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 ไวรัสตัวแดงดวงขาว (White spot syndrome virus, WSSV) เป็นเช้ือก่อโรคท่ีรุนแรงในกุ้ง 
เน่ืองจากก่อให้เกิดการตายสูงภายใน 3-10 วนั และในปัจจุบนัน้ีก็ยงัไม่มีแนวทางการรักษาไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตามมีการรายงานว่าสารสกดั Sulfated galactans (SG) จากสาหร่ายสีแดง 
(Gracilaria fisheri) มีความสามารถในการยบัย ั้งการติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวในกุง้ โดยพบว่า SG 
สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวไดห้ลายชนิด และนอกจากน้ีมีการรายงาน
การคน้พบโปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีมีความสามารถในการ
จบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจศึกษาบริเวณท่ีท าหนา้ท่ีรับผดิชอบต่อการยดึเกาะ
กบัเซลล์กุง้ รวมถึงศึกษาบทบาทหน้าท่ีของ Heparan sulfate ต่อการเป็นโมเลกุลตวัรับของโปรตีน 
VP37 ขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ได ้ดงันั้นจึงอาจเป็นไปไดว้า่บน
ผวิกุง้มี SG-like molecule เป็นส่วนประกอบ ทั้งน้ีมีการรายงานการพบสารท่ีมีโครงสร้างคลา้ย heparin 
ในกุง้ จึงอาจเป็นไปไดว้า่โปรตีน VP37 อาจจะจบักบั Heparin เพื่อท าการยดึเกาะกบัเซลลก์ุง้ จึงท าการ
ตรวจสอบด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Surface Plasmon Resonance (SRP) พบว่าโปรตีน VP37 
รูปแบบ Full length และ C-terminal domain สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin ไดด้ว้ยค่า binding 
affinity (KD) เท่ากบั 1.0 µM และ 2.44 µM ตามล าดบั ดงันั้นจากการทดลองน้ีอาจบ่งช้ีไดว้า่ SG อาจจะ
ออกฤทธ์ิขดัขวางท่ีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ดงันั้นจึงท าการยืนยนัดว้ยเทคนิค 
SPR จากการทดลองพบว่า SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 
รูปแบบ Full length กบั Heparin ดงันั้นจากการจากงานวิจยัน้ีจึงสรุปไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะใช้ 
Heparin เป็นโมเลกุลตวัรับ (receptor) เพื่อท าการยดึเกาะกบัเซลลก์ุง้  

ค ำส ำคญั:  ไกลโคซามิโนไกลแคน, โปรตีน VP37, ไวรัสตวัแดงดวงขาว, Heparin, Sulphate galactans 
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Abstract 

 

Project Code: MRG5980197 

Project Title: Heparan sulphate on the surface of shrimp cells is a potential receptor for 
VP37 from White spot syndrome virus 
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White spot syndrome virus (WSSV) is an envelope virus causing a high mortality of shrimp 
within 3-10 days.  Currently, there is no effective way to treat or prevent white spot virus infection. 
However, it has been reported that sulfated galactans (SG) extract from the red seaweed (Gracilaria 
fisheri) has the ability to inhibit the infection of WSSV and SG can interact with the several proteins 
of WSSV. Moreover, the VP37 is one of the envelope proteins encoded by WSSV that can interact 
with shrimp haemocytes. Therefore, in this research, the ability to inhibit the interaction between 
VP37 and shrimp haemocytes by SG was investigated. The results showed that SG can inhibit the 
interaction between VP37 and shrimp haemocytes. Therefore, the SG-like molecule is a possible 
component of shrimp cell surface. The Heparin-like molecule has also been reported in shrimp. It is 
likely that VP37 protein may bind to Heparin to infect into the shrimp. The hypothesis was tested 
with Native-PAGE and Surface Plasmon Resonance (SRP) and found that VP37 protein (Full length 
and C-terminal domain) could interact with Heparin with a binding affinity (KD) of 1.0 µM and 2.44 
µM respectively. Moreover, SPR results revealed SG can inhibit the binding between VP37 protein 
and heparin. It indicated that SG might be used to interrupt the interaction between VP37 protein and 
heparin. Therefore, this study may be concluded that the VP37 protein utilizes Heparin as a receptor 
for binding to shrimp cells. 
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ดว้ยเทคนิค Native-PAGE 

3.2.8 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin 38
ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance 

3.2.8.1 การติดฉลาก Heparin ดว้ย Biotin 38 

3.2.8.2 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin 38 

3.2.8.3 การทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37  38
ในรูปแบบ Full length กบั Heparin ดว้ย Sulfated galactans 

3.3 การตกผลึกโปรตีน VP37 39 

3.3.1 การตกผลึกดปรตีน VP37 ดว้ยเทคนิค under oil 39 

3.3.2 การท า X-ray diffraction 39 

4 ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 40 

 4.1 การศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน VP37 40 

 4.1.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ส าหรับใชใ้นการศึกษา 40
 การแสดงออกของโปรตีนดว้ยระบบ E.coli 

 4.1.1.1 การเตรียมยนี VP37 และพลาสมิดส าหรับสร้างพลาสมิดลูกผสม 40 
pET-15b(+)-Thio-VP37 

 



ฌ 

 

สำรบัญ (ต่อ) 

   หน้ำ
  

4.1.1.2 การคดัเลือกเซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม       42 
pET-15b(+)-Thio-VP37 

 4.1.2 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลลแ์บคทีเรีย E.coli 44 

 4.1.2.1 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลลแ์บคทีเรีย E.coli 4 สายพนัธ์ุ 44
ไดแ้ก่ BL21(DE3), Rosetta, Origami, และ BL21-codonPlus(DE3)-RIL 

 4.1.3 การผลิตและท าบริสุทธ์ิโปรตีนลูกผสม VP37 ดว้ยเทคนิค 46
 Ni-NTA affinity chromatography 

 4.1.4 การทดสอบการจบักนัระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค 47
 ELISA และ Immunocytochemistry 

 4.2 การศึกษาหาบริเวณบนโปรตีน VP37 ท่ีใชใ้นการจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ 49 

 4.2.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสมช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 49 

 4.2.2 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมของรูปแบบต่างๆของโปรตีน VP37 ใน 53
 E.coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) และ BL21-codonPlus(DE3)-RIL 

 4.3 การผลิตและท าบริสุทธ์ิช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 ดว้ยเทคนิค 55
 Ni-NTA affinity chromatography 

 4.4 การทดสอบการจบักนัระหวา่งรูปแบบต่างๆของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ 56
 ดว้ยเทคนิค ELISA และ Immunocytochemistry 

 4.5 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Sulfated galactans 59 

 4.5.1 การทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 59
 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ย Sulfated galactan  

 4.5.2 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Glycosaminoglycans ดว้ย 60
 Native-PAGE 
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สำรบัญ (ต่อ) 

         หน้ำ 

 4.5.3 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ยเทคนิค 63
 Surface Plasmon Resonance (SPR) 

 4.6 การทดสอบการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ย 65
 Sulfated galactans (SG) ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR)  

 4.7 การตกผลึกโปรตีน VP37 66 

5 สรุปผลกำรทดลอง 69 

 5.1 การศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ 69 

 5.2 การศึกษาความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 71
  กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ย Sulfated galactans 

 5.3 โปรตีน VP37 สามารถจดจ าสารในกลุ่ม Heparin 73 

 5.4 ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ถูกขดัขวางดว้ย Sulfated galactans 74 

 5.5 ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin กบับทบาทหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ 75
  ติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวในกุง้ 

เอกสำรอ้ำงองิ 78 
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รำยกำรตำรำง 

ตำรำง หน้ำ 
4.1 ตาราง primers ส าหรับใชใ้นการเพิ่มปริมาณยนี VP37 และชนิดของเอนไซม ์ 40
 ตดัจ าเพาะท่ีใชเ้ป็นต าแหน่งในการสร้างพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 

4.2 restriction endonuclease และ nucleotide sequence ของ primers truncate version VP37 51 
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รำยกำรรูปประกอบ 

รูป หน้ำ 
2.1 โครงสร้างของไวรัสตวัแดงดวงขาว 7 

2.2 ลกัษณะดวงขาวท่ีพบในกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว (WSSV) 8 

2.3 กลไกดารบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาว 9 

2.4 ต าแหน่งของ VP28 บน WWSSV virion ดว้ยเทคนิค Ummuno-electron microscopy 10
 with gold-labelled antibody 

2.5 รหสัพนัธุกรรม และโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน VP37 13 

2.6 ต าแหน่งของโปรตีน VP37 บน WSSV virion ดว้ยเทคนิค TEM immunogold-labelling 14
 method 

2.7 ทดสอบการเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั gill membrane protein ดว้ยเทคนิค 16
 VOPBA (a) แสดงผลการท า SDS-PAGE ดว้ย cell lysate ในสภาวะท่ีไม่ท าการเหน่ียวน า 
 ใหผ้ลิตโปรตีน และสภาวะท่ีเหน่ียวน าใหผ้ลิตโปรตีน (b) ผลการตรวจสอบปฏิสัมพนัธ์ 
 ดว้ยเทคนิค VOPBA 

2.8 การท า Neutralization assay โดยท าการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ F1ATP synthase  17
 beta subunit จากนั้นน ามาท าการบ่มกบั WSSV ก่อนท าการฉีดเขา้สู่กุง้ และดูอตัรา 
 การตายท่ีเกิดข้ึน 

2.9 แบบจ าลองโครงสร้างสามมิติและการจดัเรียงโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว 18 

2.10 การจดัเรียงตวัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว (A) การจดัเรียงตวัของโปรตีนตีนแบ่งตาม 19
 ความสามารถในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Chitin (B) ภาพจ าลองโครงสร้างสามมิติในการ 
 จดัเรียงตวัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว 

2.11 โครงสร้าง Sulfated galactans ท่ีสกดัจากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) โดย R1 คือ 20
 H,SO3

-, R2 คือ H,SO3
-, CH3L4M และ R3 คือ H, CH3 

2.12 อตัราการอยูร่อดของกุง้เม่ือไดรั้บ Sulfated galactans ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆแลว้ท าการฉีด 21
 ดว้ย White spot syndrome virus 

2.13 การศึกษาความส าคญัของหมู่ซลัเฟตต่อการจบัของไวรัสตวัแดงดวงขาว 22 
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รำยกำรรูปประกอบ (ต่อ) 

รูป หน้ำ 
2.14 ผลการศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั Sulfated galactans 23
 ดว้ยเทคนิค Far-Western blot 

2.15 ชนิดของไกลโคซามิโนไกลแคน 24 

4.1 ผลการเตรียมช้ินยนี VP37 (A) ผล gel electrophoresis จากการเพิ่มจ านวนยนี VP37 41
 ดว้ยเทคนิค PCR (B) ผลจากการตดัช้ินยนี VP37 ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ 
 XhoI (C) ผลจากการตดัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI  
 และ XhoI (M คือ แถบขนาด DNA มาตรฐาน) 

4.2 การตรวจสอบช้ินยนี VP37 จากการสร้างพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 43
 (A) ผลการท า colony PCR จากโคโลนีท่ี 1-4 (B) ผลการท า plasmid PCR จากพลาสมิด 
 ของโคโลนีท่ี 1-4 (C) ผลตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI 
 ของโคโลนีท่ี 3 และ 4 (M คือ ขนาด DNA มาตรฐาน, P คือ positive control ของการ 
 ทดลอง, N คือ พลาสมิดท่ีไม่ถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ, C คือพลาสมิดท่ีถูกตดัดว้ย 
 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ) 

4.3 ผลแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3), 45
 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, Rosetta และ Origami induce ท่ีอุณหภูมิ 20 oC ซ่ึงใชเ้วลา 
 หลงัการเหน่ียน าดว้ย IPTG ท่ี 4 ชัว่โมง และ 16 ชัว่โมง รูป A คือโปรตีนส่วนใส 
 (supernatant) ท่ีจากบ่มกบั Ni-NTA bead รูป B คือ โปรตีนในส่วนของตะกอนเซลล ์
 (pellet) (M คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน, 4 คือ เวลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 4 ชัว่โมง, 
 16 คือเวลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 16 ชัว่โมง) 

4.4 ผลการท าบริสุทธ์ิโปรตีนลูกผสม VP37 ดว้ยเทคนิค Ni-NTA affinity chromatography 46
 และวิเคราะห์แถบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงแสดงโปรตีน VP37 ท่ีท าการชะโปรตีน 
 ออกจาก Ni-NTA bead จ านวน 7 คร้ัง (F1-F7) (M คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน, F(1-7) คือ 
 จ านวนคร้ังในการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead, F1(D) คือการชะโปรตีนออกจาก  
 Ni-NTA bead คร้ังท่ี 1 และท าการผสมดว้ย reducing loading dry) 

4.5 การท าบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length ดว้ยเทคนิค Gel filtration 47 
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รำยกำรรูปประกอบ (ต่อ) 

รูป หน้ำ 
4.6 แสดงผลการทดสอบการจบักนัของโปรตีน VP37 และเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยวิธี ELISA 48
 โดยใชโ้ปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 0.05, 0.2 และ 0.5 mg/ml และใชโ้ปรตีน Thioredoxin 
 ส าหรับเป็นการทดลองควบคุม 

4.7 การทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค 49
 Immunocytochemistry (A) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน VP37 (B) เซลลเ์มด็ลือดกุง้ 
 บ่มกบั Thioredoxin ท าหนา้ท่ีเป็น Negative control 

4.8 การออกแบบบริเวณท่ีครอบคลุมช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 (A) โครงสร้างล าดบัท่ี 50
 สองของโปรตีน VP37 (B) บริเวณครอบคลุมรูปแบบต่างๆของโปรตีน VP37 

4.9 ผลการตรวจสอบช้ินยนี VP37 ของพลาสมิดลูกผสมรูปแบบต่างๆไดแ้ก่ VP37(1-281), 52
 VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) และ VP37(1-250) โดยใชเ้ทคนิค plasmid 
 PCR (แถบM คือ ขนาด DNA มาตรฐาน) 

4.10 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265)  54
 และ VP37(1-250) ในเซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) และ 
 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL ซ่ึงใชเ้วลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 4 ชัว่โมง 
 ท่ีอุณหภูมิ 20 oC ในส่วนของโปรตีนทั้งหมดในเซลล ์

4.11 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265)  54
 และ VP37(1-250) ในเซลลแ์บคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) และ 
 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL ซ่ึงใชเ้วลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 16 ชัว่โมง 
 ท่ีอุณหภูมิ 20 oC ในส่วนของโปรตีนทั้งหมดในเซลล ์  

4.12 ผลการท าบริสุทธ์ิโปรตีนรูปแบบต่างๆของโปรตีน VP37 ดว้ยเทคนิค Ni-NTA  56
 chromatography ผลการวิเคราะห์โปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE แสดงจ านวนคร้ังท่ีท าการ 
 ชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead (F1-F5) (A) โปรตีน VP37(111-281) 
 (B) โปรตีน VP37(138-281) (C) โปรตีน VP37(1-265) (D) โปรตีน VP37(1-250) 
 (M คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน, F(1-5) คือล าดบัคร้ังท่ีท าการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA 
 bead และท าการผสมดว้ย native loading dye) 
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รำยกำรรูปประกอบ (ต่อ) 

รูป หน้ำ 
4.13 ผลการทดสอบการจบักนัระหวา่งเซลลเ์มด็เลือดกุง้และโปรตีนรูปแบบต่างๆของโปรตีน 57
 VP37 ไดแ้ก่ VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) และ VP37(1-250) และ 
 โปรตีน Thioredoxin ส าหรับเป็นการทดลองควบคุม ดว้ยเทคนิค ELISA 

4.14 ทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 (1-281) และ VP37(111-281) กบัเซลล ์ 58
 เมด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค Immunocytochemistry (A) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน 
 VP37(1-281) (B) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน VP37(111-281) (C) เซลลเ์มด็เลือดกุง้ 
 บ่มกบั Thioredoxin ท าหนา้ท่ีเป็น negative control 

4.15 การทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลล ์ 59
 เมด็เลือดกุง้ดว้ย Sulfated galactans ดว้ยเทคนิค ELISA โดยในการทดลองจะท าการบ่ม 
 โปรตีน VP37 ทั้งรูปแบบ Full length และ C-terminal domain กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ 
 0.1 และ 1 mg/ml จากนั้นน าไปบ่มกบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ท ่าทการเพาะเล้ียงบน 96 well plate 
 แลว้ท าการติดตามดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบั Histidine tag (anti-His antibody) และท าการ 
 ตรวจสอบดว้ย TMB substrate ก่อนท าการหยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟริูกความเขม้ขน้ 
 1 โมลาร์ โดยในการทดลองมีโปรตีน Thioredoxin เป็นโปรตีนควบคุม 

4.16 ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน  VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีผา่นการตดั Fusion tag 61
 ออกกบั SG ท่ีอตัราส่วน 1:4 โมลาร์ดว้ยเทคนิค Native-PAGE โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 60 Volt 
 เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง แลว้ท าการยอ้มดว้ย Coomassie stain เพือ่ติดตามแบนโปรตีนท่ีเกิดข้ึน 
 โดยรูป A แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีท าการตดั Fusion tag เลข 1  
 แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีมี Fusion tag และรูป B แสดง 
 ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีผา่นการตดั Fusion tag  
 ออก กบั SG โดยเลข 1 แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีไม่ไดท้  าการ 
 บ่มกบั SG และเลข 2 แสดงโปรตีน VP37 ท่ีท าการบ่มกบั SF ท่ีอตัราส่วน 1:4 โมลาร์ 
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4.17 ผลการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดว้ย 62
 เทคนิค Native-PAGE โดยท าการน าโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length มาท าการตดั 
 Fusion tag ออก จากนั้นน าโปรตีนท่ีไดม้าท าการบ่มกบั Heparin ความเขม้ขน้ต่างๆท่ี 
 อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น ามาท าการแยกโปรตีนตามขนาดดว้ยเทคนิค  
 Native-PAGE โดยจะใชก้ระแสไฟฟ้า 60 Volt เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง จากนั้นน าไปท าการ 
 ยอ้มี Coomassie stain เพื่อดูแบนโปรตีนท่ีเกิดข้ึน 

4.18 ผลการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ยเทคนิค 64
 Surface Plasmon Resonance โดยท าการตรึง porcine heparin บนผวิหนา้ SA-chip 
 จากนั้นท าการฉีดโปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 20, 40 และ 70 nM แลว้ดูค่า Respond unit 
 (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated ผวิหนา้ SA-chip ดว้ย 
 5M NaCl แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้สู่สมการทางคณิตศาสตร์ (Fitting) ดว้ยโปรแกรม  
 BIA evaluation software ver.2.0 แบบ Heterogeneous ligand model จากการทดลองพบวา่ 
 ค่าความสามารถในการจบั (Binding affinity, KD) กนัของโปรตีน VP37 กบั porcine  
 heparin มีค่าเท่ากบั 1.0 µM 

4.19 ผลการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain กบั 64
 กบั Heparin ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance โดยท าการตรึง porcine heparin 
 บนผวิหนา้ SA-Chip จากนั้นท าการฉีดโปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 2, 3, 5 และ 10 µM 
 แลว้ดูค่า Respond unit (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated 
 ผวิหนา้ SA-chip ดว้ย 5M NaCl แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้สู่สมการทางคณิตศาสตร์ (Fitting) 
 ดว้ยโปรแกรม BIA evaluation software ver.2.0 แบบ Heterogeneous ligand model จาก 
 การทดลองพบวา่ค่าความสามารถในการจบั (Binding affinity, KD) กนัของโปรตีน VP37 
 กบั porcine heparin มีค่าเท่ากบั 2.44 µM 

4.20 ผลการทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั 66
 porcine heparin ดว้ย Sulfated galactans (SG) ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance 
 ท าการบ่มโปรตีน VP37 กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆท่ีอุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 จากนั้นท าการน าโปรตีนท่ีไดม้าฉีดผา่นผวิหนา้ SA-chip ท่ีท าการตรึง porcine heparin 
 แลว้ดูค่า Respond unit (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated 
 ผวิหนา้ดว้ย 5M NaCl จากการทดลองพบวา่ SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ 
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 ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั porcine heparin แบบ Does-dependent  

4.21 ผลการหาบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกของโปรตีน VP37 ดว้ย Nextal Tubes 67
 Suites (Qiagen) ภายใต ้parafilm oil โดยรูป A แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ทีท าการ 
 ตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) MPD, 0.02 M Ca Chloride) 
 รูป B แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ C7  (2M Ammonium 
 sulfate) และรูป C แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ D10 
 (0.1M HEPES, 0.8M Sodium phosphate, 0.8M Potassium phosphate) ตามล าดบั 

4.22 ผลการทดสอบผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ B3 (0.1M Na acetate 68
 pH 4.6, 30% (w/v) MPD, 0.02M Ca Chloride) โดยรูป A แสดงผลการทดสอบการตก 
 ผลึกของโปรตีน VP37 ดว้ยบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) MPD, 
 0.02 M Ca Chloride)  รูป B แสดงผลการทดสอบผลึกโปรตีนท่ีเกิดข้ึนดว้ยเทคนิค 
 SDS-PAGE และรูป C การท า X-ray diffraction ของผลึกโปรตีน VP37  
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ประมวลศัพท์และค ำย่อ 

 

g = กรัม 

kDa = กิโลดาลตนั 

L = ลิตร 

M = โมลาร์ 

mL = มิลลิลิตร 

mM = มิลลิโมลาร์ 

nm = นาโนเมตร 

MW = มวลโมเลกลุ 

OD = ค่าการดูดกลืนแสง 

rpm = รอบต่อนาที 

SDS = Sodium dodecyl sulfate 

oC = องศาเซลเซียส 

µg = ไมโครกรัม 

µl = ไมโครลิตร 

WSSV = White spot syndrome virus 

RGD = Arginyl-glycyl-aspartic acid 

ELISA = The enzyme-linked immunosorbent assay 

GMP = Gill membrane protein 
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บทที่ 1 บทน ำ 
 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญั 

อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ านบัเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศ 
เน่ืองจากประเทศไทยมีปริมาณการส่งออกสูงเป็นอนัดบัตน้ของโลก และสามารถสร้างรายไดปี้ละ
หลายหม่ืนลา้นบาทจากการส่งออกสัตวน์ ้ าจ  าพวกกุง้ปรุงแต่ง กุง้สดแช่เยน็แช่แขง็ และทูน่ากระป๋อง 
ไปยงัตลาดส่งออกหลกัได้แก่ สหรัฐอเมริกา ญ่ีปุ่น และสหภาพยุโรป โดยสินคา้ประเภทกุ้งและ
ผลิตภณัฑ์เป็นสินคา้ประมงหลกัท่ีท ารายไดโ้ดยมีสัดส่วนมากถึงร้อยละ 70 ของมูลค่าการส่งออก
สินคา้ประมงทั้งหมด คิดเป็นมูลค่า 191,005.60  ลา้นบาทหรือคิดเป็นร้อยละ 20.2 ของการส่งออก
อาหารทั้งหมดของไทย (1) โดยในปี 2554 มีปริมาณการส่งออกกุง้ 388,692 ตนั คิดเป็นมูลค่า 109,398 
ลา้นบาท (2) แต่อยา่งไรก็ตามอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ก็ยงัคงประสบปัญหาจากการระบาดของ
เช้ือก่อโรคในกุง้ ยกตวัอยา่งเช่น โรคตายด่วนท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย โรคติดเช้ือท่ีเกิดจากโปรโตซวั 
และโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสโดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคตวัแดงดวงขาว โดยการระบาดของเช้ือโรคท่ีเกิด
จากไวรัสนั้นไม่สามารถใชย้าปฏิชีวนะหรือสารเคมีในการรักษาได ้(3) ดงันั้นการศึกษาถึงกลไกการ
ระบาดของเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งเพื่อเป็นการหาแนวทางและวิธีการ
ป้องกนัการระบาดของเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว 

 
ในช่วงธันวาคม พ.ศ. 2559 ได้มีรายงานถึงการระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีรัฐควีนส์แลนด์ 
ประเทศออสเตรเลีย ส่งผลใหมี้การปิดตวัลงของฟาร์มเพาะเล้ียงถึง 7 แห่งก่อใหเ้กิดความเสียหายเป็น
มูลค่า 1 พนัลา้นบาท (4) และเม่ือพิจารณาถึงขอ้มูลในอดีตช้ีใหเ้ห็นวา่การระบาดของไวรัสตวัแดงดวง
ขาวนั้นสามารถพบไดทุ้กประเทศ และก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเศรษฐกิจอยา่งรุนแรง โดยกุง้ท่ีไดรั้บ
การติดเช้ือตวัแดงดวงขาวจะแสดงอาการจุดดวงขาวท่ีบริเวณส่วนหัว และหาง รวมถึงบางคร้ังล าตวั
อาจจะเกิดการเปล่ียนเป็นสีแดง และตายภายใน 3-10 วนั (5) ดงันั้นท าใหน้กัวิจยัสนใจศึกษาถึงกลไก
ในการติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว โดยการศึกษาโปรตีนห่อหุ้มไวรัส (envelope protein) ท่ีท าหนา้ท่ี
รับผิดชอบต่อการยึดเกาะระหว่างไวรัสกบัเซลล์กุง้โดยจากการศึกษาก่อนหน้าไดมี้การรายงานว่า
ไวรัสตวัแดงดวงขาวนั้นมีโปรตีนห่อหุม้หลายชนิด ยกตวัอยา่งเช่น VP28, VP26, VP19 และ VP37 ท่ี
มีการรายงานว่าสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์กับเซลล์กุ ้งได้ (6 - 9) โดยโปรตีน VP28 สามารถเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กบั PmRab7, Hsc70 และ FcLec3 (10 - 12) โปรตีน VP26 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์ไดก้บั 
Actin (7) และโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ได้กับ F1ATP synthase beta subunit และ 
Peritrophin-like molecule (13-14) แต่จากการรายงานถึงโมเลกุลท่ีอาจจะท าหน้าท่ีเป็นตัวรับ 
(receptor) ให้กับโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสตัวแดงดวงขาวพบว่าท าการศึกษาภายใต้สภาวะท่ีอาจ
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ก่อให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนจากเทคนิคท่ีน ามาใช้ในการทดสอบยกตวัอย่างเช่น VOPBA,             
Far-Western blot เป็นตน้ จึงอาจส่งผลใหป้ฏิสมัพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนอาจจะไม่ไดเ้กิดข้ึนจริงตามธรรมชาติ 
 
นอกจากน้ีมีการรายงานว่าสารสกัดจากธรรมชาติท่ีมีคุณสมบัติเป็น Sulfated polysaccharide                           
มีความสามารถในการขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรียและไวรัส ยกตวัอยา่งเช่น สารสกดั 
sulfated galactans (SG) จากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) มีความสามารถในการขดัขวางการบุก
รุกของไวรัสตวัแดงดวงขาว รวมถึงมีการรายงานว่า SG สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีนหลายชนิด
ของไวรัสตวัแดงดวงขาวได ้(15-16) ทั้งน้ียงัมีรายงานสารในกลุ่มไกลโคซามิโนไกลแคนท าหนา้ท่ี
รับผิดชอบในการเป็นโมเลกุลตวัรับให้กบัไวรัสชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ Human Parainfluenza virus type 3 
(17), Dengue virus type 2 and Yellow fever virus (18), Rift Valley Fever virus (19) และนอกจากน้ียงั
มีการคน้พบสารในกลุ่มไกลโคซามิโนไกลแคน ซ่ึงเป็นสารท่ีมีลกัษณะเป็น Sulfate polysaccharide 
ชนิด Heparin ในกุง้ (20-22) ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้่าไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจใช ้Heparin เป็นโมเลกุล
ตวัรับบนผิวเซลล์กุ ้ง โดยอาจจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กับโปรตีนห่อหุ้ม VP37 เพื่อบุกรุกเขา้สู่เซลล์กุ ้ง 
รวมทั้งท าการศึกษาหาบริเวณท่ีท าหนา้ท่ีรับผดิชอบต่อการเป็น Haemocyte-binding site หรือ Heparan 
sulphate-binding site และนอกจากน้ีจะท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกโปรตีน VP37 ซ่ึง
การศึกษาในคร้ังน้ีจะช่วยสร้างความเขา้ใจอนัดีต่อกลไกการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาว
ไดม้ากข้ึน ซ่ึงอาจน าไปสู่องคค์วามรู้ใหม่เพื่อใชใ้นการพฒันาหาแนวทางป้องกนัการบุกรุกเขา้สู่เซลล์
ของไวรัสได ้หรือสามารถน าไปสู่การคิดคน้ และพฒันาสารโมเลกุลท่ีมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัโมเลกุล
ตวัรับของโปรตีน VP37 เพื่อน ามาใชเ้ป็นแนวทางการป้องกนัการติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวไดอี้ก
ดว้ย 

1.2 วตัถุประสงค์ 

1. ท าการศึกษาหาต าแหน่งของ Haemocyte-binding site หรือ Heparan sulphate-binding site 
บนโมเลกุลของโปรตีน VP37 

2. ท าการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของ Heparan sulphate ต่อการเป็นโมเลกุลตวัหรับส าหรับโปรตีน 
VP37 

3. ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกโปรตีน VP37 

1.3 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

จากการศึกษาหาโมเลกลุตวัรับ (Receptor) บนผวิเซลลก์ุง้ท่ีมีความสามารถในการจบักบัโปรตีน VP37 
จะช่วยเพิ่มความรู้ความเขา้ใจอนัดีต่อกระบวนการบุกรุกขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาว และอาจ
น าไปสู่การหาแนวทางป้องกนั หรือการพฒันาวิธีการรักษาโรคท่ีเกิดจากไวรัสตวัแดงดวงขาวได ้
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ยกตวัอย่างเช่น ถา้เกิดความรู้ความเขา้ใจต่อกลไกการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาวใน
ระดับโมเลกุลแล้วก็อาจน าไปสู่การพฒันาโมเลกุลขนาดเล็กท่ีมีลักษณะคล้ายกับโมเลกุลตวัรับ 
(receptor) ท่ีพบเพื่อน าไปใช้ในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับโมเลกุลตวัรับ 
(receptor) บนผวิเซลลก์ุง้เป็นตน้ 

1.4 ขอบเขตงำนวจิัย 

1. ท าการสร้างพลาสมิดลูกผสมของโปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ Full length และรูปแบบต่างๆ 
2. ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตโปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ Full length และรูปแบบ

ต่างๆของโปรตีน VP37 ในระบบ E.coli ดว้ยท าบริสุทธ์ิโปรตีนดว้ยเทคนิค Ni-NTA affinity 
chromatography และ gel filtration 

3. ท าการศึกษาความสามารถในการจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ของโปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ 
Full length และ C-terminal domain ดว้ยเทคนิค ELISA และ immunocytochemistry 

4. ท าการทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็
เลือดกุง้ดว้ย Sulfated galactans และท าการหาปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Sulfated 
galactans ดว้ยเทคนิค Native-PAGE 

5. ท าการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin และ 
ดว้ยเทคนิค Native-PAGE 

6. ท าการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length และ C-terminal กบั 
Heparin ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR) 

7. ท าการทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ 
Full length กบั Heparin ดว้ย Sulfated galactans ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance 
(SPR) 

8. ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกของโปรตีน VP37 
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บทที่ 2 ตรวจเอกสำร 
 

2.1 อุตสำหกรรมกำรเพำะเลีย้งกุ้งในประเทศไทยและผลกระทบทีเ่กดิจำกโรค
ระบำด 

 อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้นับเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีความส าคญัต่อระบบเศรษฐกิจของ
ประเทศไทยเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ไดมี้การพฒันามาอยา่งต่อเน่ืองจนมี
การส่งออกผลผลิตกุง้สูงเป็นอนัดบัหน่ึงของประเทศ (1, 23) และประเทศไทยยงัเป็นผูส่้งออกกุง้เป็น
อนัดบัท่ี 5 ของโลกเม่ือปี พ.ศ. 2557 (24) โดยตลาดคู่คา้ท่ีส าคญัของไทยไดแ้ก่ สหรัฐอเมริกา ญ่ีปุ่น 
สหภาพยโุรป เป็นตน้ และในปี 2559 ประเทศไทยไดมี้การส่งออกสินคา้กุง้สูงถึง 209,381 ตนั มีมูลค่า
ถึง 69,783 ลา้นบาท (23) ภายหลงัการส่งออกกุง้ของไทยนั้นมีแนวโนม้ลดลงอยา่งต่อเน่ือง เน่ืองจาก
ประสบปัญหาหลายดา้น อาทิเช่น ปัญหาการกีดกนัทางการคา้ วตัถุดิบท่ีไดจ้ากทะเลมีปริมาณจ ากดั 
เน่ืองจากทรัพยากรประมงลดลง และการเขม้งวดในเร่ืองการบงัคบัมาตรการ IUU (Illegal Unreported 
and Unregulated Fishing) อย่างจริงจังของสหภาพยุโรป การตัดสิทธ์ิ GSP ส าหรับสินค้าประมง 
รวมถึงค่าเงินในประเทศคู่คา้หลกัทั้งสหภาพยุโรป และญ่ีปุ่นอ่อนค่าลงส่งผลกระทบต่อราคาซ้ือขาย
สัตวน์ ้ า และปัญหาท่ีส าคญัท่ีส่งผลกระทบต่อปริมาณการผลิตกุง้ของไทยคือ ปัญหาท่ีเกิดจากโรค
ระบาดในกุง้ ท่ีส่งผลใหเ้กิดความเสียหายอยา่งมากต่อเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียงจนถึงเศรษฐกิจของประเทศ
ไทย ยกตวัอยา่งเช่นปี 2554 ประเทศไทยไดมี้ปริมาณการผลิตกุง้ท่ีลดลงเน่ืองจากเกิดการระบาดของ
เช้ือแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคตายด่วน (EMS) ส่งผลใหป้ริมาณการผลิตกุง้ของไทยลดลงจาก 5-6 แสน
ตนัในปี 2554 เหลือเพียง 2.3 แสนตนัในปี 2557 (25) แต่อยา่งไรก็ตามจากความร่วมมือของหลายฝ่าย 
อาทิเช่น เกษตรกร ภาครัฐ และภาคเอกชน ในการหาแนวทางป้องกนั และเฝ้าระวงัการระบาดของโรค
ตายด่วน (EMS) ส่งผลให้ในปัจจุบนัปริมาณการเพาะเล้ียงกุ้งรวมถึงการส่งออกกุ้งของไทยนั้นมี
แนวโนม้ท่ีเพิ่มข้ึน (26) หรือผลกระทบท่ีเกิดจากการระบาดของเช้ือไวรัสเช่น ไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ี
สามารถสร้างผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศไทยไดอ้ยา่งมหาศาลส่งผลให้เกษตรกรผูเ้พาะเล้ียง
กุง้กุลาด าจ าเป็นตอ้งเปล่ียนไปเพาะเล้ียงกุง้ขาวแทน เน่ืองจากกุง้ขาวมีอตัราการขยายตวัอยา่งรวดเร็ว 
แต่อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนัพบว่ากุง้ขาวสามารถท่ีจะเกิดโรคระบาดไดเ้ช่นเดียวกบักุง้กลุาด า โดยโรค
ระบาดท่ีสามารถพบได้ในกุ้งขาวได้แก่ โรคหัวเหลือง (Yellow head virus) โรคทอร่า (Taura 
syndrome) โรคไอเอชเอชเอ็นวี (Infectious Hemopoeitic Hepatopancreatic Necrosis, IHHNV) โรค
ไอเอ็มเอ็นวี (Infectious Myonecrosis virus, IMNV) และโรคตวัแดงดวงขาว (White spot syndrome 
virus, WSSV) เป็นตน้ (27-29) 
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ผลผลิตกุง้ในประเทศไทยนั้นสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 แหล่งไดแ้ก่ แหล่งท่ีไดจ้ากธรรมชาติคิดเป็นร้อย
ละ 16.67 อีกร้อยละ 83.33 ไดม้าจากการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าของเกษตรกร แต่ในปัจจุบนัผลผลิตกุง้ท่ีได้
จากแหล่งธรรมชาติมีปริมาณลดลง เน่ืองจากทรัพยากรทางธรรมชาติมีแนวโนม้ท่ีลดลง แต่ผลผลิตท่ี
ไดจ้ากการเพาะเล้ียงมีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึน และยงัคงมีแนวโนม้ท่ีเพิ่มมากข้ึนอย่างต่อเน่ืองเน่ืองจาก
ทางภาครัฐไดมี้การสนบัสนุนและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้จนสามารถเป็นผูส่้งออกกุง้รายส าคญัของ
โลก และจากขอ้มูลสถิติการประมงในปี 2556 ช้ีให้เห็นว่าประเทศไทยนิยมเพาะเล้ียงกุง้ในแถบภาค
กลางประมาณ 42.59 % ภาคใตคิ้ดเป็น 28.13% ภาคตะวนัออกคิดเป็น 17.5% และอ่ืนๆคิดเป็น 11.78% 
โดยผลผลิตกุ้งของประเทศไทยประมาณ 90% เป็นสินคา้ส่งออกไปยงัประเทศคู่คา้ และบริโภค
ภายในประเทศคิดเป็น 10%  แต่ถึงอยา่งไรกต็ามอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ของประเทศไทยยงัคงมี
ความเส่ียงท่ีอาจจะเกิดข้ึนจากสภาพแวดลอ้มท่ีแปรปรวน รวมถึงการระบาดของโรค ยกตวัอยา่งเช่น 
ในช่วงปี 2554 ประเทศไทยไดป้ระสบปัญหาการระบาดของโรคตายด่วน (EMS) ท าใหผ้ลผลิตกุง้ของ
ไทยลดลงอย่างรวดเร็ว โดยก่อนหน้าในช่วงปี 2549-2555 ประเทศไทยมีผลผลิตกุ้งท่ีได้จากการ
เพาะเล้ียงประมาณ 5 แสนตนัต่อปี และลดลงเหลือ 3.25 แสนตนัในปี 2556 และลดต ่าสุดเหลือเพียง 
2.3 แสนตนัในปี 2557 และในช่วงปี 2558 แนวโนม้ผลผลิตกุง้ไทยมีแนวโน้มท่ีดีข้ึนจากการร่วมมือ
กนัแกปั้ญหาของทางเกษตรกร ภาครัฐและภาคเอกชน ท าให้ประเทศไทยสามารถท่ีจะรับมือและ
ป้องกนัการระบาดของโรคตายด่วนได ้(EMS) โดยการปรับโครงสร้างฟาร์มและวิธีการจดัการอยา่ง
เป็นระบบ ซ่ึงมีการปรับเปล่ียนวิธีการเพาะเล้ียง รวมทั้งมีลูกกุง้ท่ีมีคุณภาพท่ีดีข้ึน ส่งผลใหแ้หล่งผลิต
กุง้ท่ีส าคญัของไทยในภาคตะวนัออกและภาคใตฝ่ั้งอ่าวไทยและฝ่ังทะเลอนัดามนัให้ผลผลิตกุ้งท่ี
เพิ่มข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั หรือแมแ้ต่ปัญหาท่ีเกิดจากการระบาดของเช้ือไวรัสกย็งัคงเป็นปัญหาท่ีส าคญัท่ี
ยงัไม่สามารถหาแนวทางป้องกนัหรือรักษาได ้โดยโรคระบาดท่ีเกิดจากไวรัสท่ีส าคญัในกุง้ไดแ้ก่โรค
ตวัแดงดวงขาว ยกตวัอย่างเช่นปลายปี 2537 มีการคน้พบการระบาดโรคตวัแดงดวงขาวในประเทศ
ไทยทางฝ่ังภูมิภาคตะวนัออก จงัหวดัจนัทบุรี ตราด ภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก จงัหวดันครศรีธรรมราช 
ปัตตานี และฝ่ังตะวนัตก จงัหวดัตรัง จากการระบาดของโรคตวัแดงดวงขาวในประเทศไทยส่งผล
กระทบอยา่งมากต่อเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียง และภาคเศรษฐกิจของประเทศ ส่งผลใหเ้กษตรกรผูเ้พาะเล้ียง
กุง้นั้นเปล่ียนจากการเพาะเล้ียงกุง้กุลาด าเป็นการเพาะเล้ียงกุง้ขาวแทน เน่ืองจากและในช่วงปลายปี 
2559 พบการระบาดคร้ังแรกของไวรัสตวัแดงดวงขาวในรัฐควนีส์แลนด ์ประเทศออสเตรเลีย ส่งผลให้
เกษตรกรผูเ้พาะเล้ียงกุง้จ  าเป็นตอ้งปิดฟาร์มชัว่คราวถึง 7 แห่งเพื่อเป็นการจ ากดัและป้องกนัการระบาด
ของไวรัสตวัแดงดวงขาวไปยงัพื้นท่ีอ่ืน คิดเป็นมูลค่าความเสียหาย 1 พนัลา้นบาท และนอกจากน้ีทาง
ประเทศออสเตรเลียยงัประกาศการงดน าเขา้กุง้สดจากต่างประเทศโดยเฉพาะในแถบเอเชีย เน่ืองจากมี
การสันนิษฐานว่าการระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวนั้นน่าจะมาจากประเทศในแถบเอเชีย โดย
ประเทศท่ีเคยมีการรายงานถึงการระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวไดแ้ก่ เวียดนาม จีน มาเลเซีย และ
ไทย (4)  
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2.2 ไวรัสตัวแดงดวงขำว (White spot syndrome virus, WSSV) 

 ไวรัสตวัแดงดวงขาว (White spot syndrome virus, WSSV) ไวรัสท่ีมีความรุนแรง สามารถ
สร้างความเสียหายไดอ้ย่างมหาศาล โดยเฉพาะผลกระทบท่ีเกิดกบัอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ทัว่
โลก การระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวถูกพบคร้ังแรกในปี 2535 ท่ีประเทศไตห้วนั จากนั้นปี 2536 
พบท่ีประเทศญ่ีปุ่นในฟาร์มเพาะเล้ียงกุง้ Penaeus japonicas โดยเรียกไวรัสท่ีเป็นสาเหตุของโรคว่า 
penaeid rod-shape DNA virus (PRDV) หรือ rod-shaped nuclear virus of P. japonicas (RV-PJ) (30-
31) ต่อมาปลายปี 2537 พบการระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวในประเทศไทย โดยเรียกโรคน้ีว่า 
systemic ectodermal and mesodermal baculovirus (SEMBV) การระบาดของไวรัสตัวแดงดวงขาว
สามารถบุกรุกเขา้สู่สัตวน์ ้ าจ  าพวกครัสเตเชียนไดแ้ก่ กุง้น ้ าจืด กุง้น ้ าเคม็ และปู โดยมีสัตวน์ าเช้ือไดแ้ก่
โรติเฟอร์ (Rotifer), อาร์ทีเมียร์ (Artemia salina), โคพีพอด (Copepod), โพลีคีด (Polychaete worm), 
ตวัอ่อนแมลง (larvae insect) และหอยทะเล (Marine mollusk) เป็นตน้ (32)  

 

 ไวรัสตัวแดงดวงขาวเป็นไวรัสชนิดดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA virus) ท่ีมีผนัง
ห่อหุ้ม (envelope) ขนาดใหญ่ ลกัษณะเป็นแท่ง (rod-shaped) ขนาด 80 -120 x 250 -380 นาโนเมตร 
(33) ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 โดยในอดีตไวรัสตวัแดงดวงขาวถูกจดัอยู่ในวงศ์ Baculoviridae แต่จาก
การศึกษาเพิ่มเติมพบว่าไวรัสตวัแดงดวงขาวมีส่วนท่ียื่นออกมาคลา้ยหางจึงไดมี้การจดักลุ่มไวรัส              
ตัวแดงดวงขาวใหม่โดย Intermational Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ให้อยู่ในสกุล 
Whispovirus วงศ์ Family Nimaviridae (34-35) ในปัจจุบันได้มีการรายงานข้อมูลสารพนัธุกรรม
ทั้งหมดของไวรัสตวัแดงดวงขาวได ้4 สายพนัธ์ุโดยแบ่งตามแหล่งท่ีท าการคดัแยกเช้ือไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ
จากประเทศจีน (WSSV-CN; GenBank Accession AF332093) มีขนาด 305 กิโลเบส ประเทศไทย 
(WSSV-TH; GenBank Accession AF369029)  มีขนาด 293 กิโลเบส (35) ไต้หวัน (WSSV-TW; 
GenBank Accession AF440570) มีขนาด 307 กิโลเบส  และเกาหลี (WSSV-KR; GenBank Accession 
JX515788) มีขนาด 296 กิโลเบส โดยขอ้มูลพนัธุกรรมของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีแยกไดจ้ากแต่ละ
ประเทศมีความคลา้ยคลึงกนัของล าดบัเบสถึง 97-99% และมี GC content ประมาณ 41% ส าหรับขอ้มูล
ทางพนัธุกรรมทั้งหมดของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีแยกไดจ้ากประเทศไทยจะประกอบดว้ย 181 ส่วนท่ี
สามารถแสดงออกเป็นโปรตีนได้ (open reading frame, ORF) ซ่ึงจะสามารถถอดรหัสออกมาเป็น
โปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 50 - 6,077 กรดอะมิโน และในปัจจุบนัพบว่ามี ORFs เพียง 6% เท่านั้นท่ี
สามารถถอดรหสัเป็นโปรตีนแลว้มีความคลา้ยคลึง (Homology) กบัโปรตีนอ่ืนท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล โดย
โปรตีนส่วนมากท่ีท าการถอดรหัสออกมามกัเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการ nucleotide 
metabolism, DNA replication และ protein modification ส่วน ORFs ท่ีเหลือพบวา่เม่ือถอดรหสัออกมา
เป็นโปรตีนแลว้ไม่มีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีนอ่ืนๆท่ีมีการรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล (36)  และเม่ือมี
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การศึกษายนีอ่ืนๆของไวรัสตวัแดงดวงขาวเพิ่มเติม พบวา่มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบั Immediate early genes, 
DNA metabolism-related genes, latency-related genes, ubiquitination-related genes และเก่ียวขอ้งกบั 
anti-apoptosis pathway (37-40) 

 

 
รูปที ่2.1 โครงสร้างของไวรัสตวัแดงดวงขาว (41) 

 

ไวรัสตวัแดงดวงขาวจะประกอบไปดว้ยโครงสร้างโปรตีนหลกั 3 ส่วน ไดแ้ก่ส่วนท่ีเป็นโปรตีนห่อหุม้ 
(envelope protein) ส่วนท่ีเป็น Tegument protein และส่วนท่ีเป็น นิวคลีโอแคพซิด (nucleocapsid 
protein) ซ่ึงโปรตีนทั้ง 3 ชนิดน้ีจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัส โดยโปรตีนท่ี
ท าหน้าท่ีเป็นโปรตีนห่อหุ้มไดแ้ก่ VP28, VP19 และ VP24 เป็นตน้ โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเป็นนิวคลีโอ
แคพซิดไดแ้ก่ VP26 และ VP15 โดยกุง้ท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวจะแสดงอาการจุดดวงขาวท่ี
บริเวณใตเ้ปลือกท่ีบริเวณส่วนหัวและดา้นขา้งล าตวัส่วนหางขนาด 0.5 - 2 มิลลิเมตร และกุง้ตลอด
ทั้ งตวัมีสีแดงเร่ือๆชมพูจนถึงเขม้ นอกจากน้ีไวรัสตวัแดงดวงขาวจะเขา้ท าลายระบบเน้ือเยื่อชั้น                
เอคโตเดิม (Ectoderm) และมีโซเดิม (Mesoderm) โดยจะท าให้นิวเคลียสของเซลล์เกิดการบวมโต 
รวมถึงท าใหต้บัมีขนาดเลก็ลง (รูปท่ี 2.2) และจะตายภายใน 3-10 วนั (5) 
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รูปที ่2.2  ลกัษณะดวงขาวท่ีพบในกุง้ท่ีติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว (WSSV) (5) 

 

2.2.1 กลไกกำรติดเช้ือของไวรัสตัวแดงดวงขำว 

  เน่ืองจากไวรัสตวัแดงดวงขาวมีลกัษณะเป็นไวรัสท่ีมีโปรตีนห่อหุม้ (envelope virus) ดงันั้น
กลไกการติดเช้ือของไวรัสจะอาศยัปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนห่อหุ้ม (envelope protein) กบัโมเลกุล
ตวัรับ (receptor) บนผิวเซลลก์ุง้เพื่อสนบัสนุนให้ไวรัสบุกรุกเขา้สู่เซลล ์โดยกระบวนการบุกรุกเขา้สู่
เซลลจ์ะเร่ิมจากไวรัสใชส่้วนท่ีเป็นโปรตีนห่อหุม้ (envelope virus) ไปท าการยดึเกาะกบัโมเลกลุตวัรับ
บนผวิเซลลก์ุง้ จากนั้นไวรัสจะท าการบุกรุกเขา้สู่เซลลด์ว้ยกระบวนการเอนโดไซโทซิส (endocytosis) 
โดยโปรตีนห่อหุ้ม (envelope protein) จะเกิดการรวมกบัเยื่อหุ้มเอนโดโซม (endosome membrane) 
และท าการปลดปล่อยนิวคลีโอแคพซิดเขา้สู่ไซโทพลาสซึม (cytoplasm) จากนั้นนิวคลีโอแคพซิดจะ
ถูกย่อยและเคล่ือนเขา้สู่บริเวณนิวเคลียสเพื่อท าการส่งสารพนัธุกรรมของไวรัสเขา้สู่นิวเคลียส ซ่ึง
ภายในนิวเคลียสจะเกิดกระบวนการจ าลองตวัเองของไวรัสเพื่อเพิ่มจ านวนไวรัสดงัแสดงในรูปท่ี 2.3 
(41) จากรูปท่ี 2.3 จะเห็นไดว้่ากระบวนการยึดเกาะของไวรัสท่ีเกิดจากปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน
ห่อหุ้มกบัโมเลกุลตวัรับบนผิวเซลลน์ั้นเป็นกระบวนการส าคญัท่ีจะสนบัสนุนให้เกิดการบุกรุกเขา้สู่
เซลล์ ดงันั้นการศึกษาความส าคญัของโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสท่ีมีความสามารถในการยึดเกาะกบั
โมเลกลุตวัรับบนผวิเซลลก์ุง้จึงมีความส าคญัอยา่งยิง่ เน่ืองจากหากเราทราบและเขา้ใจถึงปฏิสัมพนัธ์ท่ี
เกิดข้ึนน้ีอาจจะสามารถน าไปสู่แนวทางการพฒันาและหาวิธีป้องกนัการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสได ้
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รูปที ่2.3  กลไกการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาว (41) 

 

2.2.2 บทบำทของโปรตีนห่อหุ้ม (Envelope protein) ของไวรัสตัวแดงดวงขำวต่อกำรบุกรุกเข้ำสู่

เซลล์เจ้ำบ้ำน 

กระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสจะอาศยัโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสไปท าการยดึเกาะกบั
โมเลกุลตวัรับบนผิวเซลลก์ุง้ก่อนเกิดกระบวนการเอนโดไซโทซิส (endocytosis) เขา้สู่เซลล ์ดงันั้น
กระบวนการยึดเกาะระหว่างโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสกับโมเลกุลบนตวัรับบนผิวเซลล์กุ ้งจึงเป็น
ขั้นตอนส าคญัท่ีสนบัสนุนใหไ้วรัสเกิดการบุกรุกเขา้สู่เซลล ์ซ่ึงในปัจจุบนัไดมี้การคน้พบโปรตีนของ
ไวรัสท่ีท าหนา้ท่ีเป็นโปรตีนห่อหุม้มากกวา่ 35 ชนิด (36) ยกตวัอยา่งเช่น โปรตีน VP28 และ VP37 

2.2.3 โปรตีนห่อหุ้มขนำด 28 kDa (VP28)  

โปรตีน VP28 เป็นโปรตีนไวรัสท่ีมีการศึกษาอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากในปี 2000 โดย                  
Van Hulten และคณะ ไดท้  าการศึกษาโปรตีนของไวรัสโดยท าการคดัแยกไวรัสจากกุง้ท่ีติดเช้ือมาท า
การบ่มกบั NP40 เพื่อท าการก าจดัส่วนท่ีเป็นโปรตีนห่อหุม้เทียบกบัไวรัสท่ีไม่ไดบ่้มกบั NP40 จากนั้น
น ามาท าการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) พบว่าไวรัสตวัแดงดวงขาวประกอบดว้ยโปรตีนท่ีส าคญัอยา่งนอ้ย 4 ชนิด ไดแ้ก่โปรตีน
ขนาด  28 kDa (VP28), 26 kDa (VP26), 24 kDa (VP24) และ 19 kDa (VP19) และเม่ือน ามาท าการ
ตรวจสอบดว้ยโพลีโคลนอลแอนติเซรัมท่ีจ าเพาะต่อไวรัสตวัแดงดวงขาวพบว่าโปรตีนท่ีมีขนาด 28 
และ 19 kDa สามารถพบไดเ้ฉพาะในไวรัสท่ีไม่ไดท้  าการบ่มกบั NP40 และโปรตีนขนาด 26 และ24 
kDa นั้นสามารถพบไดเ้ฉพาะในไวรัสท่ีท าการบ่มกบั NP40 ดงันั้นจากงานวิจยัช้ินน้ีสามารถบอกได้
ว่าโปรตีน VP28 และ VP19 ท าหน้าท่ีเป็นโปรตีนห่อหุ้มให้กับไวรัสตวัแดงดวงขาว และโปรตีน 
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VP26 และ VP24 ท าหน้าท่ีเป็นนิวคลีโอแคพซิด (42)  ต่อมาในปี 2002 ไดท้ าการยืนยนัถึงต าแหน่ง
ของโปรตีน VP28 ในการเป็นโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสดว้ยเทคนิค Immuno-electron microscopy with 
gold-labelled antibody (43) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 โดยพบว่าโปรตีน VP28 นั้นเป็นโปรตีนห่อหุม้ท่ีพบ
บนผิวเซลลไ์วรัส จากนั้น Van Hulten และคณะ ไดท้ าการศึกษาหนา้ท่ีของโปรตีน VP28 โดยท าการ
ผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน VP28 ใน baculovirus expression vector system แลว้น าแอนติบอดี
ท่ีไดไ้ปท าการบ่มกบัไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีความเขม้ขน้ต่างๆก่อนน าไปฉีดเขา้สู่กุง้แลว้ดูอตัราการ
ตายท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงจากการทดลองพบว่าแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน VP28 นั้นสามารถท าให้กุง้ตาย
ช้าลงได้ตามความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเพิ่มข้ึน ดังนั้นจึงสามารถท่ีจะสรุปไดว้่าโปรตีน VP28 
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัส (44) 

 

 

รูปที ่2.4 ต าแหน่งของ VP28 บน WSSV virion ดว้ยเทคนิค Immuno-electron microscopy with gold-     
labelled antibody (43) 

เม่ือทราบและแน่ใจแลว้ว่าโปรตีน VP28 นั้นเป็นโปรตีนห่อหุม้ท่ีส าคญัของไวรัสตวัแดงดวง
ขาวจึงมีนกัวิจยัสนใจท าการศึกษาถึงความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ โดยในปี 2004 
โดย Guahua Yi และคณะพบว่าโปรตีน VP28 นั้นสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ได ้โดยการติด
ฉลากโปรตีน VP28 ดว้ย EGFP (VP28-EGFP) จากนั้นน าไปทดสอบในการจบักบั Lymphoid organ 
พบว่าโปรตีน VP28-EGFP นั้ นสามารถท่ีจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กับ Lymphoid organ ได้โดยมี pH ท่ี
เหมาะสมคือ pH 6.0 จากนั้นทางคณะผูว้ิจยัไดล้องท าการทดสอบหาความสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสตวั
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แดงดวงขาวกบัโปรตีน VP28 โดยใชเ้ทคนิค Competitive ELISA โดยท าการบ่มไวรัสตวัแดงดวงขาว
กบัโปรตีน VP28-EGFP ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จากการทดลองพบว่าความสามารถในการจบัของไวรัส
ตวัแดงดวงขาวกบั Lymphoid organ จะลดลงตามความเขม้ขน้ของโปรตีน VP28-EGFP ท่ีเพิ่มข้ึนและ
ในขณะเดียวกนัทางผูว้ิจยัไดท้  าการบ่มโปรตีน VP28-EGFP กบัไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆกพ็บวา่ความสามารถในการจบัของโปรตีน VP28-EGFP นั้นลดลงตามความเขม้ขน้ของไวรัสตวั
แดงดวงขาวท่ีเพิ่มข้ึนเช่นกัน ดังนั้ นจากงานวิจัยน้ีสามารถสรุปได้ว่าโปรตีน VP28 สามารถเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ไดแ้ละการจบัของโปรตีน VP28 เป็นแบบจ าเพาะ (44)  ต่อมาในปี  2006 โดย 
Kallaya และคณะไดร้ายงานวา่ GTP-binding protein Rab 7 ของกุง้กลุาด า (Penaeus monodon) อาจจะ
ท าหนา้ท่ีเป็นโมเลกุลตวัรับให้กบัโปรตีน VP28 โดยไดท้ าการผลิตโปรตีนใน Escherichia coli. แลว้
น ามาทดสอบปฏิสัมพนัธ์กบัเซลล์กุง้โดยใช้เทคนิค Virus overlay protein binding assay (VOPBA) 
โดยน าเอา shrimp haemocyte membrane protein มาท าการแยกขนาดด้วย SDS-PAGE จากนั้นถ่าย
โปรตีนไปสู่แผ่น nitrocellulose membrane ก่อนจะท าการบ่มกบัโปรตีนลูกผสม VP28 (rVP28) และ
ท าการตรวจสอบดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน VP28 ซ่ึงจากการทดสอบน้ีพบว่าโปรตีน VP28 
สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กับโปรตีนของ shrimp haemocyte membrane protein ได้ทั้ งหมด 3 ขนาด
ไดแ้ก่ 14 kDa, 25 kDa และ 30 kDa จากนั้นน าโปรตีนทั้ง 3 ขนาดน้ีไปท าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
Mass spectophotometry พบวา่โปรตีนขนาด 14 kDa น้ีมีความคลา้ยกบั Cyclic AMP-regulated protein-
like protein ขนาด 30 kDa มีความคลา้ยกบั Haemocyte kazal-type proteinase inhibitor และขนาด 25 
kDa มีความคล้ายกับ GTP-binding protein (Rab7) นอกจากน้ีเขาท าการยืนยนัความส าคัญของ 
PmRab7 ต่อการยดึเกาะและบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสโดยการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ Rab7 ก่อน
น าไปท าการบ่มกบั WSSV ซ่ึงจากการทดลองพบว่าการแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ Rab7 มีความสามารถ
ในการขัดขวางปฏิสัมพันธ์ได้ทั้ งโปรตีนลูกผสม VP28 และไวรัสตัวแดงดวงขาวกับ shrimp 
haemocyte membrane protein โดยความสามารถในการขัดขวางจะเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของ
แอนติบอดีท่ีเพิ่มข้ึน (10)  แต่อยา่งไรก็ตามปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP28 กบั PmRab7 นั้นก็ยงัคง
ไม่น่าใช่ปฏิสัมพนัธ์หลกัท่ีท าให้ไวรัสเกิดกระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ เน่ืองจากมีการรายงานถึง
หนา้ท่ีการท างานของโปรตีน Rab7 ว่าเก่ียวขอ้งกบักระบวนการท่ีท าให้เกิด late endosome ซ่ึงแสดง
ให้เห็นว่าไวรัสเกิดกระบวนการเอนโดไซโทซิส (endocytosis) เขา้สู่เซลลก่์อนแลว้ โปรตีน Rab7 จึง
ท าหนา้ท่ีท าใหมี้ความเป็นไปไดว้่าปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP28 กบั Rab7 ไม่ใช่ปฏิสัมพนัธ์แรก
ท่ีท าใหไ้วรัสเกิดการบุกรุกเขา้สู่เซลล ์นอกจากน้ีมีการรายงานถึงโมเลกลุตวัรับ (receptor) บนผวิเซลล์
กุง้ท่ีอาจจะท าหนา้ท่ีเป็นโมเลกลุตวัรับ (receptor) ใหก้บัโปรตีน VP28 ไดแ้ก่ Hsc70 และ FcLec3 เป็น
ตน้ (11-12)  
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2.2.4 โปรตีนห่อหุ้มขนำด 37 kDa (VP37) 

