมาอยูใ่นรูปทีÉทาํงานไดก่้อนนาํศึกษาสมบติัโปรตีน  
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ก)                                                                            ข) 

 
 
ภาพทีÉ 12 ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET32a ดว้ย SDS-PAGE ช่องทีÉ M 

คือโปรตีนมาตรฐาน รูป ก) แถว C คือโปรตีนในแบคทีเรียทีÉมี pET-32a หลงัจากเหนีÉยวนาํดว้ย 
IPTG เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 0 คือโปรตีนในแบคทีเรียทีÉมี pET-32a-lectin ก่อนการเหนีÉยวนาํ
ดว้ย IPTG แถวทีÉ 1-4 คือโปรตีนในแบคทีเรียหลงัการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG ทีÉเวลา 1-4 ชัÉวโมง 
ตามลาํดบั แถว S คือส่วน soluble และแถวทีÉ I คือส่วน inclusion bodies รูป ข) แถวทีÉ 1 คือโปรตีน
ในแบคทีเรียทีÉมี pET-32a-lectin ก่อนการเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG แถวทีÉ 2 คือโปรตีนในแบคทีเรียหลงั
การเหนีÉยวนาํดว้ย IPTG ทีÉเวลา 4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 3 คือส่วน soluble และแถวทีÉ 4 คือส่วน inclusion 
bodies ลูกศรแสดงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin ขนาดประมาณ 39 กิโลดาลตนั 

 
 

 
 
ภาพทีÉ  13 Elution profile ของการแยกบริสุทธิÍ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน Pmlectin1 ดว้ย FPLC  
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ภาพทีÉ 14 ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน C-type lectin จาก pET-32a ดว้ยเทคนิค western 

blotting โดย M คือโปรตีนมาตรฐาน แถวทีÉ 1 คือโปรตีนในแบคทีเรียทีÉมี pET-32a หลงัจาก
เหนีÉยวนาํดว้ย IPTG เป็นเวลา 4 ชัÉวโมง แถวทีÉ 2 คือเซลลที์Éมี pET-32a-lectin และเหนีÉยวนาํดว้ย 
IPTG 4 ชัÉวโมง 

 
 
5. การผลติรีคอมบีแนนท์โปรตีน C-type lectin ในระบบยสีต์ 

การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอของยนี C-type lectin ดว้ยไพรเมอร์จาํเพาะ FLec_EcoRI และ RLec_NotI 
พบแถบดีเอน็เอเป้าหมายมีขนาดประมาณ 600 bp เมืÉอนาํผลผลิต PCR ทีÉไดม้าทาํให้บริสุทธิÍ  แลว้ตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และNotI เพืÉอนาํเขา้สู่เขา้เวคเตอร์ pPICZaBNH8-NEW ซึÉ งทาํการตดัดว้ย EcoRI 
และNotI มาก่อนหนา้นีÊ เช่นเดียวกนั จากนัÊนนาํเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α และเมืÉอคดัเลือก
โคโลนีบน LB-agar plate ทีÉมี Zeocin ดว้ยวิธี Colony PCR พบว่า มีโคโลนีทีÉมีแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 
600 bp (ภาพทีÉ 15) ตามทีÉคาดหมายไว ้

 

 
ภาพทีÉ 15 การตรวจสอบโคโลนีทีÉไดรั้บรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pPICZ-lectin ดว้ยเทคนิค colony PCR โดย

M คือ ดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 100 bp แถว 1-20 คือ โคโลนีทีÉ 1-20 
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จากนัÊนเลือกโคโลนีทีÉ 1, 2, 14 และ 15 มาสกดัพลาสมิดและตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI 

และ NotI พบว่า โคโลนีทีÉ 1 และ 15 ถูกตดัอยา่งสมบูรณ์ (ภาพทีÉ 16) โดยพบแถบดีเอน็เอสองแถบขนาด
ประมาณ 3,000 bp และ 600 bp ตามลาํดบั จึงเลือกรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด จากโคโลนีทีÉ 1 และ 15 มา
วิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด์ ซึÉ งพบว่า พลาสมิด pPICZa-lectinC1 จากโคโลนีทีÉ 1 และ pPICZa-
lectin1C15 จากโคโลนีทีÉ 15 มีลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éถูกตอ้ง จึงนาํทัÊงสองโคลน ส่งผา่นเขา้สู่ยสีต ์P.pastoris 
สายพนัธ์ุ Y11430 เพืÉอผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 