โปรตีนห่อหุ้มขนาด 37 kDa (VP37) หรือเรียกอีกอย่างว่า VP281 หรือ VP33 (GenBank accession 
number AF411364) ถูกคน้พบคร้ังแรกในปี 2002 โดยกลุ่มของ Canhua Huang และคณะ (45) จากการ
ท าบริสุทธ์ิอนุภาคไวรัสตวัแดงดวงขาว (WSSV virion) (46)  ท าการแยกโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวง
ขาวตามขนาดโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบแบนโปรตีนเกิดข้ึนมากกว่า 24 แบน โดยปรากฎ
แบนท่ีขนาด 37 kDa เป็นคร้ังแรกข้ึนมา จึงน าไปท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass 
spectophotometry ซ่ึงพบว่าโปรตีนท่ีขนาด 37 kDa ไม่มีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีนในฐานขอ้มูลจึง
ท าการศึกษาเพิ่มเติมพบว่า start codons และ stop codons ของยนี VP37 อยูบ่ริเวณนิวคลีโอไทดล์ าดบั
ท่ี 14169 และ 142538 ตามล าดบั ซ่ึงยีน VP37 ประกอบดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 843 bp และ
สามารถแปลงเป็นโปรตีนไดข้นาด 281 amino acid ซ่ึงคิดเป็นน ้ าหนักโมเลกุลไดเ้ท่ากบั 31±5 kDa  
และมี TATA box อยู่ ท่ีต  าแหน่งท่ี  46 nucleotide จากต าแหน่ง upstream ของต าแหน่งการเกิด 
translation พบ polyadenylation signal (AATAAA) ท่ีต  าแหน่ง 101 จากต าแหน่ง downstream ของ
ต าแหน่งการหยุด translation นอกจากน้ีโปรตีน VP37 มีคุณสมบติัเป็นกรดเน่ืองจากมีค่า Isoelectric 
point (pI) เท่ากบั 4.69 โดยล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี VP37 และโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน VP37 
จะแสดงในรูปท่ี 2.5 
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รูปที ่2.5 รหสัพนัธุกรรม และ โครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน VP37 (45) 

 

จากรูปท่ี 2.5 แสดงให้เห็นถึงต าแหน่ง RGD motif (Arg-Gly-Asp) ในโครงสร้างปฐมภูมิของโปรตีน 
VP37 ท่ีต  าแหน่ง 75-77 โดย RGD motif ท าหน้าท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการยึดเกาะของเซลล์ (cell 
attachment domain) (47)  ซ่ึงจากขอ้มูลน้ีบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะท าหนา้ท่ีเป็นโปรตีนห่อหุ้ม
ของไวรัสตวัแดงดวงขาว ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงไดท้  าการศึกษาหาต าแหน่งของโปรตีน VP37 บนอนุภาค
ของไวรัสดว้ยเทคนิค TEM immunogold-labelling method และท าการติดตามต าแหน่งของโปรตีน 
VP37 ดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน VP37 ซ่ึงจากการทดลองพบว่าต าแหน่งของโปรตีน VP37 
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นั้นอยู่บริเวณรอบๆอนุภาคไวรัสตวัแดงดวงขาวดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 ซ่ึงจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่า
โปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุม้ของอนุภาคไวรัสตวัแดงดวงขาว (45) 

 

รูปที ่2.6 ต าแหน่งของโปรตีน VP37 บน WSSV virion ดว้ยเทคนิค TEM immunoglod-labelling 
method (45) 

 

เม่ือทราบแลว้ว่าโปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของอนุภาคไวรัสตวัแดงดวงขาวจึงท าให้
นกัวิจยัสนใจท่ีจะท าการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลก์ุง้เพื่อศึกษาหาหนา้ท่ีของ
โปรตีน VP37 ยกตวัอย่างเช่น การศึกษาของ Yan Liang และคณะ ท่ีท าการศึกษาโปรตีนห่อหุ้มของ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กับเซลล์กุ ้งได้ โดยท าการแยกโปรตีนของไวรัส          
ตวัแดงดวงขาวดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และท าการยา้ยไปสู่ nitrocellulose membrane จากนั้นท าการ
บ่มกับ DIG-shrimp cell ซ่ึงจากการทดลองพบว่าปรากฏแบนโปรตีนขนาด 37 kDa, 39 kDa และ
มากกว่า 97 kDa 2 แบน และจากการท า Mass spectrometry พบว่าขนาดแบนโปรตีนท่ี 37 kDa เป็น
ผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากยนี VP281 ดงันั้นจากการทดลองน้ีสามารถบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 นั้นสามารถท่ี
จะเกิดปฏิสัมพนัธ์กับเซลล์กุ ้งได้ (48)  แต่จากการศึกษาน้ีเป็นการทดสอบภายใต้เทคนิคท่ีอาจ
ก่อให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนดงันั้นผลท่ีเกิดข้ึนอาจจะไม่ไดเ้กิดข้ึนจริงในสภาวะธรรมชาติ แต่
อย่างไรก็ตามไดมี้นักวิจยัอีกกลุ่มสนใจศึกษาหน้าท่ีและบทบาทของโปรตีน VP37 โดยท าการผลิต
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน VP37 ข้ึนก่อนน าไปท าการบ่มกบัไวรัสตวัแดงดวงขาวและท าการฉีด
เขา้สู่กุง้เพื่อดูอตัราการตายท่ีเกิดข้ึน พบว่าไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีท าการบ่มกบัแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ
โปรตีน VP37 สามารถท าให้กุง้เกิดการตายชา้ลงได ้ดงันั้นจากงานวิจยัน้ีจึงบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 
อาจจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตวัแดงดวงขาว (49) ดงันั้นจากงานวิจยั
ก่อนหน้าท่ีบ่งช้ีว่าโปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสตวัแดงดวงขาว ท่ีน่าจะเกิด
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ปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ได ้จึงมีนกัวิจยัไดท้  าการผลิต และท าบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 ในระบบเซลลย์สีต ์
(Pichia pastoris) รวมถึงท าการน าโปรตีน VP37 ท่ีผลิตจากเซลล์ยีสต์มาทดสอบการจับกับ gill 
membrane protein ของกุง้ดว้ยเทคนิค ELISA ซ่ึงจากการทดลองพบวา่โปรตีน VP37 ท่ีท าการผลิตจาก
เซลล์ยีสต์สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั gill membrane protein ของกุง้ได ้(50) ต่อมาในปี 2008 Q.-H. 
Liu และคณะไดท้ าการยืนยนัปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้โดยท าการผลิต
โปรตีน VP37 ในระบบเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli แลว้น าโปรตีนท่ีผลิตไดม้าท าการทดสอบ
ดว้ยเทคนิค VOPBA ซ่ึงจากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37 นั้นสามารถท่ีจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั gill 
membrane protein ของกุง้ไดแ้สดงในรูปท่ี 2.7 และนอกจากน้ีไดท้  าการศึกษาความส าคญัของโปรตีน 
VP37 ต่อการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสโดยการน าโปรตีน VP37 มาท าการบ่มกับไวรัสตัวแดง                 
ดวงขาวแลว้ท าการฉีดเขา้สู่กุง้เพื่อดูอตัราการตายท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงจากการทดลองพบว่าอตัราการตายของ
กุง้ลดลงสูงถึง 40% ดงันั้นจากงานวิจยัน้ีสามารถบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั
เซลล์กุง้ได ้(9)  แต่ปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนน้ียงัคงไม่ทราบถึงโมเลกุลตวัรับบนผิวเซลล์กุง้ท่ีท าหน้าท่ี
รับผิดชอบต่อการจบักบัโปรตีน VP37 และนอกจากน้ีจากงานวิจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้น้ียงัไม่สามารถท่ี
จะยืนยนัได้ว่าในสภาวะธรรมชาติโปรตีน VP37 นั้นจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลล์กุ ้งไดจ้ริงหรือไม่ 
เน่ืองจากการรายงานก่อนหนา้ท าการทดสอบภายใตส้ภาวะท่ีโปรตีนอาจเกิดการเสียสภาพจากเทคนิค
การท าบริสุทธ์ิโดยใช ้guanidine และถึงแมว้่าจะมีการ refold กลบัมาแต่ก็ยงัไม่สามารถยืนยนัไดว้่า
โปรตีนท่ี refold กลบัมานั้นคงรูปร่างตามธรรมชาติของโปรตีนหรือไม่ หรือเทคนิคท่ีน ามาทดสอบท่ี
ท าภายใตส้ภาวะท่ีโปรตีนเกิดการเสียสภาพจากการท า SDS-PAGE แต่เน่ืองจากโปรตีน VP37 นั้นมี
แนวโนม้ท่ีจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ได ้รวมถึงจากงานวิจยัก่อนหนา้ท่ีทราบว่าโปรตีน VP28 ก็
เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัส แต่ถึงแมว้่าจะมีการ
ขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP28 กบัเซลลก์ุง้ก็ยงัคงไม่สามารถขดัขวางหรือยบัย ั้งการบุกรุก
เขา้สู่เซลลข์องไวรัสได ้100% เช่นเดียวกบัการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลก์ุง้ 
จึงยงัคงท าใหโ้ปรตีน VP37 นั้นมีความน่าสนใจ 



16 
 

 
รูปที่ 2.7 ทดสอบการเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั gill membrane protein ดว้ยเทคนิค 

VOPBA (a) แสดงผลการท า SDS-PAGE ดว้ย cell lysate ในสภาวะท่ีไม่ท าการเหน่ียวน าให้
ผลิตโปรตีน และสภาวะท่ีเหน่ียวน าให้ผลิตโปรตีน (b) ผลการตรวจสอบปฏิสัมพนัธ์ดว้ย
เทคนิค VOPBA (9) 

 

ต่อมาในปี 2010 ไดมี้นกัวิจยัท าการศึกษาโมเลกุลตวัรับบนผวิเซลลก์ุง้ท่ีท าหนา้ท่ีรับผดิชอบต่อการยดึ
เกาะของโปรตีนห่อหุม้ VP37 วา่อาจจะเป็น F1 ATP synthase beta subunit (BP53) โดยท าการทดสอบ
ด้วยเทคนิค VOPBA ซ่ึงจะท าการแยกโปรตีนของ gill membrane protein ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
แล้วน าไปท าการบ่มกับ DIG-WSSV ซ่ึงจากการทดลองพบว่าไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั gill membrane protein ไดท่ี้โปรตีน 2 ขนาดไดแ้ก่ขนาด 53 kDa และ 200 kDa และจาก
การท า Mass spectrometry พบวา่แบนโปรตีนขนาด 53 kDa มีความคลา้ยกบัโปรตีน F1 ATP synthase 
beta subunit ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงท าการยืนยนัความส าคญัของโปรตีน F1ATP synthase beta subunit 
ด้วยการท า Competitive ELISA, Co-immunoprecipitation และ Neutralization assay พบว่า F1ATP 
synthase beta subunit นั้นสามารถลดและขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตวัแดงดวงขาวได ้
ดังนั้ นจากงานวิจัยน้ีจึงบ่งช้ีได้ว่าโปรตีน F1ATP synthase beta subunit นั้ นอาจจะเก่ียวข้องกับ
กระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสโดยท าหน้าท่ีเป็นโมเลกุลตวัรับให้กบัไวรัสตวัแดงดวงขาว 
(13) ซ่ึงจากงานวิจยัน้ีพบว่าโปรตีน F1ATP synthase beta subunit ท าหนา้ท่ีเป็นโมเลกุลตวัรับให้กบั
ไวรัสตวัแดงดวงขาว ดงันั้นจึงอยากทราบว่าโปรตีนใดของไวรัสตวัแดงดวงขาว ท่ีสามารถจดจ าและ
เกิดปฏิสัมพันธ์กับโปรตีน F1ATP synthase beta subunit ได้ ดังนั้ น Wenbin Zhang และคณะ จึง
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ท าการศึกษาโดยใชเ้ทคนิค VOPBA และ Pull down assay พบวา่โปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์
ไดก้บัโปรตีน F1 ATP synthase beta subunit ได ้และเม่ือท าการวิเคราะห์ GMP ท่ีขนาดโปรตีน 53 
kDa ดว้ยเทคนิค Mass spectometry ก็พบว่าเป็นโปรตีน F1ATP synthase beta subunit จึงท าการยนืยนั
ความส าคญัของโปรตีน F1ATP synthase beta subunit โดยการท า neutralization assay ดว้ยแอนติบอดี
ท่ีจ าเพาะต่อ F1ATP synthase beta subunit พบว่าสามารถชะลอการตายของกุง้ได ้(รูปท่ี 2.8) ดงันั้น
จากงานวิจยัน้ีจึงเป็นงานวิจยัช้ินแรกท่ีรายงานว่าโปรตีน VP37 นั้นสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั gill 
membrane protein ของกุง้ไดผ้า่นโปรตีน F1ATP synthase beta subunit (13) นอกจากน้ี Chen Li และ
คณะไดท้ าการศึกษาปฏิสัมพนัธ์น้ีในระดบัเซลลด์ว้ยเทคนิค immunofluorescent co-localization assay 
พบว่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับโปรตีน F1ATP synthase beta subunit สามารถเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กนัได ้ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นการยืนยนัไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะใช ้F1ATP synthase 
beta subunit เป็นโมเลกุลตวัรับในการยึดเกาะกบัเซลล์กุง้ (51) แต่จากงานวิจยัท่ีรายงานถึงโมเลกุล
ตัวรับของโปรตีน VP37 ยงัคงท าการศึกษาภายใต้สภาวะท่ีโปรตีนอาจเกิดการเสียสภาพท าให้
การศึกษาหาโมเลกุลตวัรับของโปรตีน VP37 นั้นยงัคงเป็นส่ิงท่ีตอ้งท าการศึกษาต่อไป แต่อย่างไรก็
ตามนอกเหนือจากโปรตีน F1ATP synthase beta subunit ไดมี้การรายงานว่า Peritrophin-Like protein 
ของ Litopenaeus vannamei (LvPT) ท าหน้าท่ีเป็นโมเลกุลตวัรับของโปรตีน VP37 เช่นเดียวกนัจาก
การท า yeast two hybrid assay (14)   

 

รูปที่ 2.8 การท า Neutralization assay โดยท าการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ F1ATP synthase beta 
subunit จากนั้นน ามาท าการบ่มกบั WSSV ก่อนท าการฉีดเขา้สู่กุง้และดูอตัราการตายท่ีเกิดข้ึน 
(13) 
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นอกจากน้ีทางผูว้ิจยัพบว่าไวรัสตวัแดงดวงขาวประกอบด้วยโปรตีนห่อหุ้มหลายชนิดท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการยดึเกาะกบัเซลลก์ุง้เช่น VP28, VP26, VP24, VP19 และ VP37 (6 - 9)  แต่จาก
การศึกษาก่อนหนา้พบวา่โปรตีน VP28 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ไดผ้า่นการเกิดปฏิสัมพนัธ์
กบั PmRab7, Hsc70 และ FcLec3 (10 - 12) แต่เม่ือท าการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ดงักล่าวพบว่าสามารถ
ขดัขวางไดเ้พียงบางส่วนเท่านั้นเช่นเดียวกบัโปรตีน VP37 ดงันั้นอาจจะเป็นไปไดว้่าไวรัสตวัแดง              
ดวงขาวอาจจะใชโ้ปรตีนห่อหุม้หลายชนิดในการบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้ และอาจจะมีการท างานร่วมกนั
ระหว่างโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว ซ่ึงในปี 2009 Qing-Hui Lui และคณะท าการศึกษา
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับโปรตีนอ่ืนของไวรัสตัวแดงดวงขาว พบว่าโปรตีน VP37 
สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน VP28 และ VP26 ได ้(53)  ดงันั้นจึงไดมี้การศึกษาถึงปฏิสัมพนัธ์
ระหว่างโปรตีนไวรัสตวัแดงดวงขาวโดยเรียกการเช่ือมต่อกนัของโปรตีนน้ีว่า infectome โดยในปี 
2010 โดย Yun-Shiang Chang และคณะท าการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของไวรัสตวัแดง
ดวงขาว รวมถึงจ าลองโครงสร้างสามมิติของการยึดเกาะระหว่างโปรตีนของไวรัสดงัแสดงในรูปท่ี 
2.9 (54)  ต่อมาในปี 2014 โดย Po-Yu Huang และคณะท าการศึกษาเพิ่มเติมและท าการแบ่งกลุ่มการ
จัดเรียงตัวของ infectome ออกเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กับ Chitin ได้ ซ่ึงจะ
ประกอบไปด้วยโปรตีน VP24, VP31, VP32, VP39B และ VP56 และกลุ่มท่ีไม่ได้ใช้ Chitin เป็น
โมเลกลุตวัรับไดแ้ก่โปรตีน VP51A, VP26, VP28, VP38A และ WSV010 (55) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.10 

 

รูปที ่2.9 แบบจ าลองโครงสร้างสามมิติและการจดัเรียงโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว (54) 
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รูปที่ 2.10 การจดัเรียงตวัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว (A) การจดัเรียงตวัของโปรตีนแบ่งตาม
ความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Chitin (B) ภาพจ าลองโครงสร้างสามมิติในการ
จดัเรียงตวัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาว (55) 

 

2.3 สำรสกดัจำกธรรมชำติต่อบทบำทกำรป้องกนักำรตดิเช้ือ 

 สารสกดัจากธรรมชาติมีคุณสมบติัเป็น sulfated polysaccharides (SPs) ไดแ้ก่ Fucoidans และ 
Sulfated galactans ซ่ึงเป็นสารสกดัท่ีมีความส าคญัเน่ืองจากมีคุณสมบติัในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมี
ความหลากหลาย เช่น ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) สารป้องกนัการ
แขง็ตวัของเลือด (anticoagulant) สารต่อตา้นมะเร็ง (anticancer) สารยบัย ั้งกระบวนการอกัเสบ (anti-
inflammatory) และสารป้องกนัการติดเช้ือไวรัส (antiviral) เป็นตน้ ซ่ึงสาร SPs สามารถพบไดท้ัว่ไป
ตามธรรมชาติ โดยสามารถพบได้ทั้ งในคน สัตว์ และพืช แต่จะพบได้มากในสาหร่ายทะเลเช่น 
fucoidan, carageenans และ sulfated galactans โดยโครงสร้างของ SPs ส่วนใหญ่จะประกอบดว้ยหมู่
คาร์บอกซิลและหมู่ซลัเฟตซ่ึงเป็นสารส าคญัต่อกระบวนการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (56) ในปัจจุบนัมี
การน าสารสกัดจากธรรมชาติมาใช้ประโยชน์ในด้านการเป็นสารป้องกันการติดเช้ือไวรัสและ
แบคทีเรียอย่างแพร่หลายทั้ งในคน และสัตว์ (57) ยกตัวอย่างเช่นสารสกัดจากสาหร่ายสีน ้ าตาล 
Fucoidans ท่ีไดจ้าก Sargassum hemiphyllum var. chinense ท่ีมีความสามารถในการป้องกนัการติดเช้ือ 
Vibrio alginolyticus ในกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) (58) Sargassum wightii ท่ีมีความสามารถใน
การป้องกันการติดเช้ือ White spot syndrome virus (WSSV) ในกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) (59) 
Undaria pinnatifida สามารถป้องกันการ ติด เ ช้ื อ  Herpes simplex virus (60) และ  Sargassum 
polycystum ท่ีมีความสามารถในป้องกนัการติดเช้ือไดท้ั้งแบคทีเรียและไวรัสในกุง้กุลาด า (Penaeus 
monodon) (61)  และนอกจากน้ียงัมีสารสกดัท่ีไดจ้ากสาหร่ายสีแดงท่ีมีคุณสมบติัในการป้องกนัการติด
เช้ือไวรัสและแบคทีเรียไดเ้ช่นกนั ยกตวัอยา่งเช่น sulfated galactans ท่ีไดจ้าก Gracilaria tenuistipitata 
ท่ี มีความสามารถในการป้องกันการติดเ ช้ือ Vibrio alginolyticus (62) Gracilaria corticata ท่ี มี
ความสามารถในการป้องกนัการติดเช้ือ Herpes simplex virus type 1 และ 2 (63) และในปี 2013 โดย 
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Kanokpan Wongprasert และคณะ ได้ท าการศึกษาสารสกัด Sulfated galactans จากสาหร่ายสีแดง 
(Gracilaria fisheri) ในการต่อต้านการติดเ ช้ือ White spot syndrome virus (WSSV) ในกุ้ง ซ่ึงจาก
การศึกษาพบว่า Sulfated galactans ท่ีสกัดได้มีส่วนประกอบของ Sulfate อยู่ประมาณ 12.7 %                        
ซ่ึงมากกว่าสาหร่ายสีแดงสปีชียอ่ื์น ส่วนประกอบคาร์โบไฮเดรตประมาณ 42.2 % และมีน ้ าหนัก
โมเลกุลเท่ากบั 100 kDa และนอกจากน้ีเม่ือท าการวิเคราะห์โครงสร้างของ Sulfated galactans ดว้ย
เทคนิค NMR และ FT-IR spectroscopy พบว่าสายหลักของ Sulfated galactans คือ 3-linked b-D-
galactopyranose และ 4-linked 3,6-anhydrogalactose และมีบางบริเวณท่ีเป็น 6-O-methylate-b-D-
galactopyranose ท่ีมีซลัเฟตอยูท่ี่คาร์บอนต าแหน่งท่ี 4 ของ D-galactopyranose และคาร์บอนต าแหน่ง
ท่ี 6 ของ L-galactopyranose ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11 

 

 

รูปที่ 2.11 โครงสร้าง Sulfated galactans ท่ีสกัดจากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) โดย R1 คือ 
H,SO3

-, R2 คือ H,SO3
-, CH3, L4M และ R3 คือ H, CH3 (16) 

 

และเม่ือท าการทดสอบความสามารถในการตา้นเช้ือ White spot syndrome virus (WSSV) โดยท าการ
เล้ียง artemia ในน ้ าท่ีมี sulfated galactans ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 200 µg/ml แลว้น า artemia ท่ีไดไ้ป
เป็นอาหารใหกุ้ง้ก่อนท าการฉีด White spot syndrome virus (WSSV) จากการทดลองพบว่ากุง้ท่ีไดรั้บ 
Sulfated galactans นั้นมีอตัราการอยู่รอดท่ีสูงกว่ากุ้งท่ีไม่ได้รับ Sulfated galactans และเม่ือท าการ
เปรียบเทียบในกลุ่มของกุง้ท่ีไดรั้บ Sulfated galactans พบว่ากุง้ท่ีไดรั้บ SG ท่ีความเขม้ขน้สูงกว่าจะมี
อตัราการอยูร่อดท่ีมากกวา่ (รูปท่ี 2.12) ดงันั้นจากงานวิจยัน้ีจึงบ่งช้ีไดว้า่ Sulfated galactans ท่ีสกดัจาก
สาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) นั้นมีความสามารถในการต่อตา้นไวรัสตวัแดงดวงขาวในการบุก
รุกเขา้สู่กุง้ได ้(15) 
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รูปที ่2.12 อตัราการอยูร่อดของกุง้เม่ือไดรั้บ Sulfated galactans ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ท าการฉีดดว้ย 
White spot syndrome virus (16) 

 

ในปีต่อมานกัวิจยักลุ่มเดิมจึงสนใจท่ีจะศึกษาถึงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั Sulfated 
galactans ท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) เน่ืองจาก Sulfated galactans เป็นสารท่ีถูก
จดัอยู่ในกลุ่ม Sulfated polysaccharide ซ่ึงจะมีส่วนประกอบของ Sulfated group อยู่มาก ดงันั้นทาง
ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาถึงความส าคญัของ Sulfate group ต่อการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัไวรัสตวัแดงดวงขาว 
ซ่ึงจากการศึกษาด้วยเทคนิค Solid-phase viral binding assay พบว่า Sulfated group ของ Sulfated 
galactans นั้ นมีส่วนส าคัญต่อการจับกับไวรัสตัวแดงดวงขาว เน่ืองจากเม่ือท าการก าจัดหรือ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างของ Sulfated galactans (D-sulfated galactans และ Dextran-Sulfated galactans) 
ส่งผลให้ความสามารถในการจบักบัไวรัสตวัแดงดวงขาวลดลงอย่างเห็นไดช้ดัเม่ือเทียบกบั Sulfated 
galactans ปกติดงัแสดงในรูปท่ี 2.13 
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รูปที ่2.13 การศึกษาความส าคญัของหมู่ซลัเฟตต่อการจบัของไวรัสตวัแดงดวงขาว (17) 

 

ดงันั้นเม่ือทราบแลว้ว่าส่วนท่ีเป็น Sulfated group ของ Sulfated galactans มีความส าคญัต่อการจบักบั
ไวรัสตวัแดงดวงขาว จึงท าการศึกษาในระดบั In vitro assay ถึงลกัษณะ cytopathic effect (CPE) ท่ี
เกิดข้ึน โดยการบ่ม WSSV กบั Sulfated galactans ก่อนน าไปบ่มกบัเม็ดเลือดกุง้เทียบกบั WSSV ท่ี
ไม่ไดท้  าการบ่มกบั Sulfated galactans พบว่าเมด็เลือดกุง้มีลกัษณะของ Cytopatic effect ท่ีต่างกนั ซ่ึง
แสดงให้เห็นไดว้่า Sulfated galactans มีความสามารถในการลดการเกิด Cytopathic effect ดงันั้นใน
การทดลองต่อไปจึงท าการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั Sulfated 
galactans ด้วยเทคนิค Far-Western blot โดยท าการติดตามด้วย anti-LM5 (IgG specific (1,4)-beta-
galactan) ท่ีจ  าเพาะกบั Sulfated galactans ซ่ึงจากการทดลองพบว่าพบแบนโปรตีนท่ีขนาด 24, 26, 28, 
31 และ 39 kDa ตามล าดบั แต่เป็นท่ีทราบกนัดีว่าโปรตีนขนาด 26 และ 28 kDa เป็นโปรตีนห่อหุ้ม 
VP26 และ VP28 ตามล าดบั และเพื่อเป็นการยืนยนัจึงท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค Western blot ท่ี
ติดตามดว้ย anti-VP26 และ anti-VP28 จากการตรวจสอบพบว่าพบแบนโปรตีน VP26 และ VP28 อยู่
ต  าแหน่งเดียวกบัโปรตีนท่ีจบักบั Sulfated galactans ดงันั้นจึงบ่งช้ีไดว้่า Sulfated galactans สามารถ
จบักบัโปรตีน VP26 และ VP28 (16) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14 
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รูปที่ 2.14 ผลการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั Sulfated galactans 
ดว้ยเทคนิค Far-Western blot (16) 

 

2.4 ไกลโคซำมโินไกลแคนต่อบทบำทกำรเป็นโมเลกลุตวัรับ 

 ไกลโคซามิโนไกลแคน (Glycosaminoglycans, GAGs) เ ป็นเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ 
(Heteropolysaccharide) ท่ีพบมากในร่างกาย โดยมีลกัษณะเป็นพอลิแซ็กคาไรดส์ายยาวไม่แตกแขนง 
และมีบริเวณท่ีเป็นต าแหน่งในการเช่ือมต่อกับโปรตีโอไกลแคน (Proteoglycans) โดยโครงสร้าง                         
ของไกลโคซา มิโนไกลแคนประกอบด้วย  ไดแซ็กคาไรด์  (Disaccharide) 2 โม เลกุล คือ                                                   
N-acetylgalactosamine (GalNAc) ห รื อ  N-acetylglucosamine (GlcNAc) แ ล ะ  uronic acid เ ช่ น 
glucuronate (GlcA) หรือ iduronate ซ ้ าๆกนั โดยไกลโคซามิโนไกลแคนจะมีความเป็นประจุลบสูง
เน่ืองจากมีส่วนประกอบของ hydroxyl, carboxyl และ sulfate groups อยูเ่ป็นจ านวนมาก ไกลโคซามิ-
โนไกลแคนสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มได ้6 กลุ่มไดแ้ก่ Heparin/Heparan sulfate, Chondroitin sulfate, 
Keratan sulfate, Dermatan sulfate และ Hyaluronic acid ดงัแสดงในรูปท่ี 2.15 ซ่ึงไกลโคซามิโนไกล
แคนทุกกลุ่มจะมีหมู่ซลัเฟตเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญั ยกเวน้ Hyaluronic acid เพียงชนิดเดียวท่ีไม่มี
หมู่ซัลเฟต และไกลโคซามิโนไกลแคนสามารถสร้างพนัธะโควาเลนต์เช่ือมต่อกบัโปรตีนไดโ้ดย
เรียกวา่ โปรติโอไกลแคน (proteoglycans) (64) 
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รูปที ่2.15 ชนิดของไกลโคซามิโนไกลแคน (Glycosaminoglycans) (64) 

 

ไกลโคซามิโนไกลแคนสามารถพบไดใ้นส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิดสามารถพบไดท่ี้บริเวณผิวเซลล ์
และ extracellular matrix โดยจะท าหน้าท่ีเสมือน co-receptor ท่ีช่วยให้เซลล์ตอบโต ้secreted signal 
proteins (64-66) นอกจากน้ียงัสามารถพบไกลโคซามิโนไกลแคนได้ในเน้ือเยื่อเก่ียวพนั ผิวหนัง 
กระดูกอ่อน เยื่อฐาน (basement) ผิวเซลล์ และช่องว่างระหว่างเซลล์ (67)  จากการศึกษาก่อนหน้า
พบว่าไกลโคซามิโนไกลแคนเก่ียวขอ้งกบัการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสหลายชนิด ยกตวัอย่างเช่น 
Dengue virus and Yellow Fever Virus (18), Rift Valley Fever virus(19),  Herpes Simplex Virus (68), 
และ Hepatitis C virus (69)  เป็นตน้  

จากการทดลองของ Kanokpan และคณะบ่งช้ีวา่สารสกดั Sulfated galactans ท่ีไดจ้ากสาหร่าย
สีแดง (Gracilaria fisheri) นั้นมีความสามารถในการขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตวัแดง
ดวงขาวได้ โดยจะท าการออกฤทธ์ิท่ีตัวไวรัสโดยตรง ส่งผลให้ผูว้ิจัยวิจัยเกิดสมมติฐานว่าหาก 
Sulfated galactans นั้นสามารถท่ีจะขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสได้ บ่งช้ีได้ว่า Sulfated 
galactans น่าจะขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนห่อหุ้มเซลลข์องไวรัสท่ีส าคญักบัโมเลกุลบนผิว
เซลล์กุ ้ง ดังนั้นบนผิวเซลล์กุ ้งอาจจะมีโมเลกุลท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยกับ Sulfated galactans (Sulfated 
galactans-like molecule) ซ่ึงในปี 2008 ไดมี้การรายงานการคน้พบ heparin-like glycosaminoglycans 
ในกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) (20)  และปี 2011 พบ Heparan sulfated ในกุ้งแช่บ๊วย (Penaeus 
brasiliensis) (21) ซ่ึงอาจเป็นไดไ้ปไดว้่าไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจจะใชโ้ปรตีนห่อหุ้มท่ีส าคญัจบักบั 
SG-like molecule เพื่อบุกรุกเขา้สู่เซลลด์งันั้นในงานวิจยัช้ินน้ีจึงสนใจท าการทดสอบความสามารถใน
การขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ย sulfated galactans รวมถึงการ
หาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin เพื่อตรวจสอบสมมติฐานท่ีว่า Sulfated galactans 
เขา้ไปออกฤทธ์ิระหวา่งโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั SG-like molecule 
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บทที่ 3 กำรด ำเนินงำนวจิัย 

 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

3.1.1 เคร่ืองมือ 
Autoclave (TOMY, SX-700) 

Cylinder 

Disposable pipette 10 ml 

Gel electrophoresis (BIO-RAD, sub-cell GT mini) 

Hot air oven (BINDER, FED400) 

Lamina flow (36211 -04; Labconco) 

Microcentrifuge (HETTICH ZENTRIFUGEN, Mikro 200R) 

Micropipette 0.5 – 10 µl (AV – 100; Accumax) 

Micropipette 100 – 1000 µl (AV – 600; Accumax) 

Micropipette 20 – 200 µl (AV – 800; Accumax) 

Microtube 1.5 µl 

Microwave (R – 3S68; sharp) 

Orbital shaker (4581; Thermo forma) 

Petri dish (K1004; Hycon) 

pH meter (713 pH meter; Metrohm) 

Pipette tip of Micropipette 100 – 1000 µl (Greiner labotechnik) 

Pipette tip of Micropipette 0.5 – 10 µl (Corning) 

Pipette tip of Micropipette 20 – 200 µl (Corning) 

Power supply (Power pac 200; Bio-RAD) 

Refrigerator (SJ-D48H-BE; sharp) 
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Refrigerator & Freeze -20 oC (FC-19; sharp) 

SDS-PAGE (BIO-RAD, Mini-protein II cell) 

Spreader 

Sonicator (SONIC & Material, VEX600) 

Vortex mixer (vortex-2-genie G560E; Scientific industries) 

Water bath (WB-14; Memmert) 

3.1.2 สำรเคมีและเอนไซม์ 

Acrylamide (OMEGA) 

Ammonium persulfate (SIGMA) 

Ampiciliin 

Bis acrylamide (OMEGA) 

100X Bovine serum albumin (BSA) (BIO-LAB) 

Coomassie blue (CARLO ERBA REAGENT) 

Ethanol 

Gracial acetic acid (OREC) 

Glycerol 

 Glycine 

High Speed Plasmid Mini Kit (GENEAID) 

Hydrochloric acid (HCl) (BDH) 

Isopropyl-α-Dthiogalactopyranoside (IPTG) 

Mercaptoethanol 

Methanol 

Nikle resin bead (Ni-NTA resin bead) (QIAGEN) 

Protein molecular weight standard (BIO-RAD) 
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Sodium dodecyl sulfate (SDS) (AJAX FEHECHEM) 

Sodium hydroxide (NaOH) (CARLO ERBA REAGENT) 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) (SIGMA) 

Trise-base (PROMEGA) 

Tryptone 

Yeast extract (SPRINGER) 

TMB substrate 

3.1.3 เช้ือแบคทีเรีย และพลำสมิด 

Recobinant plamid VP37 (pTAT-VP37) 

แบคทีเรีย Escherichia coli strain BL21 

แบคทีเรีย Escherichia coli strain DH5α 

แบคทีเรีย Escherichia coli strain RIL ท่ีมี Recombinant plasmid TEV protease (pRK 793-TEV) 

 

3.2 วธีิกำรทดลองกำรศึกษำบทบำทหน้ำทีแ่ละกำรตกผลกึโปรตีน VP37 

3.2.1 กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ส ำหรับใช้ในกำรศึกษำกำร

แสดงออกของโปรตีน VP37 ในระบบ E. coli 
การเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP37 ดว้ยวิธี PCR ท าไดโ้ดยใช ้total genome ของไวรัสตวัแดงดวงขาวเป็นดี
เอ็นเอตน้แบบท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย  (template) ส าหรับการเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP37 ซ่ึงผูว้ิจยัไดรั้บ
ความอนุ เคราะห์  total genome ของไวรัสตัวแดงดวงขาว  จากศูนย์วิ จัย เพื่ อความเ ป็นเ ลิศ
เทคโนโลยีชีวภาพกุ้ง ส าหรับ primer ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนช้ินยีน VP37 ออกแบบมาจากการ
ตรวจสอบล าดบัเบสของ VP37 ในฐานขอ้มูล NCBI (GenBank accession No. AF411634) ท าการผสม
สารเคมีส าหรับจะน าไปท า PCR ดงัต่อไปน้ี 
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Component volume/reaction 

Molecular  water 19.5   µl 

10X PCR buffer 2.5   µl 

dNTP 0.5   µl 

F-primer 

R-primer 

0.5   µl 

0.5   µl 

Template 1.0   µl 

Taq  0.5   µl 

Total volume 25.0 µl 

  

ใส่หลอดทดลองส าหรับท า PCR ท่ีผสมสารเคมีเรียบร้อยแลว้ลงในเคร่ือง PCR โดยตั้งโปรแกรม
ปฏิกิริยา PCR ดงัต่อไปน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตรวจสอบขนาดของช้ินยีนท่ีไดจ้ากการท า PCR ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้
ของ agarose gel เท่ากับ 1.0 % ใน TBE buffer โดยเทียบขนาดของยีน VP37 กับดีเอ็นเอขนาด
มาตรฐาน  

Temperature Time Cycle 

95°C 5   min 1 

95°C 

55°C 

72°C 

30 sec 

30 sec 

1   min 

 

25 

72°C 5   min 1 

16°C ∞ -  
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จากนั้ นน าช้ินยีน VP37 ท่ีได้มาท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ XhoI น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการตดัช้ินยีน VP37 ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะดว้ยวิธี 
agarose gel electrophoresis หลงัจากจากนั้นท าบริสุทธ์ิช้ินยนี VP37 ดว้ยชุด Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit ตรวจสอบคุณภาพและดูความบริสุทธ์ิช้ินยนี VP37 ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis 
อีกคร้ัง 

3.2.1.1 กำรเตรียมพลำสมิด pET-15b(+)-Thio  

เพิ่มปริมาณพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. col สาย
พนัธ์ุ XL1-Blue ดว้ยวิธี transformation ท่ีอุณหภูมิ 42oC จากนั้นน าโคโลนีของเซลลแ์บคทีเรีย E. col 
ท่ีไดรั้บพลาสมิดมาท าการเพิ่มจ านวนในอาหาร LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ amplicilin ความเขม้ขน้ 100 
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ท าการสกดัพลาสมิดออกจากเซลลแ์บคทีเรีย E. col โดยใช ้High speed plasmid 
mini Kit จากนั้นท าการตดัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการตดัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยวิธี agarose 
gel electrophoresis เทียบกับ พลาสมิดท่ีไม่ได้ท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ท าพลาสมิดให้
บริสุทธ์ิด้วย Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit จากนั้ น Kit ตรวจสอบคุณภาพและดูความ
บริสุทธ์ิช้ินพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis อีกคร้ัง 

3.2.1.2 กำรเช่ือมพลำสมิดและช้ินยนีเพ่ือสร้ำงสร้ำงพลำสมิดลูกผสม  

ยีน VP37 และพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะเรียบร้อยแลว้ น ามาท าการ
เช่ือมช้ินส่วนของยนี VP37 กบัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio เขา้ดว้ยกนัโดยใชเ้อนไซม ์T4 DNA ligase 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นคดัเลือกพลาสมิดลูกผสม pET-15b-Thio(+)-
VP37 ท่ีท าการเช่ือมส าเร็จดว้ยวิธี transformation เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. col สายพนัธ์ุ XL1-Blue โดย
คดัเลือกโคโลนีของเซลลแ์บคทีเรีย E. col ท่ีสามารถเจริญไดบ้นอาหารแขง็ LB ager ท่ีมียา Amplicilin 
ท่ีความเขม้ขน้ 100 µg/ml 

3.2.1.3 กำรคัดเลือกเซลล์แบคทีเรีย E. coli ที่ได้รับพลำสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ด้วยวิธี            
colony PCR และ plasmid PCR 

ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ีเจริญอยูบ่นอาหารแขง็ LB agar จากการทดลองก่อนหนา้มาท าการตรวจสอบ
โคโลนี E. coli ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ดว้ยวิธี colony PCR เพื่อตรวจหาช้ิน
ยนี VP37 โดยใช ้primers คู่เดิมกบัท่ีใชใ้นการเพิ่มจ านวนช้ินยนี VP37 และใชโ้คโลนีของเช้ือ E. coli ท่ี
เจริญบนอาหารแขง็ LB agar เป็น template ส าหรับการตรวจสอบช้ินยนี VP37 ขณะเดียวกนักท็  า 
master plate โดยใชโ้คโลนีท่ีใชเ้ป็น template เหล่านั้นเข่ียลงบนอาหารแขง็ LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ 
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amplicilin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml หลงัการท า colony PCR เรียบร้อยน าตวัอยา่งท่ีไดม้าตรวจสอบผล
การคดัเลือกโคโลนีท่ีมีช้ินยนี VP37 ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis  

 

จากนั้นน าโคโลนีท่ีให้ผลบวกมาท าการเพิ่มปริมาณพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ดว้ย
การน าเช้ือ E. coli จาก master plate มาเล้ียงในอาหารเหลว LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ amplicilin ความ
เขม้ขน้ 100 µg/ml เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นท าการสกดัพลาสมิดลูกผสมออกจากเช้ือ E. coli ดว้ย 
High Speed Plasmid Mini Kit ท าการยืนยนัว่าพลาสมิดท่ีสกดัมาไดจ้ากโคโลนีท่ีให้ผลบวกมีช้ินยีน 
VP37 อยู่หรือไม่ ดว้ยเทคนิค plasmid PCR ซ่ึงในการทดลองจะใชเ้ทคนิคเช่นเดียวกบัการท า colony 
PCR แต่จะใช ้template คือพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ท่ีสกดัไดใ้นการทดลองน้ี น า
ตวัอย่างท่ีไดจ้ากการท า PCR มาตรวจสอบผลการคดัเลือกพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินยีน VP37 ดว้ยวิธี 
agarose gel electrophoresis 

3.2.1.4 กำรตรวจสอบล ำดับนิวคลีโอไทด์และล ำดับกรดอะมิโนของยีน VP37 บนพลำสมิดลูกผสม 
pET-15b(+)-Thio-VP37 

จากนั้นเพื่อยนืยนัความถูกตอ้งของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี VP37 ท่ีสร้างเป็นพลาสมิดลูกผสม 
pET-15b(+)-Thio-VP37 ส าเร็จ จึงน าพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 จากโคโลนีท่ีแตกต่าง
กนั 3 โคโลนี ส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค Nucleotide sequencing เม่ือทราบล าดบันิวคลี
โอไทดท่ี์ไดจ้ากการท า Nucleotide sequencing น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าท าการเปรียบเทียบ 
(alignment) กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี VP37 จากฐานขอ้มูล NCBI โดยใชโ้ปรแกรม ClustalX 
version 1.81 [98] และท าการแปลรหสัล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน VP37 
โดยใชโ้ปรแกรมออนไลน์ ExPASy - Translate tool [99] และท าการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนท่ี
ไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม ClustalX version 1.81 เพื่อตรวจสอบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนลูกผสม VP37 
เปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนท่ีถูกตอ้ง  
 

3.2.2 กำรศึกษำกำรแสดงออกของโปรตีน VP37 ในระบบเซลล์แบคทเีรีย E. coli  

3.2.2.1 กำรถ่ำยโอนพลำสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 เข้ำสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli ในสำย
พนัธ์ุทีใ่ช้ในกำรศึกษำกำรแสดงออกของโปรตีนทีแ่ตกต่ำงกนั 

การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli จะใชเ้ทคนิค 
transformation โดยการน าพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP3 ปริมาตร 2 µl ใส่ลงไปในหลอด
ทดลองท่ีมีเซลลแ์บคทีเรีย E. coli ท่ีอยูใ่นสภาพพร้อมท่ีจะรับดีเอน็เอภายนอกเขา้สู่ภายในเซลล ์
(competent cell) จากสายพนัธ์ุ BL21(DE3), BL21CodonPlus(DE3)-RIL, Origami และ Rosetta 

http://web.expasy.org/translate/
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จากนั้นน าไปบ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที ท าการ heat shock โดยบ่มในอ่างน ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath) ท่ีอุณหภูมิ 42 ๐C เป็นเวลา 60 วินาที ต่อจากนั้นเติมอาหารเหลว LB broth ลงในหลอด
ทดลอง ปริมาตร 500 µl น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นท าการคดัเลือกเซลล์
แบคทีเรีย E. coli ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม pET-15b-Thio-VP3 โดยการตกตะกอนเซลลด์ว้ยการป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 6,000 g  เป็นเวลา  1 นาที แลว้ท าการละลายตะกอนเซลลก์ลบัข้ึนมาในปริมาตร
สุดทา้ยเท่ากบั 100 µl จากนั้นน าไป spread ลงบนอาหารแขง็ LB agar มียาปฏิชีวนะ amplicilin ความ
เขม้ขน้ 100 µg/ml น าเพลตไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

3.2.2.2 กำรเหน่ียวน ำให้เซลล์แบคทีเรีย E. coli ทีไ่ด้รับพลำสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP3 ผลติ
โปรตีน VP37 

เข่ียโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BL21, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, Origami และ 
Rosetta ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP3 ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB broth 
ปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นเซลลต์ั้ง
ตน้ จากนั้นถ่ายเซลลต์ั้งตน้ท่ีไดป้ริมาตร 500 µl (อตัราส่วน 1:100) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB broth 
ท่ีเติมยาปฏิชีวนะท่ีจ าเพาะกบัแต่ละสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย E. coli (BL21: amplicilin ความเขม้ขน้ 
100 µg/ml, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL และ Rosetta: amplicilin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml และ 
chloramphenicol ความเขม้ขน้ 30 µg/ml, Origami: amplicilin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml และ kanamycin 
ความเขม้ขน้ 50 µg/ml ) ปริมาตร 50 ml จ านวน 2 flask ต่อหน่ึงสายพนัธ์ุ แลว้น าไปเข่า ความเร็วรอบ 
200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง หรือเม่ือน าเซลลแ์บคทีเรียไปวดัค่าความดูดกลืนคล่ืน
แสงท่ี 600 nm จะตอ้งมีค่าประมาณ 0.6 ท าการเหน่ียวน าใหเ้ซลลแ์บคทีเรียเกิดการผลิตโปรตีนใหม้าก
ข้ึนดว้ย Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 0.5 mM จากนั้นน าไปเขยา่ต่อท่ี
อุณหภูมิ 20oC ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ท าการเกบ็ตะกอนเซลลโ์ดยน าไปป่ัน
ตกตะกอนเซลลด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 g เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และเม่ือเล้ียงเซลลท่ี์เหลือจนครบ 16 ชัว่โมง จึงท าการเกบ็ตะกอนเซลลเ์พื่อน าไปตรวจสอบ
การแสดงออกของโปรตีน VP37 ต่อไป 
3.2.2.3 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตนี VP37 ในระดับย่อยของทดสอบกำรแสดงออกโปรตีนของโปรตีน VP37  

น าตะกอนเซลลท่ี์ไดห้ลงัจากการเหน่ียวน าใหเ้กิดการผลิตโปรตีนมาละลายดว้ย lysis buffer  (20 mM 
Tris-base pH8, 0.3 M NaCl, 15 mM Imidazole และ 0.5% TritonX 100) ปริมาตร35 ml จากนั้นท าการ
สกดัโปรตีนออกจากเซลลแ์บคทีเรียดว้ยเทคนิคท่ีใชค้ล่ืนเสียง โดยใชเ้คร่ือง sonicator (Amplitude 40) 
ท าการแยกโปรตีนส่วนใสออกจากตะกอนเซลลแ์บคทีเรีย โดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 20,000 g 
เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เพื่อเป็นการตรวจสอบว่าโปรตีน VP37 อยู่ในรูปของโปรตีนท่ีไม่
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ละลายน ้ า (Inclusion bodies) หรือไม่จะท าการเก็บตะกอนเซลล์ใส่ในหลอดทดลอง แล้วละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ย lysis buffer  ปริมาตรประมาณ 50 µl ส าหรับการตรวจสอบว่าโปรตีน VP37 อยู่ใน
รูปของโปรตีนท่ีละลายน ้ า (soluble protein) หรือไม่ จะท าโดยการแยกเอาโปรตีนส่วนใสใส่ลงใน
หลอดทดลองขนาด 50 ml จากนั้นเติม Ni-NTA bead ปริมาตร 100 µl แลว้บ่มในท่ีเยน็เป็นเวลา 30 
นาที (พลิกหลอดไปมาชา้ๆทุกๆ 3 นาที) ปล่อยให ้Ni-NTA bead ตกตะกอนลงมาท่ีกน้หลอด แลว้ใชปิ้
เปตดูดเอา Ni-NTA bead ข้ึนมาใส่ลงใน eppendorff น า Ni-NTA bead ท่ีได้มาลา้งดว้ย lysis buffer 
ปริมาตร 1.5 ml แลน้ าไปป่ันตกตะกอนน า Ni-NTA bead ท่ีความเร็วรอบ 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 oC จากนั้นท้ิงส่วนใส ท าการลา้งทั้งหมด 5 รอบ ส าหรับรอบสุดทา้ยดูดส่วนใสออกให้
เหลือปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 100 µl เติม 6X reducing loading Dye และน าไปองัไอท่ีความร้อน 100oC 
เป็นเวลา 1 นาที ส าหรับท่ีจะน าไปตรวจสอบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE 

3.2.2.4 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของโปรตีนด้วยวธีิ SDS-PAGE 

น าตวัอยา่งโปรตีนในส่วนท่ีจบักบั Ni-NTA bead และส่วนท่ีเป็นตะกอนเซลลห์ลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก
มาท าการโหลดลงในแผ่นเจล 15% SDS-PAGE เพื่อดูการแสดงออกของโปรตีนVP37 โดยใช้
กระแสไฟฟ้าเท่ากบั 150 Volt เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าแผ่นเจลมายอ้มดว้ยสี Coomassie stain 
(Coomassie Brilliant Blue R250 1 g, Glacial acetic acid 100 ml, methanol 400 ml และ DDW 500 ml) 
และลา้งดว้ยแผ่นเจลดว้ย De-stain (methanol 200 ml, Glacial acetic acid 100 ml และ DDW 700 ml) 
จะเห็นแผ่นเจลมีลกัษณะใส และปรากฏแถบของโปรตีนชดัเจน ท าการวิเคราะห์ขนาดของโปรตีน
ตวัอยา่งเทียบกบัขนาดของโปรตีนมาตรฐาน (Protein marker) 

 

3.2.3 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค Ni-NTA affinity chromatoghaphy และ
กำรก ำจัดส่วนที่เป็นโปรตีน fussion tag ออกจำกโปรตีน VP37 

3.2.3.1 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค Ni-NTA affinity chromatoghaphy 

จากการทดลองก่อนหนา้จะท าให้ทราบถึงสภาวะท่ีดีท่ีสุดท่ีใชใ้นการแสดงออกโปรตีน VP37 จึงใช้
สภาวะน้ีในการผลิตโปรตีน โดยใชป้ริมาตรอาหารเหลว LB broth 1 ลิตร โดยใช ้เช้ือแบคทีเรีย E. coli 
สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP3 จากนั้นเก็บเก่ียวเซลลห์ลงัจากเหน่ียวน า
ให้ผลิตโปรตีนเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย lysis buffer  ปริมาตร 70  ml จากนั้น
ท าการสกัดโปรตีนออกจากเซลล์แบคทีเรียด้วยเทคนิคท่ีใช้คล่ืนเสียงโดยใช้เคร่ือง sonicator 
(Amplitude 40) ท าการแยกโปรตีนส่วนใสออกจากตะกอนเซลล์แบคทีเรีย โดยการป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 20,000 g เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC จากนั้นน าโปรตีนส่วนใสไปเทใส่ในคลลมัน์
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ท าบริสุทธ์ิโปรตีน Econo column (Bio-Rad) ท่ีมี Ni-NTA bead ปริมาตร 1 ml แลว้บ่มให้ Ni-NTA 
bead จบักบัโปรตีนในท่ีเยน็เป็นเวลา 30 นาที (พลิกคอลมัน์ไปมาชา้ๆทุกๆ 5 นาที) จากนั้นลา้งดว้ย 
lysis buffer  และ wash buffer  (20 mM Tris-base, 0.5 M NaClและ 15 mM Imidazole , pH 8) ปริมาตร
อยา่งละ 500 ml จากนั้นท าการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead โดยใช ้elution buffer (20 mM Tris-
base, 150 mM NaClและ 0.2 M Imidazole , pH 8)  ปริมาตร 5 ml ทั้งหมด 5 คร้ัง น าโปรตีนท่ีไดไ้ปท า
การตรวจสอบขนาดและคุณภาพของโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE จากนั้นน าโปรตีนมารวมกนัและท า
การเปล่ียนบัฟเฟอร์เป็น TEV cleavage buffer (50mM Tris base pH 8, 150 mM NaCl) ด้วย PD10 
column โดยท าการผ่านโปรตีนปริมาตร 2.5 ml ลงในคอลัมน์ และใส่ TEV cleavage buffer pH 8 
ปริมาตร 3.5 ml รองรับส่วนท่ีไหลออกมา น าโปรตีนท่ีไดม้ารวมกนัและน าไปท าการก าจดัส่วนท่ีเป็น 
Thioredoxin ออกดว้ย TEV protease ต่อไป 

3.2.3.2 กำรก ำจัดโปรตีน Thioredoxin ทีเ่ช่ือมอยู่กบัโปรตีน VP37 ออกด้วยโปรตีน TEV protease 

น าโปรตีน VP37 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิท่ีอยูใ่น TEV cleavage buffer มาเติมดว้ย 1X Glutathione หรือ 
Mercapto (ปริมาตรโปรตีนต่อ mercapto เท่ากบั 1000 ml ต่อ 348 µl) จากนั้นเติม TEV protease 
(ปริมาตรโปรตีนต่อ TEV protease เท่ากบั 5 ml ต่อ 1 ml) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 16-18 
ชัว่โมง จากนั้นน ามากท าการแยกโปรตีนท่ีถูกตดัโดยผา่น Econo column โดยเร่ิมจากการลา้งคอลมัน์
ดว้ยน ้ากลัน่และ TEV cleavage buffer จากนั้นเติม Ni-NTA bead และโปรตีนท่ีถูกตดัแลว้ลงไป บ่มใน
ท่ีเยน็เป็นเวลา 30 นาที (พลิกคอลมัน์ไปมาชา้ๆทุกๆ 5 นาที) จากนั้นน าหลอดทดลองมารองรับโปรตีน
ท่ีถูกตดั Thioredoxin ออกแลว้ และเติม elution buffer เพื่อท าการชะเอาส่วนท่ีเป็นโปรตีน Thioredoxin 
และโปรตีน TEV protease ออกมาเพื่อน าไปท าการตรวจสอบวา่โปรตีน TEV protease สามารถตดั
โปรตีน VP37 ออกจากโปรตีน Thioredoxin ไดห้รือไม่โดยการน าไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนดว้ย
วิธี SDS-PAGE 

3.2.3.3 กำรท ำบริสุทธ์ิโปรตนี VP37 ด้วยเทคนิค Gel filtration 
 น าโปรตีนท่ีไดจ้ากหวัขอ้ 3.4.1 และ 3.4.2 ท าใหเ้ขม้ขน้จนมีปริมาตรรวม 500 µl จากนั้นน าไป
ฉีดผา่นคอลมัน์ DEAE-Hiprep FF 16/10 (10.0 x 1.6 cm. FPLC system, Pharmacia LKB 
Biotechnology, Uppsala, Sweden) ท่ีถูก equilibrate ดว้ย PBS buffer แลว้ท าการชะโปรตีนดว้ย
อตัราเร็ว 0.6 ml/min และท าการเกบ็โปรตีนโดยเกบ็ Fraction ละ 2.0 ml จากนั้นน าแต่ละ Fraction ไป
ท าการตรวจสอบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE และเกบ็โปรตีนท่ีมีขนาด 48 kDa ส าหรับโปรตีน VP37 
รูปแบบ Full length และ 34 kDa ส าหรับโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain แลว้ท าใหเ้ขม้ขน้
ดว้ยการน าไป concentrate (Macrosep® Advance Centrifugal Devices) โดยป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 g 
อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 30 นาที จนกวา่จะไดค้วามเขม้ขน้มากกวา่ 1 mg/ml และท าการเกบ็โปรตีนท่ี            
-80 oC 
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3.2.4 กำรทดสอบหน้ำที่ของโปรตีน VP37 ในกำรจบักบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง  

3.2.4.1 กำรเตรียมเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง (shrimp hemocyte) 

ท าการดูดเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเขม็ฉีดยาท่ีมี salt solution ในอตัราส่วน 1:1 จากนั้นท าการนบัเซลลเ์มด็
เลือดกุง้และเจือจางเซลล์เม็ดเลือดกุง้ดว้ยอาหาร 2XL15 + antibiotic ให้ไดป้ริมาณเซลล์ 2× 106 cells 
น าเซลลเ์มด็เลือดกุง้ท่ีไดไ้ปท าการเพาะเล้ียงใน 96 wells plate โดยใส่เซลลเ์มด็เลือดกุง้100 µl/well ท า
การบ่มท่ีอุณหภูมิ 27oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นท าการเปล่ียนอาหารใหม่เพื่อก าจดัเซลลท่ี์ไม่เกาะ
กบั plate ออก โดยใช ้2XL15 + antibiotic ปริมาตร 100 µl แลว้ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 27oC เป็นเวลา 16 
ชัว่โมง  