 
ภาพทีÉ 16 การตรวจสอบรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pPICZa-lectin1 ทีÉตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ โดย M คือ 

ดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 100 bp โคโลนีทีÉ 1, 2, 14 และ 15 แสดงดงัรูป ตามลาํดบั 

หลงัจากตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SacI แลว้ทาํการส่งถ่ายพลาสมิดเส้นตรงเขา้สู่เซลล์
ยสีต ์P.pastoris Y11430 แลว้ คดัเลือกโคลนโดยการเลีÊยงบนอาหารแขง็ทีÉมียาปฏิชีวนะ seocine แลว้ทาํการ
ตรวจสอบรีคอมบิแนนท ์P. pastoris ดว้ยวิธี colony PCR พบวา่ รีคอมบิแนนทย์สีตที์Éรับการส่งถ่ายพลาสมิด 
pPICZa-lectinC1 เขา้ไป สามารถตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 bp ในโคลนทีÉ 4   5   8 และ 9 
(ภาพทีÉ 17 A) ในขณะทีÉรีคอมบิแนนทย์สีตที์Éรับพลาสมิด pPICZa-lectinC15 พบเพียงโคลนเดียวทีÉมีแถบดี
เอ็นเอทีÉตอ้งการ คือโคลนทีÉ 1 (ภาพทีÉ 17 B) อย่างไรก็ตาม เพืÉอยืนยนัว่าชิÊนยีน C-type lectin สามารถ
สอดแทรกเขา้ไปในจีโนมของยสีตไ์ด ้จึงเลือกโคลนทีÉ  5    8 และ 9 จากรีคอมบิแนนทย์สีตที์Éรับพลาสมิด 
pPICZa-lectinC1 และโคลนทีÉ 1 และ 2  จากรีคอมบิแนนทย์สีตที์Éรับพลาสมิด pPICZa-lectinC15 มาสกดัดี
เอน็เอเพืÉอตรวจสอบดว้ย PCR ผลการตรวจสอบพบว่า รีคอมบิแนนทย์สีต ์pPICZa-lectinC1 โคลนทีÉ 9 และ 
รีคอมบิแนนทย์สีต ์pPICZa-lectinC15  โคลนทีÉ 1 สามารถเพิÉมจาํนวนชิÊนส่วนยีนได ้โดยพบแถบดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 600 bp (ภาพทีÉ 18) 
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ภาพทีÉ 17 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท ์P. pastoris ทีÉไดรั้บ pPICZa-lectin ดว้ยเทคนิค colony PCR โดย 

A) พลาสมิด pPICZa-lectinC1 และ B) พลาสมิด pPICZa-lectinC15   M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน
ขนาด 100 bp แถว N คือ  P. pastoris  ทีÉรับพลาสมิด pPICZaBNH8-NEW แถว 1 - 14  คือ 
โคลนทีÉ 1 -14 ตามลาํดบั 

 

ภาพทีÉ 18 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท ์P. pastoris ดว้ยการใช ้genomic DNA ของยสีตเ์ป็นตน้แบบใน
ปฏิกิริยา PCR โดย M คือ ดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb แถว N คือ  P. pastoris  ทีÉรับพลาสมิด 
pPICZaBNH8-NEW ตวัเลข 5 7 และ 8 คือ โคลนทีÉไดรั้บ pPICZa-lectinC1 โคโลนีทีÉ 1 และ 2 
คือ โคลนทีÉไดรั้บ pPICZa-lectinC15 

 
อยา่งไรก็ตาม แมว้่าการนาํชิÊนส่วนของยีน C-type lectin เขา้สู่เซลลย์ีสตจ์ะประสบความสาํเร็จ 