3.2.4.2 กำรทดสอบกำรจับกนัระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้งด้วยเทคนิค ELISA 

เซลล์เม็ดเลือดกุง้ท่ีไดน้ าไปท าการ block ดว้ย 5% BSA ท่ีละลายอยู่ในอาหาร 2XL15 เป็นเวลา 16 
ชัว่โมง จากนั้นลา้ง 3 คร้ังดว้ยอาหาร 2XL15 เน่ืองจากจะตอ้งท าการตรวจสอบโปรตีน VP37 จาก 6x 
His tag จึงตอ้งเติมโปรตีน VP37 ท่ีไม่ไดก้ าจดัโปรตีน Thioredoxin ความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.05, 0.2, 
และ 0.5 mg/ml ปริมาตร 100 µl ลงไปใน well ท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง บ่มท่ีอุณภูมิ 4oC เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง ลา้ง  3 คร้ังดว้ยอาหาร 2XL15 เติม antibody (Anti-His) 1:4000 ท่ีละลายอยู่ในอาหาร 2XL15 
ปริมาตร 100 µl บ่มท่ีอุณภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลา้ง 3 คร้ังดว้ยอาหาร 2XL15 แลว้ใส่ 
substrate TMB ปริมาตร 100 µl บ่มในท่ีมืดป็นเวลา 20 นาที แล้วน าไปวดัค่า OD650 ส าหรับการ
ทดลองควบคุมจะท าเหมือนกบัการทดลองท่ีกล่าวมาแต่จะไม่มีเซลลเ์มด็เลือดกุง้ 

3.2.4.3 กำรทดสอบปฏิ สัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน  VP37 กับ เซลล์ เ ม็ด เ ลือดกุ้ ง  ด้วย เทคนิค 

Immunocytochemistry 

น ำเซลล์เม็ดเลือดกุ้งท่ีได้จำกขั้นตอน 3.2.4.1 มำท ำกำรล้ำงด้วยอำหำรใหม่ ท ำกำร fix ด้วย 4% 
paraformaldehyde แลว้น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที และ treat ดว้ย acetone 
น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที หลงัจำกนั้นน ำมำลำ้งดว้ย PBS 2 คร้ัง ท ำกำร 
block ดว้ย 5% BSA หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท้ิงไว ้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง 
จำกนั้นน ำ plate มำลำ้งดว้ย PBS ประมำณ 3 คร้ัง แลว้ท ำกำรใส่โปรตีน VP37 ลงไปบ่มกบัเซลลเ์ม็ด
เลือดท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 4 ชัว่โมง แลว้จึงน ำมำลำ้งดว้ย PBS 3 คร้ัง บ่มต่อดว้ย anti-
his antibody ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง ลำ้งดว้ย PBS ประมำณ 5-6 คร้ัง สุดทำ้ย
เติม TMB substrate ลงไป บ่มเอำไวใ้นท่ีมืด 5 นำที น ำมำส่องดูผลภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยมี
โปรตีน Thioredoxin เป็นโปรตีนควบคุม 
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3.2.5 กำรศึกษำหำบริเวณบนโมเลกลุโปรตีน VP37 ที่ใช้ในกำรจบักบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง 

3.2.5.1 กำรออกแบบช้ินส่วนต่ำงๆ ของโปรตีน VP37  

ส าหรับการออกแบบช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 จะอา้งอิงจาก secoundary structure ของโปรตีน 
VP37 ซ่ึงโปรตีนจากช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 มีทั้ งหมด 4 รูปแบบคือ VP37(111-281),     
VP37(138-281), VP37(1-265) และ VP37(1-250) โดยท่ีรูปแบบ VP37 (111-281) จะครอบคลุมกรดอะ
มิโนล าดบัท่ี 111-281, รูปแบบ VP37(138-281) จะครอบคลุมกรดอะมิโนล าดบัท่ี 138-281, รูปแบบ 
VP37(1-265) จะครอบคลุมกรดอะมิโนล าดบัท่ี 1-265 และรูปแบบ VP37(1-250) จะครอบคลุมกรดอะ
มิโนล าดบัท่ี 1-250 

3.2.5.2 กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสมของช้ินส่วนต่ำงๆ ของโปรตีน VP37 ส ำหรับใช้ในกำรศึกษำกำร

แสดงออกของโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli 

การสร้างพลาสมิดลูกผสมของช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 จะท าการออกแบบ primer  ส าหรับท า 
PCR (primer แสดงอยูใ่นผลการทดลอง) โดยอา้งอิงจากล าดบันิวคลีอไทดข์องยนี VP37 ในฐานขอ้มูล 
NCBI จากนั้นท าการ เพิ่มช้ินยนีดว้ยเทคนิค PCR โดยใชส้ภาวะเหมือนกบัท่ีใชใ้นการเพิ่มช้ินยนี VP37 
จากนั้นน า PCR product และพลาสมิด pET-15b(+)-Thio มาท าการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI 
และ XhoI หลงัจากท าบริสุทธ์ิดว้ยชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit แลว้ น าช้ินยีนและพ
ลาสมิดมาเช่ือมเขา้ดว้ยกนัดว้ยเอนไซม์ ligase น าไป transform ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ 
XL1-Blue ท่ีมียาปฏิชีวนะ Amplicilin จากนั้นคดัเลือกโคโลนีท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสมดว้ยเทคนิค 
colony PCR และ plasmid PCR จากนั้นยนืยนัล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยการส่งวิเคาระห์ sequencing 

3.2.5.3 กำรศึกษำกำรแสดงออกของช้ินส่วนต่ำงๆ ของโปรตีน VP37 ในเซลล์แบคทีเรีย  E. coli  

หลงัจากท่ียนืยนัผลการสร้างพลาสมิดลูกผสมของช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 ท่ีถูกตอ้ง ต่อมาน า
พลาสมิดดงักล่าวไปท าการ transform เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย  E. coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) และ   BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL น าเซลล์ท่ีได้ไปท าการเหน่ียวน าให้สร้างโปรตีนดว้ย IPTG และท าการเก็บ
ตะกอนเซลลป์ริมาตร 1 ml หลงัจากเหน่ียวน าดว้ย IPTG เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และ 16 ชัว่โมงจากนั้น
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย lysis buffer และใส่ 6X reducing loading dye เพื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
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3.2.5.4 กำรท ำบ ริ สุท ธ์ิของ ช้ินส่วนต่ำงๆ  ของโปรตีน  VP37 ด้ วย เทคนิค  Ni-NTA affinity 
chromatoghaphy 

หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนของช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 น าสภาวะ
ดงักล่าวมาท าการผลิตในระดบัใหญ่ โดยท าการเล้ียงเซลลป์ริมาตร 2 ลิตร ต่อโปรตีนแต่ละรูปแบบ 
จากนั้นท าบริสุทธ์ิโปรตีนเหมือนกบัขอ้ 3.3.3.1 เม่ือไดโ้ปรตีนท่ีบริสุทธ์ิ เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20oC 

3.2.5.5 กำรทดสอบกำรจับกนัระหว่ำงช้ินส่วนต่ำงๆของโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือกุ้ง ด้วยเทคนิค 
ELISA 

ส าหรับการทดสอบการจบักนัระหว่างโปรตีนของช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือด
กุง้ ซ่ึงท าการทดลองเหมือนกบัขอ้ 3.3.4.2 แต่จะใชค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนลูกผสมเท่ากบั 0.2 mg/ml 

3.2.5.6 กำรทดสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงช้ินส่วนต่ำงๆของโปรตีน VP37 กับเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง ด้วย
เทคนิค Immunocytochemistry 
 
ส าหรับการทดสอบการจบักนัระหว่างโปรตีนของช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือด
กุง้ ซ่ึงท าการทดลองเหมือนกบัขอ้ 3.2.4.3 แต่จะใชค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนลูกผสมเท่ากบั 0.2 mg/ml 
โดยใชโ้ปรตีน Full length (1-281) และโปรตีน Thioredoxin เป็นโปรตีนควบคุม 

 

3.2.6 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรขดัขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์
เม็ดเลือดกุ้งด้วย Sulfated galactans (SG)  

3.2.6.1 กำรบ่มโปรตีน VP37 กบั Sulfated galactans 
ในการทดสอบน้ีจะใช ้ Sulfated galactan (SG) ซ่ึงเป็นหน่ึงในกลุ่มของไกลโคซามิโนไกลแคน 
(Glycosaminoglycans) มาท าการทดสอบ โดยจะท าการน าโปรตีน VP37 ทั้งรูปแบบ Full length และ 
C-terminal domain มาท าการบ่มกบั SG ท่ีละลายใน PBS ความเขม้ขน้ 0.1 และ 1 mg/ml ท่ีอุณหภูมิ 25 
oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ส าหรับการทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน 
VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค ELISA และท าการบ่มโปรตีน VP37 ในรูปแบบ C-terminal 
domain กบั SG ท่ีละลายใน PBS ท่ีอตัราส่วน 1:4 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 25 oC ส าหรับการ
ทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ C-terminal domain กบั SG ดว้ยเทคนิค Native-
PAGE 
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3.2.6.2 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรขัดขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือด
กุ้งด้วย Sulfated galactans ด้วยเทคนิค ELISA 
น า hemocyte ท่ีไดจ้ากหวัขอ้ 3.5.1 ไปท าการ Block ดว้ย 5% BSA ท่ีละลายอยูใ่นอาหาร 2xL15 เป็น
เวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นท าการลา้ง 3 คร้ัง ดว้ยอาหาร 2xL15 แลว้ท าการเติมโปรตีนท่ีไดจ้ากหวัขอ้ 3.4.4 
ปริมาตร 100 µl ลงไปใน well ท่ีมี hemocyte แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้น
ท าการลา้ง 3 คร้ังดว้ย 2xL15 แลว้ท าการเติม antibody ท่ีจ  าเพาะต่อ histidine tag (Anti-His) 1:4000 ท่ี
ละลายอยูใ่นอาหาร 2xL15 ปริมาตร 100 µl บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นท าการลา้ง 3 
คร้ัง ดว้ยอาหาร 2xL15 แลว้ท าการใส่ TMB substrate ปริมาตร 100 µl บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 20 นาที และ
ท าการหยดุปฏิกิริยาดว้ยการเติม 1M H2SO4 แลว้น าไปวดัค่า OD650 ส าหรับ control จะท าเหมือนกบัท่ี
กล่าวมาแต่จะเป็นโปรตีน VP37 ท่ีไม่ไดบ่้มกบั Sulfated galactans และไม่มีการใส่ทั้งโปรตีน VP37 
และ GAGs 

3.2.7 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin  

3.2.7.1 กำรบ่มโปรตีน VP37 กบั Heparin 
 

ส าหรับกาทดสอบดว้ยเทคนิค Native-PAGE จะน าโปรตีนในรูปแบบ Full length ท่ีท าการตดั Fusion 
tag ออกมาท าการบ่มกบั Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.0045 mg/ml, 0.045 mg/ml, 0.45 mg/ml, 0.90 mg/ml, 
1.8 mg/ml, 2.7 mg/ml และ 3.6 mg/ml 

 

3.2.7.2 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin ด้วยเทคนิค 
Native-PAGE 

 น าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากขั้นตอน 3.1.1 มาท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค native gel electrophoresis 
โดยท าการเปรียบเทียบกับโปรตีน VP37 ท่ีไม่ได้บ่มกับ Heparin แล้วน าไปให้กระแสไฟฟ้าท่ี             
80 Volt เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง โดยโปรตีนจะท าการเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก ซ่ึงโปรตีนท่ีมี
ขนาดใหญ่กวา่จะเคล่ือนท่ีไดช้า้กวา่โปรตีนท่ีมีขนาดเลก็ โดยคาดหวงัวา่ถา้โปรตีน VP37 สามารถเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin ไดจ้ะตอ้งสามารถมองเห็นความเขม้ของแบนโปรตีนเม่ือท าการยอ้มดว้ยสี 
Coomassie stain ค่อยๆลดลง เน่ืองจากโปรตีนไปท าการจบักบั Heparin เพิ่มมากข้ึนส่งผลให้โมเลกุล 
Heparin-VP37 นั้นมีขนาดใหญ่จนไม่สามารถเคล่ือนท่ีผา่นช่องวา่งระหวา่งเจลได ้

 



38 
 

3.2.8 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin 
ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance 

3.2.8.1 กำรติดฉลำก Heparin ด้วย Biotin 
 

โดยเตรียม Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 5 mg/ml ท่ีละลายใน 20 mM Sodium phosphate pH 7.4, 150 mM 
NaCl จากนั้นน า 1 ml Heparin ท่ีเตรียมมาท าการบ่มกบั 50 mM Biotin-hydrazide ปริมาตร 25 µl และ 
100 mg/ml 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) ปริมาตร 15 µl เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 oC 
จากนั้นท าการเปล่ียนบฟัเฟอร์ Heparin เขา้สู่บฟัเฟอร์ 20 mM Sodium phosphate pH 7.4, 150 mM 
NaCl ดว้ยการท า dialysis 

3.2.8.2 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin 
 

โดยในการทดสอบจะท าการตรึง Heparin บนผวิหนา้ SA chip โดยจะท าการติดฉลาก Heparin ดว้ย 
Biotin ตามท่ีไดก้ล่าวในหวัขอ้ 3.8.1 จากนั้นน า 100 µl ของ Heparin ท่ีผา่นการติดฉลากดว้ย Biotin มา
ท าการ Flow ผา่นผวิหนา้ของ SA Chip ท่ี Flow cell 2 ใหไ้ด ้Response Unit ประมาณ 200 RU จากนั้น
ท าการ equilibrate ผวิหนา้ Chip ดว้ย HBS buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 µM 
EDTA, 0.05% Tween 20) ทั้ง Flow cell 1 และ 2 และท าการทดสอบ kinetic ของโปรตีน VP37 โดยจะ
ท าการทดสอบแบบ Wizard kinetic โดยจะท าการฉีดโปรตีน VP37 ท่ีท าการละลายใน HBS buffer                   
ท่ีความเขม้ขน้ 20, 40 และ 70 nM ผา่น Flow cell 1 และ 2 จากนั้นจะท าการ Regenerate ดว้ย 30 µl                  
0.5 M NaOH และ 30 µl 5M NaCl เป็นระยะเวลา 60 วินาที และจะท าการวิเคราะห์ปฏิสมัพนัธ์ท่ีเกิดข้ึน
ดว้ยโปรแกรม BIAevaluation software (version 2.0) โดยจะท าการ Fitted แบบ Heterogeneous ligand 
model 

3.2.8.3 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรขัดขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full 
length กบั Heparin ด้วย Sulfated galactans 
 

จากการทดลองก่อนหนา้ท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่ Sulfated galactans (SG) นั้นมีความสามารถในการขดัขวาง
ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ไดด้ว้ยเทคนิค ELISA ดงันั้นจึงเกิดสมมติฐาน
วา่การท่ี SG สามารถยบัย ั้งปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ไดน้ั้นเกิดจากการท่ี 
SG ไปขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin หรือไม่จึงท าการทดสอบดว้ยเทคนิค 
SPR โดยท าการละลาย Sulfated galactans ใน HBS buffer ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.8, 1.6 และ 3.2 µM แลว้
ท าการบ่มกบัโปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 20 mM เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 25 oC จากนั้นท าการ
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ฉีด VP37-SG ผา่น flow cell ท่ี 1 และ 2 ท่ีความเร็ว 30 µl ต่อนาที โดยจะท าการฉีดเป็นเวลา 5 นาที โดย
แต่ละความเขม้ขน้ของ VP37-SG จะท าการ regenerate ดว้ย 30 µl 0.5 M NaOH และ 30 µl 5M NaCl 
เป็นระยะเวลา 60 วินาที 

 

3.3 กำรตกผลกึโปรตีน VP37 

3.3.1 กำรตกผลกึโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค under oil 

 น าโปรตีนจากขั้นตอน 3.2.3.3 มาท าการตกผลึกโปรตีนดว้ยเทคนิค under oil โดยขั้นแรกจะ
ท าการทดสอบดว้ยบฟัเฟอร์ 96 ชนิดท่ีแตกต่างกนั NeXtal Stock Solution Kits (Qiagen) โดยจะท าการ
หยด parafilm oil ปริมาตร 40 µl ลงในหลุม MRC Under oil  crystallization plate (96 well plate) 
จากนั้ นท าการหยดสารละลายโปรตีนท่ีความเข้มข้น 10 mg/ml ปริมาตร 1 µl ลงไปในหลุมท่ีมี 
parafilm oil บรรจุอยู่ จากนั้นท าการหยด crystallization buffer ปริมาตร 1 µl ลงไปโดยจะตอ้งท าให้
สารทั้งสองรวมตวักนัเป็นหยดเดียว จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 oC และท าการบนัทึกผลทุกวนั 
และเม่ือพบผลึกโปรตีนจะท าการน าผลึกดงักล่าวไปท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  

3.3.2 กำรท ำ X-ray diffraction 

 ท าการยา้ยผลึกท่ีไดใ้นขั้นตอน 3.3.1 ไปสู่ Cryo buffer (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) 
MPD, 0.02 M Ca Chloride, 20%glycerol)  จากนั้ นน าผลึกท่ีอยู่ใน Cryo buffer ไปท าการยิงแสง
ซินโครตรอน เพื่อน าไปท าการยงิแสงซินโครตรอนท่ี KEK-Photon Factory beamline BL-17A โดยจะ
ท าการหล่อเยน็ผลึกดว้ยไนโตรเจนเหลวเพื่อป้องกนัการเสียสภาพของผลึกในขณะท่ีท าการยิงแสง
ซินโครตรอน 
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บทที่ 4 ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

4.1 กำรศึกษำบทบำทหน้ำทีข่องโปรตนี VP37 

4.1.1 กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pET-15b (+)-Thio-VP37 ส ำหรับใช้ในกำรศึกษำกำร

แสดงออกของโปรตีนด้วยระบบ E. coli 

4.1.1.1 กำรเตรียมยนี VP37 และพลำสมิดส ำหรับสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pET-15b (+)-Thio-VP37  

ในการออกแบบ primer ส าหรับการ amplified ช้ินยนี VP37 ส าหรับใชโ้คลนเขา้พลาสมิด pET-15b(+)-
Thio โดยจะใช ้start codon และ stop codon ของพลาสมิดเพื่อใหมี้ His tag ติดอยูบ่นโปรตีนในส่วน              
N-terminal ของล าดบันิวคลีโอไทด ์ เพื่อประโยชน์ส าหรับขั้นตอนการทพบริสุทธ์ิโปรตีน เน่ืองจาก 
His tag มีความจ าเพาะกบั Ni-NTA bead ท่ีใชใ้นการท าบริสุทธ์ิ จากนั้นท าการวิเคราะห์ restriction map 
ของพลาสมิด pET-15b(+) และช้ินยนี เพื่อเลือก restriction site ท่ีเหมาะสม ซ่ึงเอนไซมท่ี์เลือกใช้
จะตอ้งไม่ตดัช้ินยนี VP37 ผลท่ีไดห้ลงัจากการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนีและ restriction site ท าให้
สามารถออกแบบ primer ซ่ึงสามารถสรุปไดด้งัท่ีแสดง ไวใ้นตาราง 

ตำรำงที่  4.1 ตาราง primers ส าหรับใชใ้นการเพิ่มปริมาณยนี VP37 และชนิดของเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ี
ใชเ้ป็นต าแหน่งในการสร้างพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 

ยนี Primer เอนไซม์ตัด
จ ำเพำะ 

ล ำดับนิวคลโีอไทด์ของ primer 

VP37 F: pET-15b(+)-Thio-VP37 BamHI, XhoI 5’CGGGATCCGCGGTAAACTTGGATAATGTTCT 3’ 
R: pET-15b(+)-Thio-VP37 5’CCGCTCGAGTTATGTCCAACAATTTAAAAAGA

AGTAGATGA 3’ 
 

หลงัจากได ้primer มาใชใ้นกระบวนการ PCR เพื่อเพิ่มจ านวนช้ินยนีแลว้ จะท าการเพิ่มจ านวนช้ินยีน
ตามสภาวะท่ีได้กล่าวไปในขั้นตอนการท าในขา้งตน้จากนั้นน าไปตรวจสอบหาขนาดของช้ินยีน 
VP37 ดว้ยวิธี gel electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ของ  agarose gel เท่ากบั 1.0 % ใน TBE buffer  โดย
เทียบกบัขนาด DNA มาตรฐาน ผลการทดลองพบแถบของยีน VP37 ตามท่ีคาดหวงัไวคื้อประมาณ 
843 bp ดังรูปท่ี 4.1A จากนั้นท าการตดัช้ินยีน VP37 ท่ีได้จากการท า PCR ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
BamHI และ XhoI จากนั้นน าไปตรวจสอบหาขนาดของ DNA ดว้ยวิธี gel electrophoresis ท่ีมีความ
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เขม้ขน้ของ  agarose gel เท่ากบั 1.0 % ใน TBE buffer  โดยเทียบกบัขนาด DNA มาตรฐาน ผลพบว่า
ยีน VP37 ท่ีถูกตดัมีขนาดตามท่ีคาดหวงัไวคื้อประมาณ 1 kbp ตามทฤษฎีคือมีขนาด 843 bp เน่ืองจาก 
PCR product ทุกชนิดท่ีถูกตดัจะมีการถูกตดัไปเพียงไม่ก่ีเบสจึงท าให้ไม่สามารถเห็นความแตกต่าง
ของแถบ DNA เม่ือเปรียบเทียบ ระหว่างแถบ DNA ของยีนก่อนตดัและหลงัตดั หลงัจากการตดันั้น
พบว่า DNA yield ท่ีไดมี้ปริมาณลดลง เน่ืองจากผ่านการถูกท าให้บริสุทธ์ิ ดงันั้นเพื่อให้ไดป้ริมาณท่ี
เขม้ขน้ข้ึนจึงท าการรวม purified PCR product ท่ีท าการตัดด้วย restriction enzyme สองหลอดเขา้
ด้วยกันแลว้ท าการ elute ออกมาในปริมาตรปกติ  DNA ท่ีได้จะมีความเขม้ขน้สูงพอท่ีจะสามารถ
น าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไปได ้ดงัรูปท่ี 4.1B   

ในการเตรียมพลาสมิด pET-15b(+)-Thio จะตอ้งท าการตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิด 
BamHI และ XhoI เพื่อน าไปเช่ือมต่อกบัยนี VP37 ท่ีเตียมไว ้โดยจะท าการตรวจสอบคุณภาพพลาสมิด 
ท่ีถูกตดั ดว้ยการท า gel electrophoresis ดว้ย gel ท่ีมีความเขม้ขน้ของ  agarose เท่ากบั 1.0 % ใน TBE 
buffer เม่ือเทียบกบัขนาด DNA มาตรฐาน แลว้พบว่าพลาสมิดท่ีถูกตดัมีขนาดประมาณ 6000 bp ซ่ึง
ใกลเ้คียงกบัขนาดท่ีคาดหมายไว ้ตามทฤษฎีคือมีขนาด 6150 bp ซ่ึงก็คือขนาดของพลาสมิด pET-
15b(+)-Thio เม่ือตดัดว้ยเอนไซมท์ั้งสองชนิดน้ี ดงัรูปท่ี 4.1C 

 

 

รูปที ่4.1  ผลการเตรียมช้ินยีน VP37 (A) ผล gel electrophoresis จากการเพิ่มจ านวนยีน VP37 ด้วย
เทคนิค PCR (B) ผลจากการตดัช้ินยีน VP37 ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI (C) 
ผลจากการตดัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI (M คือ
แถบขนาด DNA มาตรฐาน) 
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4.1.1.2 กำรคัดเลือกเซลล์แบคทีเรีย E. coli สำยพันธ์ุ DH5α ที่ได้รับพลำสมิดลูกผสม pET-15b(+)-

Thio-VP37 

หลงัจากท าการเช่ือมยีน VP37 กบัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio  และท าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม 
pET-15b(+)-Thio-VP37 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α แล้วน าโคโลนีท่ีเกิดข้ึนไป
ตรวจสอบว่าโคโลนีใดท่ีไดรั้บพลาสมิดท่ีมียีน VP37 หรือไม่ ดว้ยวิธี colony PCR จากรูปท่ี 4.2A คือ
ผลการท า gel electrophoresis โดยเทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน พบว่าเซลล์แบคทีเรีย E. coli ท่ี
ได้รับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน  VP37 ให้ผลบวกทั้ งหมด 4 โคโลนี โดยแถบ  DNA ท่ีพบมีขนาด
ประมาณ 1,000 bp ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาดของยนี VP37 ท่ีมีขนาดเท่ากบั 843 bp  

เพื่อท าการยนืยนัผลบวกจากการท า colony PCR จึงใชก้ารตรวจสอบช้ินยนี VP37 ดว้ยการท า plasmid 
PCR โดยจะตอ้งท าการน าโคโลนีท่ีให้ผลบวกไปเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ amplicilin 
เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นน ามาสกดัพลาสมิดและใชเ้ป็น template ในการท า plasmid PCR เพื่อ
ทดสอบว่าพลาสมิดท่ีไดน้ั้นมียีน VP37 อยู่หรือไม่ ผลจากการท า plasmid PCR จะเห็นว่าไดผ้ลบวก
จ านวน 2 พลาสมิดจากทั้งหมด 4 พลาสมิด คือพลาสมิดท่ีไดจ้ากโคโลนีท่ี 3 และ 4 โดยแถบ DNA ท่ี
พบมีขนาดประมาณ 1,000 bp ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาดของยีน VP37 ท่ีมีขนาดเท่ากบั 843 bp ดงัรูปท่ี 
4.2B 

เพื่อท าการยืนยนัผลบวกจากการท า plasmid PCR จึงใชก้ารตรวจสอบช้ินยีน VP37 ดว้ยการตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยน าพลาสมิดท่ีใหผ้ลบวกมาท าการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI 
ซ่ึงเป็นเอนไซมเ์ดียวกบัท่ีใชใ้นการเช่ือมทั้งสองส่วนเขา้ดว้ยกนั จากนั้นน าไปตรวจสอบหาขนาดของ 
ช้ินยีน VP37 ดว้ยการท า gel electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ของ  agarose gel เท่ากบั 1.0 % ใน TBE 
buffer  โดยเทียบกบัพลาสมิดท่ีไม่ไดต้ดั พบว่ายีน VP37 ในโคโลนีท่ี 3 มีขนาดตามท่ีคาดหวงัไวคื้อ
ประมาณ 6,000 bp และ 800 bp ซ่ึงตรงกบัขนาดของพลาสมิด pTAT และยีน VP37 ตามล าดบั ดงัรูป
รูปท่ี 4.2C 
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รูปที ่4.2 การตรวจสอบช้ินยนี VP37 จากการสร้างพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37  (A) ผล
การท า colony PCR จากโคโลนีท่ี 1-4 (B) ผลการท า plasmid PCR จากพลาสมิดของโคโลนี
ท่ี 1-4 (C) ผลตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI ของโคโลนีท่ี 3 
และ 4 (M คือ ขนาด DNA มาตรฐาน,  P คือ positive control ของการทดลอง, N คือพลาสมิด
ท่ีไม่ถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ, C คือพลาสมิดท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ) 

 

นอกจากน้ีผูว้ิจยัยงัไดท้  าการวิเคราะห์ความถูกตอ้งของล าดบักรดอะมิโนท่ีผา่นการแปลรหสัจากล าดบั
เบสบนพลาสมิดลูกผสม โดยท าส่งตวัอยา่งพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 จาก 2 โคโลนีท่ี
ต่างกนั ไปท าการวิเคราะห์ความถูกตอ้งของล าดบักรดอะมิโนดว้ยวิธี Neucleotide sequencing จากผล
การทดลองพบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์จากพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ท่ีไดน้ั้นมีความ
เหมือนกบันิวคลีโอไทดต์น้แบบ 100% ซ่ึงแน่นอนว่าเม่ือท าการแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนของโปรตีน 
VP37 จะท าใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีความสมบูรณ์เหมือนโปรตีนตน้แบบ ซ่ึงจากการทดลองเหล่าน้ีจึงสรุปได้
ว่า พลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 เป็นพลาสมิดท่ีมีความสมบูรณ์สามารถน าไปใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนและการทดลองอ่ืนๆ ไดต่้อไป 
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4.1.2 กำรศึกษำกำรแสดงออกของโปรตนีลูกผสม VP37 ในเซลล์แบคทเีรีย E. coli 

4.1.2.1 ผลกำรแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli 4 สำยพันธ์ุ ได้แก่ 
BL21(DE3), Rosetta, Origami และ BL21-codonPlus(DE3)-RIL  

จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลลแ์บคทีเรีย E. coli จะท าการเหน่ียวน า
ให้เกิดการผลิตโปรตีนลูกผสม VP37 ดว้ยสาร Isophapyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ซ่ึงเป็น
อนุพนัธ์ของน ้ าตาลกาแลคโตส ท่ีมีโมเลกุลคลา้ยกับ beta-galactoside และ allolactose ซ่ึงโมเลกุล 
allolactose มีหน้าท่ีในการเป็น inducer ท่ีท าให้ repressor I หลุดออกจาก operator ส่งผลให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนภายใตก้ารควบคุมของ Lac promotor หลงัจากท าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม 
pET-15b(+)-Thio-VP37 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  E. coli จ านวน 4 สายพันธ์ุคือ  BL21(DE3) , BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL, Rosetta และ Origami จากนั้นท าการเล้ียงเซลล์แบคทีเรีย E. coli ในอาหาร
เหลว LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ amplicilin  ท่ีอุณหภูมิ 37๐C จนกระทัง่เซลล์แบคทีเรีย E. coli เขา้สู่
ระยะการแบ่งตวัแบบ mid-log phase หรือวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี OD600 ไดค่้าประมาณ 0.6 ซ่ึง
เป็นช่วงปลายของระยะท่ีแบคทีเรียมีการแบ่งตวัอย่างรวดเร็วในอตัราคงท่ีเหมาะสมต่อการท าการ
เหน่ียวน าใหเ้กิดการผลิตโปรตีน จากนั้นเหน่ียวน าการแสดงออกของโปรตีนดว้ยสาร IPTG และน าไป
เขยา่ท่ีอุณหภูมิต ่า ประมาณ 20๐C เพื่อให้เซลลค่์อยๆเกิดการผลิตโปรตีนและส่งเสริมใหโ้ปรตีนมีการ
มว้นพบัท่ีดีข้ึนและท าให้โปรตีนอยูใ่นรูปท่ีสามารถละลายน ้ าได ้แลว้ท าการเก็บตวัอยา่งท่ี 4 และ 16 
ชัว่โมง จากนั้นท าการสกดัโปรตีนออกจากเซลลแ์บคทีเรีย E. coli แลว้น าไปแยกโปรตีนส่วนใสและ
ตะกอนเซลล ์เพื่อน าไปตรวจสอบว่าโปรตีนลูกผสม VP37 ท่ีผลิตไดน้ั้นอยูใ่นรูปท่ีสามารถละลายน ้ า
ได ้หรืออยู่ในรูปท่ีไม่สามารถละลายน ้ าได ้โดยโปรตีนส่วนใสจะถูกน าไปบ่มกบั Ni-NTA bead น า
ตวัอยา่งโปรตีนมาท าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบคุณภาพของโปรตีน VP37 
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รูปที่ 4.3 ผลแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37 ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3), 
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, Rosetta และOrigami induce ท่ีอุณหภูมิ 20oC ซ่ึงใชเ้วลาหลงั
การเหน่ียวน า ดว้ย IPTG ท่ี 4 ชัว่โมง และ 16 ชัว่โมง รูป A คือโปรตีนส่วนใส (supernatant) 
ท่ีจากบ่มกบั Ni-NTA bead รูป B คือ โปรตีนในส่วนของตะกอนเซลล ์(pellet) (M คือแถบ
โปรตีนมาตรฐาน, 4 คือเวลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 4 ชัว่โมง, 16 คือเวลาหลงัการ
เหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี 16 ชัว่โมง) 

 

จากรูปท่ี 4.3 เป็นการแสดงผล SDS–PAGE ของโปรตีนท่ีผลิตโดย  E. coli ทั้ ง 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ 
BL21(DE3) , Rosetta, Origami และ BL21 ท่ีได้รับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน  pET-15b(+)-Thio-VP37
พบว่า E. coli ทั้ง 4 สายพนัธ์ุ สามารถท าให้โปรตีนเกิดการ over expression ไดใ้นรูป soluble form 
และจะยงัคงเห็นโปรตีนเหลืออยูใ่นส่วนของตะกอนเซลลเ์พียงเลก็นอ้ย ทั้งน้ีอาจเกิดจากขั้นตอนการ
ท าให้เซลล์แตกไม่หมดจึงท าให้ยงัคงหลงเหลือโปรตีนในส่วนของตะกอนเซลล์ โดยขนาดของ
โปรตีนท่ีตรวจพบบน SDS–PAGE มีขนาดประมาณ 50 kDa ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ าหนกัโมเลกุลของ 
VP37-thaioredoxin ตามทฤษฎีท่ีค านวณได้จาก   ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal คือ 48.17 
kD และมีค่า pI = 4.83 จากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37-thaioredoxin ท่ีผลิตไดจ้าก เซลลแ์บคทีเรีย
E. coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3)  เม่ือท าการ induce ด้วย IPTG เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เป็นสภาวะท่ี
สามารถผลิตโปรตีนไดใ้นปริมาณมากท่ีสุดเม่ือเทียบกบัสภาวะอ่ืนๆ ซ่ึงในการทดลองต่อไปจะใช้
สภาวะน้ีในการผลิตโปรตีน VP37-thaioredoxin เพื่อใชใ้นการทดลองอ่ืนๆต่อไป 
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4.1.3 กำรผลิตและท ำบริ สุทธ์ิโปรตีนลูกผสม VP37 ด้วยเทคนิค Ni-NTA affinity 
Chromatography 

จากผลการทดลองก่อนหนา้น้ีจะท าใหท้ราบวา่พลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-VP37 ท่ีท าการ ถ่าย
โอนเข้าสู่ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ BL21(DE3) ท่ีอุณหภูมิ 20 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง             
มีความสามารถในการแสดงออกของโปรตีนมากท่ีสุด จึงไดค้ดัเลือกมาท าการท าบริสุทธ์ิโปรตีน
ต่อไป โดยท าการผลิตจ านวน 6 ลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ 2XYT เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 3-4 
ชั่วโมง จากนั้นน ามา induce ดว้ย IPTG แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมงจากนั้น
น าไปท าบริสุทธ์ิโปรตีนดว้ย Ni-NTA bead โดยจะแบ่งเป็นคอลมัน์ละ 2 ลิตร และท าการชะโปรตีน
ดว้ย elution buffer จากนั้นน าเอาโปรตีนท่ีท าบริสุทธ์ิไดม้าท าการตรวจสอบการแสดงออกดว้ยวิธี 
SDS-PAGE  ปรากฏวา่พบแถบของโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 50 kDa ซ่ึงตรงกบัค่าน ้าหนกัโมเลกลุของ 
VP37-thaioredoxin ตามทฤษฎีท่ีค านวณไดจ้ากโปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal คือ 
48.17 kDa หลังจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนพบว่าได้โปรตีนในปริมาณมากใน 
fraction ท่ี 1 -5 ของทั้ง 3 คอลมัน์ (รูปท่ี 4.4)  จึงท าการรวมโปรตีนและท าการยา้ยโปรตีนมาอยู่ใน 
PBS buffer pH 8.0 ดว้ย PD10 column เพื่อน าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบหนา้ท่ีต่อไป 

 

 

รูปที ่4.4 ผลการท าบริสุทธ์ิโปรตีนลูกผสม VP37 ดว้ยเทคนิค Ni-NTA affinity chromatoghaphy 
และวิเคราะห์แถบโปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงแสดงโปรตีน VP37 ท่ีท าการชะโปรตีน
ออกจาก Ni-NTA bead จ านวน 7 คร้ัง (F1-F7) (M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน, F(1-7) คือ
จ านวนคร้ังในการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead , F1(D) คือการชะโปรตีนออกจาก Ni-
NTA bead คร้ังท่ี 1 และท าการผสมดว้ย reducing loading dye) 
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แต่จากการท าบริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA affinity chromatography นั้ นพบว่าโปรตีนมีความบริสุทธ์ิไม่
เพียงพอต่อการน าไปทดสอบความสามารถในการจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ ดงันั้นจึงท าการท าบริสุทธ์ิ
อีกคร้ังด้วยเทคนิค Gel filtration ผ่านเคร่ือง Fast liquid chromatography (FPLC)โดยอาศยัการแยก
โปรตีนตามขนาดโมเลกุล จากนั้นท าให้โปรตีนมีความเขม้ขน้เพิ่มมากข้ึนโดยใชเ้ซนติคอน แลว้น า
โปรตีนท่ีไดม้าท าการทดสอบดว้ย SDS-PAGE ดงัแสดงในรูป 4.5 จากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ของโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length ดว้ยเทคนิค Gel filtration พบว่าโปรตีน VP37 รูปแบบ Full 
length นั้นประสบความส าเร็จในการผลิตและท าบริสุทธ์ิในระบบ E.coli และมีประสิทธิภาพเพียงพอ
ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากผลท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิดว้ย Gel filtration ท่ีแสดงผลเป็น symmetric peak  (รูปท่ี 
4.5 ) ดงันั้นในการทดลองต่อไปจึงจะท าการน าโปรตีนท่ีผลิตไดน้ี้ไปท าการทดสอบความสามารถใน
การจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ต่อไป 
 

 
 

รูปที ่4.5 การท าบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length ดว้ยเทคนิค Gel filtration 

4.1.4 กำรทดสอบกำรจบักนัระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง ด้วยเทคนิค 
ELISA และ Immunocytochemistry 

จากงานวิจยัก่อนหนา้แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน VP37 น่าจะมีปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ ดงันั้นเรา
จึงสนใจท่ีจะท าการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ไดจ้ริงหรือไม่ในสภาวะธะรมชาติ โดย
ในการทดลองจะท าการควบคุมคุณภาพโปรตีนและใชเ้ทคนิค ELISA ในการทดสอบ จากการทดลอง
พบวา่โปรตีน VP37 มีความสามรถในการจบัไดก้บัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ไดแ้บบ dose dependent กล่าวคือ 
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การจบักนัระหวา่งเซลลเ์มด็เลือดกุง้มีแนวโนม้เพิ่มมากข้ึนเม่ือท าการบ่มกบัโปรตีน VP37 ท่ีมีความ
เขม้ขน้ท่ีสูงข้ึน ดงัรูปท่ี 4.6 

 
รูปที ่4.6 แสดงผลการทดสอบการจบักนัของโปรตีน VP37 และเซลล์เม็ดเลือดกุง้ดว้ยวิธี ELISA 

โดยใชโ้ปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 0.05, 0.2 และ 0.5 mg/ml และใชโ้ปรตีน Thioredoxin 
ส าหรับเป็นการทดลองควบคุม 

 
จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน VP37 มีคุณสมบติัท่ีสามารถจบัไดก้บัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ ดงันั้น
ในการทดลองต่อไปจึงจะท าการยนืยนัความสามารถในการจบัของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้
ดว้ยเทคนิค immunocytochemistry โดยท าการบ่มโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้และท าการ
ติดตามโปรตีน VP37 ดว้ย anti-His antibodies ท่ีมีการติดฉลากดว้ยเอนไซม ์จากนั้นท าการตรวจสอบ
ผลปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยการเติม TMB substrate โดยถา้เกิด
ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้จะปรากฏสีน ้าเงินใหเ้ห็นบนผวิเซลลเ์ซลลเ์มด็
เลือดกุง้ แต่ในทางกลบักนัหากโปรตีน VP37 นั้นไม่เกิดปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้กจ็ะไม่ปรากฏ
สีน ้าเงินบนผวิเซลลก์ุง้ ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7  
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รูปที่  4.7 การทดสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับเซลล์เม็ด เ ลือดกุ้งด้วยเทคนิค 
Immunocytochemistry. (A) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน VP37 (B) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่ม
กบั Thioredoxin ท าหนา้ท่ีเป็น negative control 

 
ซ่ึงจากการทดสอบการจับกันของโปรตีน VP37 และเซลล์เม็ดเลือดกุ้งด้วยวิ ธี  ELISA และ 
immunocytochemistry ท า ให้แ น่ใจได้ว่ า โปร ตีน  VP37 ท่ีท าการผ ลิต ข้ึนในระบบ E.coli มี
ความสามารถในการจบักับเซลล์เม็ดเลือดกุ้งได้จริง ดังนั้ นในการทดลองต่อไปจึงอยากทราบว่า
โปรตีนในส่วนใดของโปรตีน VP37 ท่ีมีความสามารถในการจบักบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ โดยจะท าการ
ออกแบบโปรตีน VP37 ใหมี้ขนาดต่างๆกนัเพื่อใชใ้นการทดสอบ 

 

4.2. กำรศึกษำหำบริเวณบนโปรตีน VP37 ที่ใช้ในกำรจบักบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง 

4.2.1 กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสมช้ินส่วนต่ำงๆ ของโปรตีน VP37  

การออกแบบช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 จะอา้งอิงจาก secondary structure ของโปรตีน VP37 
ซ่ึงโปรตีนช้ินส่วนต่างๆ ของโปรตีน VP37 มีทั้งหมด 4 รูปแบบ คือ คือ VP37(111-281),    VP37(138-
281), VP37(1-265) และ VP37(1-250) ดงัแสดงในรูป 4.8 
 
 
 
 

A B 



50 
 

 
 

 
 
รูปที ่4.8 การออกแบบบริเวณท่ีครอบคลุมช้ินส่วนต่างๆของโปรตีน VP37 (A) โครงสร้างล าดบัท่ี

สองของโปรตีน VP37 (B) บริเวณครอบคลุมรูปแบบต่างๆ ของโปรตีน VP37 

 

การออกแบบ primer ส าหรับท า PCR ช้ินยนีของ truncate version ต่างๆ โดยอา้งอิงจากล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องยนี VP37 ในฐานขอ้มูล NCBI ซ่ึงจะท าการโคลนเขา้พลาสมิด pET-15b(+)-Thio-VP37 ซ่ึงจะ
มี Histidine tag ติดอยู่กบัโปรตีนในส่วน N-terminal ของล าดบันิวคลีโอไทด์เพื่อประโยชน์ส าหรับ
ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ เน่ืองจาก Histidine tag มีความจ าเพาะกบั Ni-NTA bead ท่ีใชใ้นการท าบริสุทธ์ิ 
โดย primer ของ truncate version ต่างๆ สามารถสรุปไดด้งัท่ีแสดง ไวใ้นตารางท่ี 4.2 

 

 

 

A 

B 
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ตำรำงที่  4.2 restriction endonuclease และ nucleotide sequence ของ primers truncate version VP37 

ยนี Primer เอนไซม์
ตัดจ ำเพำะ 

ล ำดับนิวคลโีอไทด์ ของ primer  

 

VP37 

(111-281) 

 

F: pET-15b(+)-Thio-

VP37(111-281) 

BamHI 

XhoI 

5’CGGGATCCGCCGATTTTTTACTGGACC

GAA 3’ 

R:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(111-281) 

5’CCGCTCGAGTTATGTCCAACAATTTAA

AAAGAAGTAGATGA 3’ 

VP37 

(138-281) 

F:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(138-281) 

BamHI 

XhoI 

5’CGGGATCCTCAGATTCAAAAACTGCA

ACAGTC 3’ 

R:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(138-281) 

5’CCGCTCGAGTTATGTCCAACAATTTAA

AAAGAAGTAGATGA 3’ 

VP37 

(1-265) 

F:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(1-265) 

BamHI 

XhoI 

5’CGGGATCCGCGGTAAACTTGGATAAT

GTTCT 3’ 

R:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(1-265) 

5’CCGCTCGAGTTAAATTTCATCTCTGTT

GTTTTCAGCGA 3’ 

VP37 
F: pET-15b(+)-Thio-

VP37(1-250) 

BamHI 5’CGGGATCCGCGGTAAACTTGGATAAT

GTTCT 3’ 
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หลงัจากได้ primer มาใชใ้นกระบวน PCR เพื่อเพิ่มจ านวนยีนแลว้ จะท าการเพิ่มจ านวณช้ินยีนตาม
สภาวะท่ีไดก้ล่าวไปในขั้นตอนการท าการทดลอง จากนั้นน าไปตรวจสอบหาขนาดของ PCR product 
ดว้ยการท า gel electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ของ  agarose gel เท่ากบั 1.0 % ใน TBE buffer  โดย
เทียบขนาดกบัขนาด DNA มาตรฐาน พบว่ามีแถบของยีน VP37 ท่ีมีขนาดประมาณ 843 bp,  VP37 
(111-281) ท่ีมีขนาดประมาณ 513 bp, VP37 (138-281) ท่ีมีขนาดประมาณ 432 bp, VP37 (1-265) ท่ีมี
ขนาดประมาณ 795 bp และ VP37 (1-250) ท่ีมีขนาดประมาณ 750  bp จากนั้ นท าการตัดช้ิน PCR 
product และพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI และท าการเช่ือม
ช้ินยีนกบัพลาสมิด pET-15b(+)-Thio ดว้ยเอนไซม ์T4-ligase และถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่ E. 
coli สาพนัธ์ุ DH5α จากนั้นคดัเลือกโคโลนีท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสมดว้ยเทคนิค colony PCR และ 
plasmid PCR ซ่ึงผลการทดลองจากการท า plasmid PCR แสดงใหเ้ห็นวา่พบแถบของ DNA ขนาดตรง
กบัขนาดของช้ินยนีในแต่ละ version ดงัรูปท่ี 4.9 และจากผลการส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์สดง
ใหเ้ห็นวา่เราประสบความส าเร็จในการสร้างพลาสมิดลูกผสมทั้ง 4 รูปแบบ  

 

รูปที ่4.9 ผลการตรวจสอบช้ินยีน VP37 ของพลาสมิดลูกผสมรูปแบบต่างๆ ไดแ้ก่ VP37(1-281), 
VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) และ VP37(1-250) โดยใชเ้ทคนิค plasmid 
PCR  (แถบ M คือขนาด DNA มาตรฐาน) 

 

 

(1-250) R:  pET-15b(+)-Thio-

VP37(1-250) 

XhoI 5’CCGCTCGAGTTATTGTTTGGGTATTAA

AAAACCAT ATTTACCTTC 3’ 
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4.2.2 ผลกำรแสดงออกของโปรตีนลูกผสมของรูปแบบต่ำงๆของโปรตีน VP37 ใน E. coli สำยพันธ์ุ 
BL21(DE3) และ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 

ในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมจะท าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pET-15b(+)-Thio-
VP37(111-281), pET-15b(+)-Thio-VP37(138-281), pET-15b(+)-Thio-VP37(1-265) แ ล ะ  pET-
15b(+)-Thio-VP37(1-250) เข้า สู่ เซลล์แบคทีเ รีย  E. coli  2 สายพันธ์ุคือ  BL21(DE3)  และ  BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL จากนั้นท าการเล้ียงเซลลแ์บคทีเรีย E. coli ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสมบนอาหาร
แขง็ LB Agar ท่ีมี amplicilin เป็นยาปฏิชีวนะ จากนั้นน าโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหารแขง็ไปเล้ียงในอาหาร
เหลว LB broth ท่ีมี amplicilin เป็นยาปฏิชีวนะ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C 200 rpm เป็นเวลา 4 hr หรือ
จนกระทัง่ได ้(OD600 ~ 0.6) จากนั้นเหน่ียวน าการแสดงออกของโปรตีนโดยการเติม IPTG ท่ีมีความ
เขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 100 mM จากนั้นลดอุณหภูมิลงใหอ้ยูท่ี่ 20๐C แลว้ท าการเกบ็ตวัอยา่งท่ี 4 และ 16
ชัว่โมง จากนั้นน าตะกอนเซลลม์าละลายดว้ย lysis buffer และท าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
เพื่อตรวจสอบคุณภาพของโปรตีนท่ีสนใจ 

จากรูปท่ี 4.10 และ 4.11 แสดงผลจากการวิเคราะห์คุณภาพโปรตีนด้วยเทคนิค SDS–PAGE ของ
โปรตีนหลงัถูกเหน่ียวน าใหผ้ลิตโปรตีนเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และ 16 ชัว่โมง ตามล าดบั โดยท าการผลิต
ใน E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ BL21(DE3)  และ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูก
ผ ส ม  pET-15b(+)-Thio-VP37(111-281), pET-15b(+)-Thio-VP37(138-281), pET-15b(+)-Thio-
VP37(1-265) และ pET-15b(+)-Thio-VP37(1-250) จากการทดลองพบขนาดของโปรตีนบน SDS–
PAGE มีขนาดดังต่อไปน้ีโปรตีน VP37(111-281) พบขนาดประมาณ 34 kDa ทั้ งในสายพันธ์ุ 
BL21(DE3)  และ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, โปรตีน VP37(138-281) พบขนาดประมาณ 30 kDa 
มากในสายพนัธ์ุ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, โปรตีน VP37(1-265) พบขนาดประมาณ 45 kDa มาก
ในสายพนัธ์ุ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL และ โปรตีน VP37(1-250) พบขนาดประมาณ 47 kDa มาก
ในสายพนัธ์ุ BL21 ซ่ึงแต่ละโปรตีนมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนชนิดนั้นๆตามทฤษฎี
ท่ีค านวณไดจ้าก   ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal จากการทดลองพบว่ารูปแบบต่างๆของ
โปรตีน VP37 ท่ีผลิตไดจ้าก เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL เม่ือท าการ
เหน่ียวน าดว้ย IPTG เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เป็นสภาวะท่ีสามารถผลิตโปรตีนไดใ้นปริมาณมากท่ีสุดเม่ือ
เทียบกบัสภาวะอ่ืนๆ ซ่ึงในการทดลองต่อไปจะใชส้ภาวะน้ีในการผลิตโปรตีน เพื่อใชใ้นการทดลอง
อ่ืนๆต่อไป 
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รูปที ่4.10 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) และ 
(1-250) ในเซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) และ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 
ซ่ึงใชเ้วลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเวลา 4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 20 oC ในส่วนของ
โปรตีนทั้งหมดในเซลล ์  

 

 

รูปที ่4.11 ผลการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) 
และ  VP37(1-250) ใน เซลล์แบคที เ รี ย  E. coli สายพัน ธ์ุ  BL21(DE3) และ  BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL ซ่ึงใชเ้วลาหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเวลา 16 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 
20 oC ในส่วนของโปรตีนทั้งหมดในเซลล ์  
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4.3 กำรผลติและท ำบริสุทธ์ิช้ินส่วนต่ำงๆ ของโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค Ni-NTA 

affinity chromatoghaphy 

จากผลการทดลองท่ี 4.2.2 ท าให้ทราบว่าพลาสมิดลูกผสมรูปแบบต่างๆ ของ VP37 ท่ีท าการถ่ายโอน
เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BL21-CodonPlus(DE3)-RIL หลงัท าการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ี
อุณหภูมิ 20 oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เป็นสภาวะท่ีดีท่ีสุดในการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 4 รูปแบบ 
ต่อมาจึงไดค้ดัเลือกสภาวะดงักล่าวมาท าการท าบริสุทธ์ิโปรตีนต่อไป โดยท าการผลิตจ านวน 2 ลิตร 
ต่อโปรตีน 1 รูปแบบโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ 2XYT เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง จากนั้น
น ามาเหน่ียวน าให้ผลิตโปรตีนดว้ย IPTG แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้น
น าไปท าบริสุทธ์ิโปรตีนดว้ย Ni-NTA bead และท าการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead ดว้ย elution 
buffer แล้วน าเอาโปรตีนท่ีท าบริสุทธ์ิได้มาท าการตรวจสอบการแสดงออกด้วยวิธี SDS-PAGE 
ส าหรับโปรตีน VP37(111-281) พบขนาดประมาณ 34 kDa (รูปท่ี 4.12A) ซ่ึงตรงกบัค่าน ้าหนกัโมเลกลุ
ของ VP37 (111-281) ตามทฤษฎีท่ีค านวณไดจ้ากโปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal 
คือ 33.96 kD หลงัจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนพบว่าไดโ้ปรตีนในปริมาณมากใน 
fraction ท่ี 1 -3 (รูปท่ี 4.12A)  จึงท าการรวมโปรตีนและท าการยา้ยโปรตีนมาอยูใ่น PBS buffer pH 8.0 
ดว้ย PD10 column เพื่อน าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบหนา้ท่ีต่อไป 

ส าหรับโปรตีน VP37(138-281) พบขนาดประมาณ 30 kDa (รูปท่ี 4.12B) ซ่ึงตรงกบัค่าน ้าหนกัโมเลกลุ
ของ VP37(138-281) ตามทฤษฎีท่ีค านวณไดจ้ากโปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal 
คือ 30.96 kDa หลงัจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนพบว่าไดโ้ปรตีนในปริมาณมากใน 
fraction ท่ี 1 -6 (รูปท่ี 4.12B) จึงท าการรวมโปรตีนและท าการยา้ยโปรตีนมาอยูใ่น PBS buffer pH 8.0 
ดว้ย PD10 column เพื่อน าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบหนา้ท่ีต่อไป 

ส าหรับโปรตีน VP37(1-265) พบขนาดประมาณ 50 kDa (รูปท่ี 4.12C) ซ่ึงตรงกบัค่าน ้ าหนกัโมเลกุล
ของ VP37(1-265) ตามทฤษฎีท่ีค านวณไดจ้ากโปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal คือ 
49.72 kDa หลังจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนพบว่าได้โปรตีนในปริมาณมากใน 
fraction ท่ี 1 - 5 จึงท าการรวมโปรตีนและท าการยา้ยโปรตีนมาอยู่ใน PBS buffer pH 8.0 ดว้ย PD10 
column เพื่อน าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบหนา้ท่ีต่อไป 

ส าหรับโปรตีน VP37(1-250) พบขนาดประมาณ 48 kDa ซ่ึงตรงกับค่าน ้ าหนักโมเลกุลของ VP37              
(1-250) ตามทฤษฎีท่ีค านวณไดจ้ากโปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resoure Poatal คือ 47.97 kDa 
หลงัจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนพบว่าไดโ้ปรตีนในปริมาณมากใน fraction ท่ี 1 - 5 
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(รูปท่ี 4.12D) จึงท าการรวมโปรตีนและท าการยา้ยโปรตีนมาอยู่ใน PBS buffer pH 8.0 ด้วย PD10 
column เพื่อน าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบหนา้ท่ีต่อไป 

 

 

รูปที ่4.12 ผลการท าบริสุทธ์ิโปรตีนรูปแบบต่างๆของโปรตีน VP37 ด้วย เทคนิค Ni-NTA 
chromatography ผลการวิเคราะห์โปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE แสดงจ านวนคร้ังท่ีท าการชะ
โปรตีนออกจาก  Ni-NTA bead (F1-F5) (A) โปรตีน  VP37(111-281) (B)  โปรตีน 
VP37(138-281) (C)โปรตีน VP37(1-265) (D)โปรตีน VP37(1-250) (M คือแถบโปรตีน
มาตรฐาน, F(1-5) คือล าดบัคร้ังท่ีท าการชะโปรตีนออกจาก Ni-NTA bead และท าการผสม
ดว้ย native loading dye) 

 

4.4 กำรทดสอบกำรจบักนัระหว่ำงรูปแบบต่ำงๆ ของโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง 
ด้วยเทคนิค ELISA และ Immunocytochemistry 

จากการทดลองในขอ้ 4.1.4 แสดงใหเ้ห็นโปรตีน VP37 สามารถจบักบั shrimp hemocyte ได ้ดงันั้นใน
การทดลองน้ีเราจึงสนใจว่าโปรตีน VP37 ในส่วนใดท่ีสามารถจบักบั shrimp hemocyte ได ้โดยจะท า
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การทดสอบรูปแบบต่างๆ ของโปรตีน VP37 ไดแ้ก่ VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) 
และ VP37(1-250) และจะใช้โปรตีน Thioredoxin เป็นโปรตีนควบคุมส าหรับการทดลอง  ท่ีความ
เขม้ขน้โปรตีนเท่ากบั 0.2 mg/ml บ่มกบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ขาว จ านวน 2× 106 cells จากนั้นท าการลา้ง
เอาโปรตีนท่ีไม่จบัออกและท าการบ่มกบัแอนติบอดี Anti-histidine ท่ีจ  าเพาะกบั His-tag ของโปรตีน 
จากนั้นเติ, substrate และท าการตรวจผลการทดลองดว้ยการวดัการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี OD650 nm. ดงั
แสดงในรูปท่ี 4.13 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าโปรตีน VP37(138-281) และ VP37(1-250) เป็นส่วนท่ีท าให้
โปรตีน VP37 ความสามารถในการจบักบัเซลล์เม็ดเลือดกุง้ลดลง และพบว่าส่วนของโปรตีนท่ียงั
สามารถจับกับเซลล์เม็ดเลือดกุ้งได้ คือ โปรตีน VP37 (111-281) และ VP37(1-265) ซ่ึงคือโปรตีน 
VP37 ท่ีครอบคลุมตั้งแต่กรดอะมิโนล าดบัท่ี 111-265 เป็นต าแหน่งท่ียงัคงสามารถจบักบั เซลล์เม็ด
เลือดกุ้งขาวได้ ดังนั้ นจากการทดลองน้ีบ่งช้ีได้ว่าบริเวณ C-terminal domain ตั้ งแต่กรดอะมิโน                   
124-281 มีความส าคญัต่อการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ เน่ืองจากเม่ือท าการพิจารณาผลการ
ทดลองท่ีแสดงในรูป 4.13 บ่งช้ีไดว้า่เม่ือท าการรบกวนหรือท าลายโปรตีนทางดา้น C-terminal domain 
จะส่งผลใหค้วามสามารถในการจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือท า
การรบกวนหรือท าลายโปรตีนทางดา้น N-terminal domain พบว่าส่งผลกระทบต่อความสามารถใน
การจับกับเซลล์เม็ดเลือดกุ้งเพียงเล็กน้อย ดังนั้ นจากการทดลองน้ีอาจบ่งช้ีได้ว่าบริเวณทางด้าน                   
C-terminal domain ของโปรตีน VP37 ท าหนา้ท่ีรับผดิชอบต่อการยดึเกาะกบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้   
 

 

รูปที ่4.13 ผลการทดสอบการจบักนัระหว่างเซลลเ์มด็เลือดกุง้และโปรตีนรูปแบบต่างๆของโปรตีน 
VP37 ได้แ ก่  VP37(111-281), VP37(138-281), VP37(1-265) และ  VP37(1-250) และ
โปรตีน Thioredoxin ส าหรับเป็นการทดลองควบคุม ดว้ยเทคนิค ELISA 
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 และจากรูปท่ี 4.13 จะเห็นไดว้่า VP37(111-281) มีความสามารถในการจบักบัเซลลเ์ม็ดเลือด
กุง้ไดใ้กลเ้คียงกบั VP37 ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะน าโปรตีน VP37(111-281) ไปท าการยืนยนั
ความสามารถในการจบักบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ดว้ยเทคนิค Immunocytochemistry โดยเปรียบเทียบกบั
โปรตีน VP37 (1-281) ท่ีท าหน้าท่ีเป็น positive control และ Thioredoxin ท่ีท าการบ่มกับเซลล์เม็ด
เลือดกุง้เพื่อท าหนา้ท่ีเป็น negative control จากการทดลองพบวา่ โปรตีน VP37 (111-281) ปรากฏสีน ้า
เงินบนผวิเซลลก์ุง้เช่นเดียวกบัโปรตีน VP37 (1-281) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.14  

ดงันั้นผลการทดลองจากท า ELISA และ Immunocytochemistry สามารถสรุปไดว้า่โปรตีน VP37 มี
ความสามารถในการจบักบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ได ้และนอกจากน้ียงับ่งช้ีไดว้า่บริเวณทางดา้น C-terminal 
domain ของโปรตีน VP37 ท าหนา้ท่ีรับผดิชอบต่อการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ 

 

                   

                                           

รูปที่ 4.14  การทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37(1-281) และ VP37 (111-281) กบัเซลลเ์มด็
เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค Immunocytochemistry. (A) เซลลเ์มด็เลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน VP37(1-
281) (B) เซลล์เม็ดเลือดกุง้บ่มกบัโปรตีน VP37 (111-281) (C) เซลล์เม็ดเลือดกุง้บ่มกบั 

Thioredoxin ท าหนา้ท่ีเป็น negative control 

A B 

C 
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4.5 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบั Sulfated galactans 

4.5.1 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรขัดขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง
ด้วย Sulfated galactans 

เน่ืองจากงานวิจยั Kanokpan และคณะพบวา่สารสกดั Sulfated galactans (SG) จากสาหร่ายสีแดง 
(Gracilaria fisheri) สามารถลดอตัราการตายของกุง้ไดเ้ม่ือท าการฉีดดว้ย White spot syndrome virus 
ท่ีท าการ pre-incubate กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (15) และจากงานวิจยัของ Tawut และคณะพบว่า 
SG สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีนหลายชนิดของไวรัสตวัแดงดวงขาวไดจ้ากการทดสอบดว้ย
เทคนิค Far-Western blot โดยโปรตีนท่ีน่าสนใจท่ีพบว่าสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั SG ไดน้ั้นไดแ้ก่
โปรตีน VP28 และโปรตีน VP26 ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสตวัแดงดวงขาว (16) จึงเกิด
สมมติฐานว่าโปรตีน VP37 ซ่ึงเป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสตวัแดงดวงขาวจะสามารถถูก
ขดัขวางปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยไดด้ว้ย SG หรือไม่ ดงันั้นจึงท าการทดสอบความสามารถ
ในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุง้ดว้ย SG ดว้ยเทคนิค ELISA 
โดยจะท าการบ่มโปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ Full length และ C-terminal domain ท่ีความเขม้ขน้             
0.2 mg/ml กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 และ 1 mg/ml เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น าไปบ่มกบัเซลลเ์มด็เลือด
กุง้และท าการติดตามดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ Histidine tag โดยมีสารตั้งตน้เป็น TMB substrate  

 

รูปที่ 4.15 การทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์ม็ด
เลือดกุง้ดว้ย Sulfated galactans ดว้ยเทคนิค ELISA โดยในการทดลองจะท าการบ่มโปรตีน 
VP37 ทั้ งรูปแบบ Full length และ C-terminal domain กับ SG ท่ีความเข้มข้น 0.1 และ 1 
mg/ml จากนั้นน าไปบ่มกบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ท่ีท าการเพาะเล้ียงบน 96 well-plate แลว้ท าการ
ติดตามดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบั Histidine tag (anti-His antibody) และท าการตรวจสอบ
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ดว้ย TMB substrate ก่อนท าการหยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟูริกความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ โดยใน
การทดลองมีโปรตีน Thioredoxin เป็นโปรตีนควบคุม  

 

จากรูปท่ี 4.15 พบว่า SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 รูปแบบ             
Full length กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้โดยความสามารถในการขดัขวางจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของ SG 
ท่ีเพิ่มข้ึนเช่นเดียวกบัการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 ในรูปแบบ C-terminal domain
จากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่า SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั
เซลล์เม็ดเลือดกุ้ง ดังนั้ นจะท าการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal 
domain กบั SG วา่สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กนัไดโ้ดยตรงหรือไม่ดว้ยเทคนิค Native-PAGE 

 

4.5.2 กำรทดสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กับ Glycosaminoglycans ด้วยเทคนิค Native-
PAGE 

จากการทดลองก่อนหนา้พบวา่ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ถูกขดัขวาง
ไดด้ว้ย SG จึงท าการตรวจสอบการออกฤทธ์ิของ SG ว่า SG ออกฤทธ์ิโดยเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลเ์มด็
เลือดกุ้งหรือโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค Native-PAGE โดยในการทดลองน้ีจะน าโปรตีน VP37 
รูปแบบ C-terminal domain มาท าการตดั Fusion tag ออกดว้ยเอนไซม ์TEV protease ดงัแสดงในรูปท่ี 
4.16A จากนั้นจึงน าโปรตีน VP37 ท่ีท าการตดั Fusion tag ออกมาท าการบ่มกบั SG ในอตัราส่วน 1:4 
โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นจึงน าไปท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค Native-PGAE 
โดยใช้กระแสไฟฟ้า 60 Volt เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37 รูปแบบ                    
C-terminal domain ท่ีท าการตดั fusion tag ออกพบว่าโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain พบ
การเกิดแบนชิพ (band shift) เกิดข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนท่ีไม่ไดท้  าการบ่มกบั SG ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4.16B 
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รูปที ่ 4.16 ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีผา่นการตดั Fusion tag   
ออก กบั SG ท่ีอตัราส่วน 1:4 โมลาร์ดว้ยเทคนิค Native-PAGE โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 60 Volt 
เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง แลว้ท าการยอ้มดว้ย Coomassie stain เพื่อติดตามแบนโปรตีนท่ีเกิดข้ึน 
โดยรูป A แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีท าการตดั Fusion tag เลข 1 
แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีมี Fusion tag และเลข 2 แสดงโปรตีน 
VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีไม่มี Fusion tag และรูป B แสดงปฏิสมัพนัธ์ระหวา่ง
โปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีผา่นการตดั Fusion tag ออก กบั SG โดยเลข 1 
แสดงโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีไม่ไดท้  าการบ่มกบั SG และเลข 2 แสดง
โปรตีน VP37 ท่ีท าการบ่มกบั SG ท่ีอตัราส่วน 1:4 โมลาร์ 

 

ดงันั้นจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้า่ SG สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์ไดโ้ดยตรงกบัโปรตีน VP37 รูปแบบ C-
terminal domain จากการทดลองบ่งช้ีไดว้่า SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง
โปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ Full length และ C-terminal domain โดยการออกฤทธ์ิของ SG อาจจะมี
เป้าหมายท่ีบริเวณ C-terminal domain ของโปรตีน VP37 จึงส่งผลใหค้วามสามารถในการจบักบัเซลล์
เมด็เลือดกุง้ลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของ SG ท่ีเพิ่มข้ึน  
 
ดงันั้นจากขอ้มูลขา้งตน้จึงเกิดสมมติฐานว่าบนผิวเซลลก์ุง้อาจจะมีโมเลกุลท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบั SG 
(SG-like molecule) ส่งผลให้เ ม่ือท าการน าโปรตีน VP37 ไปท าการบ่มกับ SG แล้วท าให้ SG มี
ความสามารถในการยบัย ั้งปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้จากสมมติฐานน้ีจึง
ไดท้  าการสืบคน้ขอ้มูลเพิ่มเติมพบว่ามีการรายงานการพบสารจ าพวกไกลโคซามิโนไกลแคนบนกุง้
ได้แก่   Heparin-like molecule และ Heparan sulfate จากกุ้ง  (21) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีหมู่ซัลเฟตเป็น
ส่วนประกอบจ านวนมาก ดงันั้นจึงท าการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ย
เทคนิค Native-PAGE เพื่อเป็นการทดสอบการปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length 
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กบั Heparin โดยจะท าการบ่มโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length ท่ีท าการตดั Fusion tag ออกดว้ย 
TEV protease กับ Heparin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆเป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อนน ามาท าการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค Native-PAGE จากการทดลองพบว่าเม่ือท าการบ่มโปรตีน VP37 กับ Heparin จะเห็นไดว้่า
ความเขม้ของแบนโปรตีนท่ีท าการยอ้มเจลดว้ย Coomassie stain นั้นมีความเขม้ขน้ลดลงเร่ือยๆตาม
ความเขม้ขน้ของ Heparin ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจบ่งช้ีไดว้่าเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ Heparin ส่งผลให้มีหมู่
ซลัเฟตเพิ่มข้ึนจึงมีความสามารถในการจบักบัโปรตีน VP37 เพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากงานวิจยัของ Tawut 
และคณะพบว่าหมู่ซลัเฟตของ SG นั้นมีความส าคญัต่อการเกิดปฏิสัมพนัธ์ของไวรัสตวัแดงดวงขาว 
(16) และเม่ือท าการติดตามดว้ย Coomassie stain ท่ีสามารถยอ้มติดโปรตีนไดน้ั้นจึงท าให้เห็นความ
เขม้ของแบนโปรตีนค่อยๆลดลงตามล าดบั ซ่ึงอาจเกิดจากเม่ือโปรตีน VP37 มีความสามารถในการจบั
กบั Heparin ส่งผลให้ VP37-Heparin complex นั้นมีขนาดใหญ่จนไม่สามารถเคล่ือนท่ีผ่านเจลไดด้งั
แสดงในรูปท่ี 4.17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17  ผลการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดว้ย
เทคนิค Native-PAGE โดยท าการน าโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length มาท าการตัด 
Fusion tag ออก จากนั้นน าโปรตีนท่ีได้มาท าการบ่มกับ Heparin ความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วน ามาท าการแยกโปรตีนตามขนาดด้วยเทคนิค 
Native-PAGE โดยจะใชก้ระแสไฟฟ้า 60 Volt เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง จากนั้นน าไปท าการ
ยอ้มสี Coomassie blue เพื่อดูแบนโปรตีนท่ีเกิดข้ึน 
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4.5.3 กำรทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบั Heaprin ด้วยเทคนิค Surface Plasmon 
resonance (SPR) 

จากการทดสอบดว้ยเทคนิค Native-PAGE พบว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั 
Heparin ได ้ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงตอ้งการยืนยนัปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 ทั้งในรูปแบบ 
Full length และ C-terminal domain กับเซลล์เม็ดเลือดกุ้งด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance 
(SPR) เน่ืองจากเทคนิค SPR เป็นเทคนิคท่ีสามารถติดตามการเกิดปฏิสัมพนัธ์ไดแ้บบ real time และ
สามารถค านวณหาค่า binding affinity (KD) ซ่ึงเป็นค่าท่ีใช้รายงานความสามารถในการจบักันของ
โมเลกุล 2 ชนิดไดอี้กดว้ย โดยจะท าการตรึง Heparin บนผวิหนา้ SA chip จากนั้นจะท าการฉีดโปรตีน 
VP37 รูปแบบ Full length และ C-terminal domain ท่ีท าการตัด Fusion tag โปรตีนออกด้วย TEV 
protease ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆผ่านผิวหน้า SA chip จากนั้นท าการวิเคราะห์ปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ย
โปรแกรม BIAevaluation software (version 2.0) โดยจะท า Data fitting แบบ Heterogeneous ligand 
model ซ่ึงจากการทดลองพบวา่โปรตีน VP37 รูปแบบ Full length สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin 
ได้แบบ Does dependent (รูปท่ี 4.18) กล่าวคือเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีน VP37 ส่งผลให้ค่า
ความสามารถในการจบักบั Heparin เพิ่มข้ึนตามล าดบั และเม่ือค านวณค่าการจบักนัระหว่างโปรตีน 
VP37 รูปแบบ Full length กบั Heparin ดว้ยโปรแกรมพบวา่โปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length มีค่า 
Binding affinity ท่ี 1.0 µM ซ่ึงจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length สามารถ
เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้ 

 

 
รูปที ่4.18 ผลการทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon 

Resonance. โดยท าการตรึง porcine heparin บนผิวหนา้ SA-chip จากนั้นท าการฉีดโปรตีน 
VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 20, 40 และ 70 nM แลว้ดูค่า Respond unit (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละ
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ความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated ผิวหน้า SA-chip ดว้ย 5M NaCl แลว้น าขอ้มูลท่ี
ไดม้าเขา้สู่สมการทางคณิตศาสตร์ (Fitting) ดว้ยโปรแกรม BIA evaluation software ver. 2.0 
แบบ Heterogeneous ligand model จากการทดลองพบว่าค่าความสามารถในการจับ 
(Binding affinity, KD) กนัของโปรตีน VP37 กบั porcine heparin มีค่าเท่ากบั 1.0 µM 

 

เม่ือท าการน าส่วน C-terminal domain มาท าการทดสอบความสามารถในการจบักบั Heparan sulfate 
ดว้ยเทคนิค SPR โดยท าการฉีดโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain ท่ีความเขม้ขน้ 2, 3, 5 และ 
10 µM พบว่าโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain สามารถจับกับ Heparin ท่ีถูกตรึงอยู่บน
ผวิหนา้ SA chip ได ้โดยความสามารถในการจบัจะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีน VP37 รูปแบบ 
C-terminal domain ดังแสดงในรูปท่ี 4.18 และเม่ือค านวณค่าการจับกันระหว่างโปรตีน VP37 กับ 
Heparin ด้วยโปรแกรมพบว่าโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain กับ Heparin มีค่า Binding 
affinity ท่ี 2.44  µM ซ่ึงจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domainสามารถ
เกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้ 

 

 

รูปที่ 4.19 ผลการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain กบั Heparin 
ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance. โดยท าการตรึง porcine heparin บนผิวหน้า SA-
chip จากนั้นท าการฉีดโปรตีน VP37 ท่ีความเขม้ขน้ 2, 3, 5 และ 10 µM แลว้ดูค่า Respond 
unit (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated ผิวหน้า SA-chip 
ดว้ย 5M NaCl แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้สู่สมการทางคณิตศาสตร์ (Fitting) ดว้ยโปรแกรม 
BIA evaluation software ver. 2.0 แบบ Heterogeneous ligand model จากการทดลองพบว่า
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ค่าความสามารถในการจบั (Binding affinity, KD) กนัของโปรตีน VP37 กบั porcine heparin 
มีค่าเท่ากบั 2.44 µM 

ซ่ึงจากการทดลองน้ีบ่งช้ีได้ว่าโปรตีน VP37 ทั้ งในรูปแบบ Full length และ C-terminal domain 
สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin ได ้และค่า Binding affinity ท่ีไดมี้ค่าใกลเ้คียงกนัโดย Full length 
และ C-terminal domain มีค่า Binding affinity ท่ี 1.0 µM และ 2.44 µM ตามล าดบั จึงอาจบ่งช้ีไดว้า่การ
ยึดเกาะของโปรตีน VP37 นั้นอาศยัส่วนท่ีเป็น C-terminal domain และปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนอาจเกิด
เกิดจากการเขา้จบักนัของโปรตีน VP37 ทางดา้น C-terminal domain กบั Heparin 

 

4.6 กำรทดสอบกำรขัดขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กับ Heparin ด้วย Sulfated galactans 
(SG) ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR) 

 ในขณะน้ีทราบแลว้ว่าโปรตีน VP37 นั้นสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลล์เม็ดเลือดกุง้ได ้และ
ปฏิสัมพนัธ์น้ีถูกขดัขวางได้ด้วย SG และนอกจากน้ีเรายงัทราบอีกว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิด
ปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้ดงันั้นจึงเกิดสมมติฐานวา่การออกฤทธ์ิของ SG ในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์
ของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้นั้นใช่ขดัขวางท่ีปฏิสัมพนัธ์น้ีหรือไม่ ดงันั้นจึงท าการทดสอบ
สมมติฐานน้ีดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance โดยท าการบ่มโปรตีน VP37 ท่ีท าการตดั Fusion 
tag ออกดว้ย TEV protease กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆก่อนน าไปฉีดผ่านผิวหน้า SA chip ท่ีท าการ
ตรึง Heparin จากการทดลองพบว่า SG มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน 
VP37 กบั Heparin แบบ Does dependent ดงัแสดงในรูปท่ี 4.20 กล่าวคือเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ SG 
ส่งผลใหค้วามสามารถในการจบัของโปรตีน VP37 กบั Heparin ลดลงตามล าดบั 
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รูปที่ 4.20  ผลการทดสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั porcine 

heparin ดว้ย Sulfated galactans (SG) ดว้ยเทคนิค Surface Plasmon Resonance. ท าการบ่ม
โปรตีน VP37 กบั SG ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นท า
การน าโปรตีนท่ีได้มาฉีดผ่านผิวหน้า SA-Chip ท่ีท าการตรึง porcine heparin แลว้ดูค่า 
Respond unit (RU) ท่ีเกิดข้ึนของแต่ละความเขม้ขน้ จากนั้นท าการ Regenerated ผิวหน้า 
SA-chip ด้วย 5M NaCl จากการทดลองพบว่า SG มีความสามารถในการขัดขวาง
ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบั porcine heparin แบบ Does-dependent  

 
จากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่าการออกฤทธ์ิของ SG ต่อการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน 

VP37 กบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้นั้นออกฤทธ์ิท่ีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ดงันั้นจาก
การทดลองน้ีอาจสรุปไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะใช ้Heparin เป็นโมเลกุลตวัรับ (receptor) ในการยึด
เกาะกบัเซลลก์ุง้ 

 
4.7 กำรตกผลกึโปรตีน VP37 

 นอกจากน้ีทางคณะผูว้ิจยัไดล้องท าการตกผลึกโปรตีน VP37 เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะ
ท าให้เกิดผลึกของโปรตีน VP37 โดยจะท าการหาบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต่อการเกิดผลึกของโปรตีน 
VP37 โดยใช้ Nextal Tubes Suites (QIAGEN) ภายใต ้parafilm oil มาท าการทดสอบ โดยจะท าการ
เติม 30 µl parafilm oil ใน oil crystallization plate จากนั้นท าการเติม 1 µl VP37 และ 1 µl crystallization 
buffer บน parafilm oil แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 oC ซ่ึงจากการทดลองพบว่ามีแนวโน้มท่ีโปรตีน 
VP37  ซ่ึงจากการทดสอบดว้ยบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆ พบว่าบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% 
(v/v) MPD, 0.02 M Ca Chloride)  สามารถเกิดการตึกผลึกของโปรตีน VP37 ได ้เม่ือเทียบกบัการตก
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ผลึกด้วยบัฟเฟอร์ C7 (2M Ammonium sulfate) และ D10 (0.1M HEPES, 0.8M Sodium phosphate, 
0.8M Potassium phosphate) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.21 

 
                  

  

 

 

รูปที ่4.21  ผลการหาบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกของโปรตีน VP37 ดว้ย Nextal Tubes Suites 
(QIAGEN) ภายใต ้parafilm oil โดยรูป A แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตกผลึก
ดว้ยบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) MPD, 0.02 M Ca Chloride) รูป B 
แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ C7 (2M Ammonium sulfate) 
และรูป C แสดงถึงผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตกผลึกดว้ยบฟัเฟอร์ D10 (0.1M 
HEPES, 0.8M Sodium phosphate, 0.8M Potassium phosphate) ตามล าดบั 

 

ดงันั้นจึงท าการน าบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) MPD, 0.02 M Ca Chloride) มา
ท าการตกผลึกโปรตีนอีกคร้ัง โดยเทียบกบับฟัเฟอร์ท่ีไม่มีการเติมโปรตีน VP37 เพื่อท าการยืนยนัว่า
ผลึกท่ีเกิดข้ึนนั้นเป็นผลึกของโปรตีน VP37 ซ่ึงจากการทดสอบพบว่าบฟัเฟอร์ท่ีไม่ได้ท าการเติม
โปรตีน VP37 นั้นไม่สามารถเกิดผลึกได ้(รูปท่ี 4.22A) และเม่ือน าผลึกท่ีไดไ้ปท าการทดสอบดว้ย
เทคนิค SDS-PAGE พบวา่มีขนาดประมาณ 34 kDa ซ่ึงเป็นขนาดของโปรตีน VP37 ท่ีท าการตดั fusion 
tag ออก ดงันั้นจากผลการท า SDS-PAGE สามารถยืนยนัไดว้่าผลึกโปรตีนท่ีเกิดข้ึนนั้นเป็นผลึกของ
โปรตีน VP37 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.22B ดงันั้นในการทดลองต่อไปจะท ายืนยนัผลึกท่ีเกิดข้ึนเป็นผลึก
ของโปรตีน VP37 ด้วยเทคนิค X-ray diffraction เพื่อดูลกัษณะของ Diffraction pattern ท่ีเกิดข้ึนดงั
แสดงในรูป 4.22C ซ่ึงสามารถอธิบายได้ว่า diffraction pattern ท่ีเกิดข้ึนเกิดจากผลึกของโปรตีน
เน่ืองจากลักษณะของ diffraction spot อยู่ใกล้กันบ่งช้ีได้ว่า unit cell มีขนาดใหญ่ ซ่ึงเกิดจากการ
รวมตวักนัของ macromolecule ของโปรตีน ซ่ึงจะส่งผลใหเ้ม่ือท าการยงิแสงซินโครตอนไปยงัผลึกจะ
ท าให้เกิดการกระจายตวัของ diffraction spot ท่ีอยูใ่กลชิ้ดกนั แต่ในขณะท่ีเป็นผลึกของเกลือจะท าให้

A B C 
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เกิด diffraction pattern ท่ีอยูห่่างกนัเน่ืองจากเกิดการรวมตวัของผลึกเกลือซ่ึงอยูใ่กลชิ้ดกนัจึงส่งผลให้
เม่ือท าการยงิแสงซินโครตรอนไปยงัผลึกจะท าใหเ้กิดการกระจายตวัของ diffraction spot 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.22 ผลการทดสอบผลึกของโปรตีน VP37 ท่ีตกผลึกไดด้ว้ยบฟัเฟอร์ B3 (0.1 M Na acetate pH 
4.6, 30% (v/v) MPD, 0.02 M Ca Chloride) โดยรูป A แสดงผลการทดสอบการตกผลึกของ
โปรตีน VP37 ด้วยบัฟเฟอร์  B3 (0.1 M Na acetate pH 4.6, 30% (v/v) MPD, 0.02 M Ca 
Chloride)  รูป B แสดงผลการทดสอบผลึกโปรตีนท่ีเกิดข้ึนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และรูป 
C การท า X-ray diffraction ของผลึกโปรตีน VP37 

 

ดงันั้นจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้่าเราสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตกผลึกของโปรตีน VP37 
ไดส้ าเร็จ ซ่ึงจากองคค์วามรู้น้ีสามารถน าไปท านายรูปร่าง และลกัษณะโครงสร้างของโปรตีน VP37 
ในเชิงลึกไดเ้พิ่มมากยิง่ข้ึน ซ่ึงจะช่วยใหเ้กิดความเขา้ใจอนัดีต่อโปรตีน VP37 เพิ่มมากยิง่ข้ึน 