สามารถตรวจสอบชิÊนยีนไดใ้นทุกขัÊนตอนของการทดลอง แต่เมืÉอนาํโคลนดงักล่าวมาใชใ้นการผลิตรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน พบว่าหลงัจากเหนีÉยวนาํให้เกิดการสร้างโปรตีนดว้ยการเติมเอทานอล ก็ไม่สามารถชกันาํ
ให้เกิดการสร้างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนตามตอ้งการได ้หลงัจากการตรวจสอบโปรตีนดว้ย SDS-PAGE ไม่
ปรากฏแถบของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนทัÊงในส่วนของอาหารเลีÊยงเชืÊอ และส่วนของเซลลย์สีตเ์อง ดงันัÊน การ
ผลิตรีคอมบิแนนทเ์ลคตินในระบบของยสีต ์จึงยงัไม่ประสบความสาํเร็จ และไม่สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์
เลคตินเพืÉอศึกษาสมบติัต่างๆ ของเลคตินได ้
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อภิปรายผลการวจัิย 
เลคตินเป็นโปรตีนทีÉพบในสิÉงมีชีวิตหลายชนิด โปรตีนเลคตินมีความสาํคญัในกระบวนการจดจาํ

และเกีÉยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะของสิÉงมีชีวิต เช่น พบว่าเลคตินมีความเกีÉยวขอ้งกบัระบบ
โปรฟีนอลออกซิเดสใน red swamp crayfish (Wang et.al. 2011) จากรายงานพบว่าโปรตีนเลคตินแบ่ง
ออกเป็นหลายชนิดตามโครงสร้างและหนา้ทีÉ โดย C-type lectin เป็นเลคตินทีÉมีความสามารถในการจบักบั
หมู่นํÊ าตาลบนโปรตีนหรือผิวเซลลข์องแบคทีเรียหรือไวรัสซึÉ งมีไอออนแคลเซียมช่วยให้โครงสร้างของเล
คตินมีเสถียรภาพเหมาะสมกับการจับกับหมู่นํÊ าตาลทีÉจ ําเพาะ  โดยบริเวณจับนํÊ าตาล  (carbohydrate 
recognition domain หรือ CRD) ประกอบดว้ยกรดอะมิโนประมาณ 130 ตวั โดย C-type lectin อาจพบ CRD 
จาํนวน 1-2 ชุด (Zhang et.al., 2009) และมีความเฉพาะเจาะจงแตกต่างกนัขึÊนอยูก่บัลาํดบักรดอะมิโน จากผล
การศึกษาพบว่า C-type lectin ของกุง้กุลาดาํนีÊ  มี CRD จาํนวน 1 ชุด ซึÉ งคลา้ยกบัทีÉพบในเลคติน 2 ชนิดของ
กุง้ขาว Litopenaeus vannanei โดย Wei et.al (2012) พบว่า LvLectin-1 และ LvLectin-2 ประกอบดว้ย CRD 
1 ชุด และยงัพบบริเวณจบันํÊาตาลทีÉจาํเพาะคือ QPN และ QPD ตามลาํดบัอีกดว้ย รวมถึงในปลาทะเลและปูทีÉ
พบเลคตินทีÉมี CRD เพียง 1 ชุดเช่นกนั (Wei et.al., 2010 และ Zhang et.al., 2011)  แต่แตกต่างจาก C-type 
lectin ในกุง้กา้มกรามทัÊง 4  ชนิด  ซึÉ งมี CRD จาํนวน 2  ชุด โดยแต่ละชุดพบบริเวณจดจาํนํÊ าตาลทีÉจาํเพาะ
แตกต่างกนั (Ren et.al., 2012) รวมถึง C-type lectin ในกุง้ขาวดว้ย (Costa et.al. 2011)  จากรายงานพบว่า
บริเวณจาํนํÊ าตาลทีÉจาํเพาะมกัจะเป็นกรดอะมิโน 3 ตวั เช่น EPN  EPG  EPT  EPA  EPD  QPD  QPN  QPE  
QPT  NPR และ KPN  โดยมีลกัษณะสาํคญัคือมีกรดอะมิโนประจุลบหรือมีขัÊว กรดอะมิโนโพรลีน และ 
กรดอะมิโนมีขัÊว ซึÉงลกัษณะดงักล่าวไม่พบใน C-type lectin ของกุง้กลุาดาํทีÉศึกษาในครัÊ ง แต่อยา่งไรกต็ามยงั
พบบริเวณอนุรักษซิ์สเตอินต่างๆ นัÉนแสดงใหเ้ห็นว่า C-type lectin นีÊ  น่าจะมีโครงสร้างทีÉคลา้ยคลึงกบัทีÉเคย
มีรายงานมาแลว้ แต่นํÊ าตาลทีÉจาํเพาะยงัคงตอ้งมีการศึกษาต่อไปดว้ยการสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนแลว้
นํามาศึกษาสมบัติต่างๆ รวมถึงสมบัติการตอบสนองต่อแบคทีเรียชนิดต่างๆ ด้วย และเมืÉอศึกษาการ
แสดงออกของยีน C-type lectin ในเนืÊอเยืÉอต่างๆ ของกุง้กุลาดาํปกติ พบว่ามีการแสดงออกในปริมาณ
ค่อนขา้งนอ้ยทัÊงใน ต่อมนํÊาเหลือง หวัใจ ลาํใส ้และเมด็เลือด โดยไม่พบการแสดงออกในตบั ซึÉงเป็นไปไดว้า่
อาจมีการแสดงออกในตบัของกุง้กุลาดาํเช่นกนั แต่ไม่สามารถตรวจพบไดใ้นครัÊ งนีÊ อาจเกิดจากคุณภาพของ
อาร์เอน็เอตน้แบบทีÉสกดัไดจ้ากตบัมีคุณภาพตํÉาโดยสังเกตไดจ้ากปริมาณของยนีควบคุมทีÉมีลกัษณะแตกต่าง
จากอวยัวะอืÉนๆ ทีÉเป็นเช่นนีÊ เนืÉองจากตบัเป็นแหล่งรวมของเอนไซมส์าํคญัต่างๆ และมีขนาดใหญ่ ทาํใหส้กดั
อาร์เอน็เอไดป้ริมาณนอ้ยและมีคุณภาพตํÉานัÊนเอง โดยทัÉวไปแลว้เลคตินมีการแสดงออกในอวยัวะต่างๆ ได้
เช่นกนั ซึÉ งอาจพบการแสดงออกในตบัของกุง้และสัตวท์ะเลหลายชนิด (Zhang et.al. 2009, Wang et.al., 
2011, Zhang et.al., 2011, Ren et.al., 2012 และ Wei et.al., 2012) โดยตบัเป็นอวยัวะทีÉสาํคญัทีÉเกีÉยวขอ้งกบั
การตอบสนองของการติดเชืÊอ ในปี ค.ศ. 2005 Pan et.al. พบว่ายนี lectin   ferritin   oxygenase และ chitinase 
ในตบัของกุง้ขาว (Penaeus japonicas) มีการแสดงออกในกุง้ทนต่อเชืÊอไวรัสมากกว่ากลุ่มทีÉไม่ทน รวมถึง
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พบการแสดงออกของยนีในกลุ่มทีÉเกีÉยวขอ้งกบั signal transduction อีกดว้ย การคน้พบดงักล่าวเป็นจุดเริÉมตน้
เพืÉอนาํไปสู่การศึกษาการส่งสญัญาณภายในเซลลเ์มืÉอกุง้ไดรั้บเชืÊอก่อโรคต่างๆ 

ผลการศึกษาการทาํใหย้นีเลคตินไม่ทาํงาน (knockdown)  พบว่ากุง้ทีÉมีการแสดงของยนีลดลงดว้ย
เทคนิค RNAi  มีอตัราการตายสูงขึÊนเมืÉอกุง้ติดเชืÊอแบคทีเรียวิบริโอฮาวิอาย ทาํให้กล่าวไดว้่ายีนดงักล่าวมี
ความสําคญัต่อกระบวนการบางอย่างทีÉช่วยในการตอบสนองต่อการติดเชืÊอของกุ้งได้ แต่อย่างไรก็ตาม
บทบาทของเลคตินในกุง้กุลาดาํยงัคงตอ้งมีการศึกษาต่อไป โดยพยายามผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนมาใช้
ศึกษาสมบติัต่างๆ ซึÉงแมว้า่ขณะนีÊยงัไม่สามารถผลิตโปรตีนออกมาไดเ้พียงพอทัÊงในระบบของแบคทีเรียและ
ยสีต ์โดยในระบบแบคทีเรียพบว่าสามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนไดใ้นปริมาณไม่มากและโปรตีนทีÉได้
อยูใ่นรูปตะกอน (inclusion bodies) ซึÉ งโครงสร้างของโปรตีนในรูปทีÉผลิตไดอ้ยูใ่นสภาพการมว้นพบัทีÉไม่
เหมาะสม ทาํใหโ้ปรตีนทีÉสร้างขึÊนไม่สามารถละลายอยูใ่นสารละลายได ้จากรายงานการผลิตรีคอมบิแนนท์
เลคตินในปลากรูปเปอร์ (Kassab et.al., 2004) พบว่าสามารถผลิตโปรตีนไดใ้นระบบแบคทีเรีย ดงันัÊนใน
การศึกษานีÊจาํเป็นตอ้งมีการเปลีÉยนระบบเพืÉอใชใ้นการผลิตดงักล่าวทัÊงการเปลีÉยนชนิดของเวคเตอร์และชนิด
ของเซลลแ์บคทีเรีย เพืÉอใหส้ามารถผลิตโปรตีนเลคตินได ้

ผลการศึกษาในครัÊ งทาํให้ทราบลกัษณะลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ C-type lectin ในกุง้กุลาดาํ 
โครงสร้างสามมิติของโปรตีนทีÉได้จากการจาํลองด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ การแสดงออกของยีนใน
อวยัวะต่างๆ รวมถึงผลของการลดการแสดงออกของยนีในกุง้ทีÉติดเชืÊอแบคทีเรีย ผลทีÉไดจ้ากการศึกษาครัÊ งนีÊ
อาจเป็นขอ้มูลพืÊนฐานสําคญัในการเพิÉมความเขา้ใจในระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาดาํ ซึÉ งอาจนาํไปสู่การ
ประยกุตใ์ชเ้พืÉอการพฒันาและส่งเสริมอุตสาหกรรมการเลีÊยงกุง้กลุาดาํทีÉย ัÉงยนืต่อไป 

 
 

สรุปผลการวจัิย 
1. C-type lectin  ของกุง้กุลาดาํมีขนาด 218 กรดอะมิโน ประกอบดว้ย 1 CRD และมีซิสเตอิน

อนุรักษ ์4 ตวัเพืÉอรักษาโครงสร้างของเลคติน 
2. ยนี C-type lectin  มีการแสดงออกระดบัตํÉา ในต่อมนํÊ าเหลือง หวัใจ ลาํใส้ และเมด็เลือด ของ

กุง้กลุาดาํปกติ 
3. อตัราการตายของกุง้ติดเชืÊอแบคทีเรียวิบริโอฮาวิอายเพิÉมสูงขึÊน เมืÉอระดบัการแสดงออกของ

ยนีเลคตินลดลง 
4. สามารถผลิตรีคอมบิแนนทเ์ลคตินไดใ้นปริมาณนอ้ยในระบบแบคทีเรีย จึงไม่สามารถนาํมา

ศึกษาสมบติัของเลคตินได ้
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บุคลากรซึÉ งเป็นอาจารยรุ่์นใหม่ ให้มีศกัยภาพพร้อมจะทาํงานวิจยัทีÉตนเองมีความถนัดในลกัษณะทีÉพึÉงพา

ตนเอง รวมทัÊงสามารถสร้างเครือข่ายความร่วมมือกบันกัวิจยัและนกัวิชาการอืÉนๆ ได ้

 

ผลงานตีพมิพ์ทีÉคาดว่าจะได้จากโครงการ  

 ผูว้ิจยัคาดว่าจะนาํเสนอบทความเรืÉอง Molecular cloning and characterization of a C-type lectin in 

the black tiger shrimp Penaeus monodon ในวารสาร Fish & Shellfish Immunology ซึÉ งมีค่า impact factor 

(2010) เท่ากบั 3.044 โดยขณะนีÊกาํลงัอยูร่ะหวา่งการเตรียม manuscript เพืÉอตีพิมพบ์ทความ 