A B 

C 
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บทที่ 5 สรุปผลกำรทดลอง 
 

5.1 กำรศึกษำปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง 

เน่ืองจากโปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มท่ีส าคญัของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีมีการ
รายงานความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลล์กุง้ได ้โดยงานวิจยัของ Q. H.- Liu และคณะ
ท าการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 ท่ีท าการผลิตในระบบ E.coli และท าบริสุทธ์ิด้วย
บฟัเฟอร์ท่ีมีส่วนผสมของ guanidine โดย guanidine จะท าหนา้ท่ีเป็นสารท าลายโครงสร้างและท าให้
เกิดการเสียสภาพ (denature) ของสารโมเลกุลใหญ่ ยกตวัอย่างเช่นโปรตีน และกรดนิวคลีอีก โดย
ท าลายท่ีพนัธะไฮโดรเจน (56) จากนั้นท าการ refolding โปรตีนโดยการลดความเขม้ขน้ของ guanidine 
แลว้น าโปรตีนท่ีไดไ้ปท าการทดสอบความสามารถในการจบักบั gill membrane protein ของกุง้ดว้ย
เทคนิค VOPBA จากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37 มีความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กับ                   
gill membrane protein ของกุง้ได ้แต่อยา่งไรกต็ามเม่ือพิจารณาถึงคุณภาพโปรตีนพบวา่ในขั้นตอนการ
ท าบริสุทธ์ิโปรตีน บฟัเฟอร์ท่ีน ามาใช้มีส่วนผสมของ guanidine แต่ถึงแมว้่าจะมีการท า refolding 
โปรตีนเพื่อใหโ้ปรตีนมีการจดัเรียงรูปร่างตามเดิมแต่ก็ยงัไม่มีหลกัฐานท่ีสามารถพิสูจน์หรือยนืยนัได้
ว่าโปรตีนท่ีผ่านการท า refolding สามารถฟอร์มรูปร่างโปรตีนท่ีถูกตอ้งได้ นอกจากน้ีถ้าท าการ
พิจารณาถึงเทคนิคท่ีใชใ้นการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั gill membrane  protein 
พบว่าเทคนิคท่ีทางผูว้ิจยัน ามาทดสอบอาจส่งผลกระทบต่อรูปร่างโปรตีนได ้เน่ืองจากในขั้นตอนการ
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค VOPBA มีขั้นตอนการท า SDS-PAGE ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีท าให้โปรตีนเกิดการ
คลายตวัเป็นเส้นตรง เน่ืองจากการท างานของสาร SDS ก่อนจะน าไปทดสอบกับ gill membrane 
protein ซ่ึงขั้นตอนการแยกขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ท าให้โปรตีนท่ีได้มีรูปร่างเป็น
เส้นตรงอาจส่งผลให้บริเวณท่ีอยูด่า้นในของโปรตีนคลายออกและมีโอกาสสัมผสักบั gill membrane 
protein ของกุง้ซ่ึงในสภาวะธรรมชาติท่ีโปรตีนมีการจดัเรียงรูปร่างอยา่งถูกตอ้งอาจจะไม่สามารถเกิด
ปฏิสัมพันธ์กับ gill membrane protein ของกุ้งได้ (9) นอกจากน้ียงัมีนักวิจัยอีกหลายกลุ่มสนใจ
ท าการศึกษาเก่ียวกบัปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลก์ุง้ แต่อยา่งไรก็ตามการทดลองก่อน
หน้าสามารถสรุปได้เป็นขอ้บ่งช้ีท่ีมีแนวโน้มความเป็นไปได้เท่านั้ น เน่ืองจากในขั้นตอนการท า
บริสุทธ์ิหรือเทคนิคท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบยงัคงสนบัสนุนให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีน (8 – 9, 
48 - 49) แต่อยา่งไรกต็ามในปี 2006 Liu Qing-hui และคณะไดท้ าการผลิตโปรตีน VP37 ในระบบยสีต ์
(Pichia Pastoris) และท าบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคท่ีไม่สนบัสนุนให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีน จากนั้น
น าโปรตีนท่ีท าบริสุทธ์ิได้มาท าการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กับเซลล์กุ ้งด้วย
เทคนิค ELISA และ Fluorescent microscopy พบว่าโปรตีน VP37 ท่ีผลิตในระบบยีสต์สามารถเกิด
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ปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ได ้(50) แต่อยา่งไรก็ตามถึงแมว้่าขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิโปรตีนรวมถึงเทคนิค
ท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบปฏิสัมพนัธ์จะไม่สนับสนุนให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีน แต่ยงัคงขาด
หลกัฐานการยนืยนัคุณภาพโปรตีนท่ีผลิตได ้ยกตวัอยา่งเช่น การตรวจสอบดว้ยเทคนิค Native-PAGE 
หรือเทคนิค Gel filtration ดงันั้นนางสาวอญัชุลี สาลีอาจ จึงสนใจท่ีจะท าการศึกษาความสามารถใน
การเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลก์ุง้ในสภาวะธรรมชาติโดยควบคุมคุณภาพโปรตีน
และท าการทดสอบด้วยเทคนิคท่ีไม่สนับสนุนให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพ โดยท าการทดสอบ
ปฏิสัมพนัธ์ดงักล่าวโดยการท าบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 ดว้ย Ni-NTA affinity chromatography โดยใช้
บฟัเฟอร์ท่ีไม่มีองคป์ระกอบท่ีสนบัสนุนใหโ้ปรตีนเกิดการเสียสภาพเช่น Guanidine หรือ Urea พบว่า
สามารถผลิตและท าบริสุทธ์ิโปรตีน VP37 ให้อยู่ในรูปละลายน ้ า (soluble protein) จากนั้นจึงท าการ
ตรวจสอบคุณภาพโปรตีนด้วยเทคนิค Gel filtration พบว่ากราฟ sensogram ท่ีได้มีลักษณะเป็น 
symmetric peak บ่งช้ีได้ว่าโปรตีนท่ีผลิตได้   มีรูปร่างแบบเดียวดังนั้นจากการตรวจสอบคุณภาพ
โปรตีนดว้ยเทคนิค Gel filtration บ่งช้ีไดว้่าผูว้ิจยัประสบความส าเร็จในการผลิตโปรตีน VP37 ให้อยู่
ในรูปธรรมชาติ และเม่ือน าโปรตีนท่ีผลิตได ้มาท าการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั
เซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค ELISA พบวา่โปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้
ได ้และนอกจากน้ีนางสาวอญัชุลี สาลีอาจ ไดท้  าการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน VP37 ในระดบัปฐม
ภูมิพบว่าโปรตีน VP37 สามารถแบ่งได้เป็น 3 ส่วน ได้แก่ส่วนท่ีเป็น N-terminal domain โดยจะ
ครอบคลุมตั้งแต่กรดอะมิโนท่ี 1 ถึงกรดอะมิโนท่ี 104 ส่วนท่ีสองไดแ้ก่ส่วนท่ีเรียกวา่ Flexible regions 
ซ่ึงจะรับผิดชอบตั้ งแต่กรดอะมิโนท่ี 105 ถึงกรดอะมิโนท่ี 123 และส่วนท่ีสามจะเรียกว่าส่วน                  
C-terminal domain จะรับผดิชอบตั้งแต่กรดอะมิโนท่ี 124 ถึงกรดอะมิโนท่ี 281 จากโครงสร้างปฐมภูมิ
ท าให้ผูว้ิจยัท าการศึกษาหาบริเวณท่ีส าคญัท่ีท าหนา้ท่ีรับผิดชอบต่อการยึดเกาะของโปรตีน VP37 กบั
เซลล์เม็ดเลือดกุ้ง โดยท าการตดัโปรตีน VP37 ออกเป็นส่วนต่างๆ (Truncate) แลว้น ามาทดสอบ
ความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค ELISA จากการทดลองพบวา่เม่ือ
ท าลายหรือมีการกระทบกบัส่วน C-terminal domain ของโปรตีน VP37 จะส่งผลให้ความสามารถใน
การเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั จากงานวิจยัน้ีบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 
อาจจะอาศยัส่วนท่ีเป็น C-terminal domain ในการยดึเกาะกบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ และจากผลการทดลอง
น้ียงัสามารถบ่งช้ีไดว้่าการจดัเรียงตวัของโปรตีน VP37 เพื่อท าการจดัต าแหน่งในการยดึเกาะกบัเซลล์
เม็ดเลือดกุง้ (haemocyte-binding site) จะเกิดการเรียงตวัโดยโปรตีน VP37 จะเกิดเป็นกอ้นโปรตีน 2 
กอ้นท่ีเช่ือมกนัดว้ยส่วนท่ีเรียกว่า Flexible region โดยโปรตีนกอ้นแรกเกิดจากส่วนท่ีเป็น N-terminal 
domain และโปรตีนก้อนท่ีสองเกิดจากส่วนท่ีเป็น C-terminal domain ดังนั้ นจากการทดลองของ
นางสาวอญัชุลี สาลีสรุปไดว้่าโปรตีน VP37 ท่ีเป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสตวัแดงดวงขาวท่ีมี
ความสามารถในการเกิดปฏิสัมพันธ์กับเซลล์กุ ้งได้ โดยปฏิสัมพันธ์ท่ีเกิดข้ึนอาศัยส่วนท่ีเป็น                     
C-terminal domain ในการรับผดิชอบต่อการยดึเกาะของโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ (52) 
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ต่อมาในปี 2013 Kanokpan และคณะ รายงานความสามารถของสารสกดั Sulfated galactans (SG) จาก
สาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) ต่อการขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้ของไวรัสตวัแดงดวงขาว 
(15) ต่อมาในปี 2014 Tawut และคณะรายงานปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั Sulfated 
galactans อาศยัหมู่ซลัเฟตเป็นองคป์ระกอบส าคญั และจากการทดสอบดว้ยเทคนิค Far-Western blot 
พบว่า SG มีความสามารถในการจบักบัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวไดห้ลายชนิด ยกตวัอยา่งเช่น 
VP26 และ VP28 ซ่ึงเป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุม้ของไวรัสตวัแดงดวงขาว (16) ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงสนใจ
ท่ีจะท าการศึกษาความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้
ดว้ย SG เน่ืองจากโปรตีน VP37 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสตวัแดงดวงขาวแต่จากรายงาน
ของ Tawut และคณะไม่มีการรายงานปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั SG ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่า
เทคนิคท่ีใชใ้นการทดสอบนั้นอาจท าให้โปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวเกิดการเสียสภาพและไม่
สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั SG ได ้ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงจะท าการทดสอบความสามารถในการขดัขวาง
ปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ย SG  โดยเร่ิมจากการผลิตโปรตีน VP37 ทั้ง
ในรูปแบบ Full length และ C-terminal domain ในระบบ E.coli และท าการตรวจสอบคุณภาพโปรตีน
ท่ีผลิตไดด้ว้ยเทคนิค Gel filtration รวมถึงการตรวจสอบความสามารถของโปรตีนท่ีผลิตไดใ้นการจบั
กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ดว้ยเทคนิค ELISA ซ่ึงจากการทดลองพบวา่โปรตีน VP37 ทั้งรูปแบบ Full length 
และ C-terminal domain ท่ีผลิตไดมี้ขนาด 48 kDa และ 33 kDa ตามล าดบั และเม่ือน าไปตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิค Gel filtration พบว่าปรากฎรูปแบบ sensogram ท่ีมีลกัษณะเป็น symmetric peak แสดงให้
เห็นว่าโปรตีนท่ีผลิตไดมี้รูปร่างในลกัษณะเดียว และมีความเสถียรในสารละลาย และเม่ือท าการ
ทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้พบว่าโปรตีน VP37 ท่ีผลิตไดย้งัคง
ความสามารถในการเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้ไดเ้ช่นเดียวกบัการทดลองของนางสาวอญัชุลี 
สาลีอาจ (52) ดงันั้นจากการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้่าโปรตีน VP37 ทั้งรูปแบบ Full length และ C-
terminal domain ท่ีผลิตไดมี้ความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลล์เม็ดเลือดกุง้ และสามารถ
น าไปใชใ้นการทดลองต่อไปได ้

5.2  กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรขัดขวำงปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กบัเซลล์เม็ด
เลือดกุ้งด้วย Sulfated galactans 

จากงานวิจัยของ Kanokpan และคณะพบว่าสารสกัด Sulfated galactans (SG) จากสาหร่าย            
สีแดง (Gracilaria fisheri) มีความสามารถในการขดัขวางการบุกรุกของไวรัสตวัแดงดวงขาว (15) 
ต่อมาในปี 2014 กลุ่มวิจยัของ Tawut และคณะรายงานว่าหมู่ซลัเฟตท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัของ SG 
ท าหน้าท่ีรับผิดชอบในการเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสตวัแดงดวงขาวกบั SG และนอกจากน้ียงั
รายงานว่า SG สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวไดห้ลายชนิดไดแ้ก่ VP24, 
VP26, VP28, VP31, VP39 จากการทดสอบด้วยเทคนิค Far-Western blot ซ่ึงจะเห็นได้ว่าโปรตีน 
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VP26 และ VP28 เป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสตวัแดงดวงขาวสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั SG 
ได ้(16) แต่อย่างไรก็ตามการทดสอบดว้ยเทคนิค Far-Western blot เป็นการทดสอบภายใตส้ภาวะท่ี
โปรตีนอาจเกิดการเสียสภาพได ้ดงันั้นจึงอาจเป็นไปไดว้่าโปรตีน VP37 ท่ีเป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุม้
ของไวรัสตวัแดงดวงขาวไม่สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั SG ไดเ้น่ืองจากโปรตีนเกิดการเสียสภาพท า
ให้ไม่สามารถตรวจสอบได้ด้วยเทคนิค Far-Western blot ดังนั้ นทางผูว้ิจัยจึงสนใจท่ีจะท าการ
ตรวจสอบความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ดว้ย 
SG โดยใช้เทคนิคท่ีไม่สนับสนุนให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพ ซ่ึงจากการทดลองพบว่า SG มี
ความสามารถในการขัดขวางปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน VP37 ทั้ งรูปแบบ Full length และ                         
C-terminal domain กบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ โดยความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์จะเพิ่มข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ของ SG ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงผลท่ีได้สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Kanokpan และคณะท่ี
รายงานว่า SG มีความสามารถในการขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้ของไวรัสตวัแดงดวงขาว โดย
ความสามารถในการขดัขวางจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของ SG ท่ีเพิ่มข้ึน (15) ดงันั้นผลการทดลองน้ี
บ่งช้ีไดว้า่การออกฤทธ์ิของ SG อาจจะเกิดจากการท่ี SG เขา้ไปเกิดปฏิสมัพนัธ์กบัโปรตีน VP37 ส่งผล
ให้ไวรัสตวัแดงดวงขาวไม่มีความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กับเซลล์กุ ้ง นอกจากน้ียงัพบว่า
ความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ของ SG ต่อโปรตีน VP37 รูปแบบ C-terminal domain มี
แนวโนม้ความสามารถในการขดัขวางเช่นเดียวกบัท่ีโปรตีน VP37 รูปแบบ Full length ซ่ึงจากผลการ
ทดลองน้ีสนบัสนุนการรายงานของนางสาวอญัชุลี สาลีอาจ ว่าส่วน C-terminal domain ของโปรตีน 
VP37 เป็นส่วนส าคญัท่ีใชใ้นการยดึเกาะกบัเซลลก์ุง้ (52) และยงัสนบัสนุนสมมุติฐานท่ีวา่ไวรัสอาจใช้
โปรตีน VP37 ในการยดึเกาะกบัเซลลก์ุง้ ดงันั้นจากการทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้า่สารสกดั SG จากสาหร่ายสี
แดง (Gracilaria fisheri) มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 ทั้งรูปแบบ 
Full length และ C-terminal domain กบัเซลลเ์ม็ดเลือดกุง้ ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่า SG จะเกิดปฏิสัมพนัธ์
กบัโปรตีน VP37 จากการทดลองบ่งช้ีไดว้่าไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจใชโ้ปรตีน VP37 ในการยึดเกาะ
กบัเซลลก์ุง้เพื่อก่อให้เกิดกระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลล ์จากสมมุติฐานดงักล่าวผูว้ิจยัจึงท าการยืนยนั
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับ SG ด้วยเทคนิค Native-PAGE พบว่าโปรตีน VP37 ทั้ งใน
รูปแบบ Full length และ C-terminal domain สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์ไดโ้ดยตรงกบั SG ซ่ึงสามารถ
เห็นไดจ้ากการเกิดแบนโปรตีนท่ีมีขนาดสูงข้ึนเม่ือท าการเปรียบเทียบกบัโปรตีน VP37 ท่ีไม่ไดบ่้มกบั 
SG จากการทดลองน้ีบ่งช้ีได้ว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กับ SG ได้ และสนับสนุน
สมมติฐานท่ีว่าการออกฤทธ์ิของ SG อาจจะมีเป้าหมายท่ีโปรตีน VP37 ดงันั้นผูว้ิจยัจึงท าการศึกษา
เพิ่มเติมพบว่าสารสกัดจากสาหร่ายหลายชนิดมีคุณสมบัติในการต่อต้านไวรัส ยกตัวอย่างเช่น                   
สารสกดั Fucoidans จากสาหร่ายสีน ้ าตาลในกลุ่ม Sargassum sp. พบว่ามีความสามารถในการต่อตา้น
เช้ือไวรัส เช่น สารสกดั Fucoidans จากสาหร่ายสีน ้ าตาล Undari pinnatifada มีความสามารถในการ
ต่อตา้น herpes simplex virus (60) หรือ Sargassum polycystum มีความสามารถในการต่อตา้นไวรัสตวั



73 
 

แดงดวงขาว (61) และสารสกัด Sulfated galactans จากสาหร่ายสีแดง Gracialaria tenuistipitatab              
มีความสามารถในการต่อต้านไวรัสในกุ้ง (62) ซ่ึงสารสกัดเหล่าน้ีจัดเป็นสารในกลุ่ม Sulfate 
polysaccharide (SP) ซ่ึงมีหมู่ซลัเฟตเป็นองคป์ระกอบส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการต่อตา้นการบุกรุกของ
ไวรัส และแบคทีเรีย  

5.3 โปรตีน VP37 สำมำรถจดจ ำสำรในกลุ่ม Heparin 

จากการทดลองก่อนหนา้บ่งช้ีไดว้า่สารสกดั SG จากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fishri) เป็นสารในกลุ่ม 
SP มีความสามารถในการขดัขวางปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือดกุง้                 จึง
เกิดสมมติฐานว่าบนผิวเซลล์กุง้อาจมีโมเลกุลท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบั SG (SG-like molecule) จึงท าให้
โปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั SG ไดแ้ละเม่ือท าการศึกษาเพิ่มเติมพบว่าในปี 2008 มีการ
รายงานการคน้พบ Heparin-like glycosaminoglycans ในกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) (20) ต่อมา
ในปี 2011  มีการรายงานการคน้พบ Haparan sulfate ในกุ้งแช่บ๋วย (Penaeus brasiliensis) (21) ซ่ึง 
Heparan sulfate หรือ Heparin เป็นสารท่ีถูกจดัอยู่ในกลุ่มของ SPs ดงันั้นจึงเกิดสมมติฐานว่าโปรตีน 
VP37 อาจเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin-like glycosaminoglycans ใช่หรือไม่ ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงท าการ
ทดสอบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งโปรตีน VP37 ในรูปแบบ Full length กบั Heparin ท่ีสกดัจากหมู เน่ืองจาก
ทางการคา้ไม่มี Heparin ท่ีสกดัจากกุง้และจากงานวิจยัของ Suely F. Chavante และคณะพบวา่ Heparin 
ท่ีสกดัจากกุง้มีความใกลเ้คียงกบั Heparin ท่ีท าการสกดัจากหมู (22) ดงันั้นผูว้ิจยัจึงเลือก Heparin ท่ี
สกดัจากหมูมาใชใ้นการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ดว้ยเทคนิค Native-
PAGE จากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37 มีแนวโนม้สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin ได ้สังเกต
ไดจ้ากความเขม้ของแบนโปรตีนท่ีค่อยๆลดลงตามความเขม้ขน้ของ Heparin ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจเป็นไป
ได้ว่าโปรตีน VP37 เกิดปฏิสัมพันธ์กับ Heparin แล้วท าให้เกิดเป็นสารประกอบ (VP37-heparin 
complex) ท่ีมีขนาดใหญ่และไม่สามารถเคล่ือนท่ีผา่นร่างแห acrylamide ได ้จึงท าใหเ้ห็นความเขม้ของ
แบนโปรตีนค่อยๆลดลงตามความเขม้ขน้ของ Heparin ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงสารประกอบ VP37-heparin 
complex ท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดจากการท่ีโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัหมู่ซลัเฟตของ Heparin 
โดยปฏิสัมพันธ์ ท่ี เ กิด ข้ึนน้ีอาจจะอาศัย  Heparin binding domain หรือการเกิด Charge-Charge 
interaction และเม่ือท าการเพิ่มความเขม้ขน้ของ Heparin ส่งผลให้มีหมู่ซัลเฟตเพิ่มมากข้ึนท าให้ 
Heparin สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีน VP37 ไดดี้ข้ึนส่งผลให้ความเขม้ของแบนโปรตีน VP37 
ค่อยๆลดลงตามล าดบั จากการทดลองน้ีสามารถบ่งช้ีไดว้่าโปรตีน VP37 มีความสามารถในการเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin ได ้และเม่ือท าการพิจารณาปฏิสัมพนัธ์ของไวรัสชนิดอ่ืนกบั Heparin หรือ
สารในกลุ่ม SPs พบว่าไวรัสหลายชนิดใช้สารในกลุ่ม SPs เป็นหน่ึงในโมเลกุลตัวรับท่ีช่วยให้
ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งไวรัสกบัเซลลเ์จา้บา้นมีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน หรือไวรัสบางชนิดใชส้ารในกลุ่ม  
SPs เป็นโมเลกุลตวัรับหลกัท่ีท าให้เกิดการยดึเกาะของไวรัสกบัเซลลเ์จา้บา้น ยกตวัอยา่งเช่น การราย
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ถึงบทบาทหน้าท่ีของ Heparin ต่อการเป็นโมเลกุลตวัรับของไวรัส Rift Valley Fever Virus, Human 
Parainfluenza, Yellow Fever Virus และ Dengue Virus เป็นตน้ (17 - 19) ดงันั้นในการทดลองต่อไป
จึงท าการยืนยนัปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin อีกคร้ังดว้ยเทคนิค Surface Plasmon 
Resonance (SPR) โดยจะท าการตรึง Heparin บนผิวหน้า SA chip และท าการฉีดโปรตีน VP37 
รูปแบบ Full length ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จากการทดลองพบว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์ 
Heparin ได ้โดยความสามารถในการจบัจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของโปรตีน VP37 ท่ีเพิ่มข้ึน และ
เม่ือท าการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองกับผลการทดลองท่ีควรจะเป็นทางคณิตศาสตร์ 
(Fitting) พบว่าค่าความสามารถในการจบั (binding affinity, KD) มีค่าเท่ากบั 1.0 µM และเม่ือท าการ
พิจารณาความสามารถในการจบั (binding affinity, KD) ดงันั้นจากขอ้มูลท่ีกล่าวมาขา้งตน้บ่งช้ีไดว้่า
โปรตีน VP37 ของไวรัสตวัแดงดวงขาวสามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้โดยอาจจะใช ้Heparin 
เป็น Co-receptor ท่ีท าหนา้ท่ีเหน่ียวน าใหไ้วรัสตวัแดงดวงขาวมีความใกลชิ้ดกบัเซลลเ์จา้บา้นเพิ่มมาก
ข้ึน เพื่อเหน่ียวน าใหโ้ปรตีนอ่ืนของไวรัสตวัแดงดวงขาวเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโมเลกุลตวัรับของโปรตีน
ชนิดนั้ น โดยปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน VP37 กับ Heparin อาจจะท าหน้าท่ีเป็นตัวเหน่ียวน า และ
สนบัสนุนใหเ้กิดการยดึเกาะกนัของไวรัสกบัเซลลก์ุง้  

5.4 ปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กับ Heparin ถูกขัดขวำงด้วย Sulfated 
galactans 

จากการทดสอบก่อนหน้าพบว่าปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับเซลล์เม็ดเลือดกุ้ง
สามารถถูกขดัขวางได้ด้วย SG และพบว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์ได้โดยตรงกับ                    
SG จึงอาจเป็นไปไดว้า่โปรตีน VP37 จะอาศยัโมเลกลุท่ีมีลกัษณะใกลเ้คียงกบั SG (SG-like molecule) 
เป็นโมเลกุลตวัรับ ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่บนผวิเซลลก์ุง้อาจมี SG-like molecule และเม่ือท าการศึกษา
ขอ้มูลเพิ่มเติมพบว่าบนผิวเซลลก์ุง้มีการรายงานการคน้พบสารในกลุ่ม SPs ซ่ึงไดแ้ก่ Heparan sulfate 
และ Heparin-like glycosaminoglycans และเม่ือท าการทดสอบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั 
Heparin ดว้ยเทคนิค SPR พบวา่โปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้ดงันั้นทางผูว้ิจยั
จึงเกิดสมมุติฐานว่าความสามารถในการขดัขวางปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบัเซลลเ์มด็เลือด
กุง้ดว้ย SG นั้นจะออกฤทธ์ิท่ีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ใช่หรือไม่ ดงันั้นผูว้ิจยั               
จึงท าการตรวจสอบสมมุติฐานน้ีในระดบัโมเลกุลโดยในการทดสอบจะอาศยัเทคนิค SPR โดยในการ
ทดลองจะน าโปรตีน VP37 มาท าการบ่มกบั SG ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆก่อนน าไปท าการฉีดผา่น SA chip 
ท่ีท าการตรึง Heparin บนผิวหนา้ จากการทดลองพบว่าเม่ือท าการเพิ่มความเขม้ขน้ของ SG ส่งผลให้
ความสามารถในการจบัของโปรตีน VP37 กบั Heparin ลดลงอย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงอาจบ่งช้ีไดว้่าการ
ออกฤทธ์ิของ SG อาจจะออกฤทธ์ิขดัขวางท่ีปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน VP37 กับ Heparin และเม่ือ
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ท าการศึกษาขอ้มูลเพิ่มเติมพบว่าการขดัขวางการเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสชนิดอ่ืนกบัสารในกลุ่ม 
SPs นั้นส่งผลต่อความสามารถในการยดึเกาะหรือบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัส ยกตวัอยา่งเช่นก าจดัสาร
ในกลุ่ม SPs โดยการใช้เอนไซม์ในการก าจดั หรือการใช้ Sodium Chlorate ในการรบกวนการเกิด 
Charge-Charge interaction ส่งผลให้ความสามารถในการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสลดลง ดงันั้นจาก
การทดลองน้ีบ่งช้ีไดว้า่โปรตีน VP37 อาจจะใช ้Heparin เป็นโมเลกุลท่ีตวัรับท่ีช่วยสนบัสนุนใหไ้วรัส
ตวัแดงดวงขาวบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้ โดยอาจจะเป็นไปไดว้่าโปรตีน VP37 เกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Heparin 
เพื่อเหน่ียวน าให้ไวรัสตวัแดงดวงขาวใกลชิ้ดกบัเซลลก์ุง้เพิ่มมากข้ึนเพื่อให้โปรตีนอ่ืนของไวรัสเกิด
การปฏิสัมพนัธ์กบัโมเลกุลตวัรับของโปรตีนชนิดอ่ืนไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ จากการคน้พบน้ีอาจ
น าไปสู่การพฒันาวิธีการป้องกนัการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตวัแดงดวงขาว โดยอาจจะท าการ
ออกแบบโมเลกุลขนาดเล็ก (small molecules) ท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบั SPs เพื่อน ามาใชใ้นการขดัขวาง    
การบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาว แต่อยา่งไรกต็ามการทดสอบน้ีเป็นเพียงจุดเร่ิมตน้ท่ีบ่งช้ี
ความเป็นไปไดว้่าโปรตีน VP37 อาจจะใช ้Heparin เป็นโมเลกุลตวัรับ แต่อยา่งไรก็ตามยงัไม่สามารถ
สรุปไดอ้ย่างแน่ชดัเน่ืองจากงานวิจยัน้ียงัคงตอ้งท าการศึกษาเพิ่มเติมเน่ืองจาก Heparin ท่ีใชใ้นการ
ทดสอบเป็นของหมู ดังนั้ นยงัคงเป็นส่ิงท่ีต้องการทดสอบต่อไปในอนาคตท่ีจะท าการทดสอบ
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ท่ีสกดัจากกุง้ รวมถึงอาจจะท าการผลิตแอนติบอด้ี                  
ท่ีจ  าเพาะต่อ Heparin หรือการใชเ้อนไซมท่ี์จ าเพาะต่อ Heparin มาท าการก าจดั Heparin บนผวิเซลลก์ุง้
เพื่อเป็นการยนืยนัปฏิสัมพนัธ์น้ีอีกคร้ังหน่ึง หรือการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน VP37 กบั Heparin 
อาศัยปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดจาก Heparin binding motif หรืออาจเกิดจาก Charge-Charge interaction ซ่ึง
อาจจะท าการศึกษาโดยการหา Heparin binding motif ในล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน VP37 หรือ
การขดัขวางการเกิด Charge-Charge interaction แต่อยา่งไรกต็ามจากการทดสอบในงานวิจยัน้ีสามารถ
บ่งช้ีไดว้า่โปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสมัพนัธ์กบั Heparin ได ้และปฏิสมัพนัธ์น้ีสามารถถูกขดัขวาง
ไดด้ว้ย SG  

5.5 ปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงโปรตีน VP37 กับ Heparin กับบทบำทหน้ำที่เกี่ยวข้องกับกำรติด
เช้ือไวรัสตวัแดงดวงขำวในกุ้ง 

กระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลลข์องไวรัสตวัแดงดวงขาวจะอาศยัการท างานของโปรตีนห่อหุ้ม ในการ
ยึดเกาะกับโมเลกุลตัวรับบนผิวเซลล์กุ ้งก่อนบุกรุกเขา้สู่เซลล์ด้วยกระบวนการเอนโดไซโทซิส 
(endocytosis) ซ่ึงในปัจจุบนัพบว่าไวรัสตวัแดงดวงขาวมีโปรตีนห่อหุ้มหลายชนิด ยกตวัอย่างเช่น 
โปรตีน VP28 ท่ีมีการรายงานวา่ใช ้PmRab7, Hsc70 และ FcLec3 เป็นโมเลกลุตวัรับในการบุกรุกเขา้สู่
เซลล์กุ ้ง (10 - 12) แต่อย่างไรก็ตามพบว่า PmRab7 เป็นโมเลกุลตวัรับท่ีเก่ียวขอ้งกับกระบวนการ
เปล่ียน early endosome เป็น late endosome ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวจะเกิดข้ึนเม่ือไวรัสท าการบุกรุก
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เขา้สู่เซลลก์ุง้แลว้ ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดว้่าไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจจะใชป้ฏิสัมพนัธ์อ่ืนร่วมดว้ย
ในการท าให้เกิดกระบวนการบุกรุกเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตวัแดงดวงขาว ต่อมาในปี 2002 Canhua 
Huang และคณะคน้พบโปรตีนห่อหุ้มชนิดใหม่ท่ีมีขนาด 37 kDa โดยเรียกโปรตีนห่อหุ้มน้ีว่าโปรตีน 
VP37 (45) ต่อมามีการศึกษาและรายงานว่าโปรตีน VP37 สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ได ้และ
โปรตีน VP37 อาจใช ้F1ATP synthase beta subunit หรือ Peritrophin-Like protein เป็นโมเลกุลตวัรับ 
(13 - 14) แต่จากการศึกษาก่อนหนา้ยงัไม่สามารถยืนยนัไดว้่าโปรตีน VP37 ใช ้F1ATP synthase beta 
subunit เป็นโมเลกุลตวัรับเน่ืองจากการทดสอบปฏิสัมพนัธ์น้ีเป็นการท าภายใตส้ภาวะท่ีโปรตีนเกิด
การเสียสภาพ (13) และ Peritrophin-Like protein เป็นการทดสอบโดยอาศยัเทคนิค yeast 2 hybride ซ่ึง
เทคนิคน้ีไม่ท าให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนแต่ยงัคงขาดหลกัฐานท่ีท าการยืนยนัคุณภาพโปรตีน
ก่อนน าไปทดสอบ (14) ดงันั้นจึงยงัไม่สามารถสรุปไดอ้ยา่งแน่ชดัว่าโปรตีน VP37 ใชโ้มเลกุลใดเป็น
โมเลกุลตวัรับ และในปี 2005 Wenlin Wu และคณะไดท้ าการทดสอบความส าคญัของโปรตีนห่อหุ้ม
ของไวรัสตวัแดงดวงขาวต่อการบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้ โดยท าการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน
ห่อหุ้มต่างๆของไวรัสตวัแดงดวงขาวแลว้น าไปบ่มกบัไวรัสตวัแดงดวงขาวก่อนฉีดเขา้กุง้และดูอตัรา
การตายท่ีเกิดข้ึน พบว่าไม่มีโปรตีนห่อหุม้ใดท่ีมีความสามารถในการขดัขวางการบุกรุกเขา้สู่เซลลก์ุง้
ได ้100% (49) ดงันั้นการทดลองน้ีจึงท าใหเ้กิดสมมุติฐานวา่ไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจใชโ้ปรตีนห่อหุม้
มากกว่า 1 ชนิดในการบุกรุกเขา้สู่เซลล์กุ ้ง  และเม่ือท าการพิจารณาถึงไวรัสชนิดอ่ืนพบว่า มีการ
รายงานของไวรัสหลายชนิดท่ีใชโ้มเลกุลตวัรับมากกว่า 1 ชนิด ยกตวัอยา่งเช่น Classical Swine Fever 
Virus (84) และนอกจากน้ีในปี 2009 Qing-Hui Liu และคณะพบว่าโปรตีนห่อหุ้ม VP37 สามารถเกิด
ปฏิสัมพนัธ์กบัโปรตีนห่อหุม้ VP26 และ VP28 ได ้(53) และต่อมาในปี 2010 Yun-Shiang Chang และ
คณะรายงานว่าโปรตีนของไวรัสตวัแดงดวงขาวสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กนัไดโ้ดยจะเรียกการเกิด
ปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนต่างๆน้ีว่า infectome (54) แต่อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนักย็งัไม่ทราบอยา่งแน่ชดั
ถึงบทบาทและหนา้ท่ีของการเกิด infectome แต่อาจเป็นไปไดว้่าการเกิดปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีนต่างๆ
ของไวรัสเกิดข้ึนเพื่อช่วยในการเกิดกระบวนการต่างๆของไวรัส โดย infectome สามารถแบ่งได้
ออกเป็น 2 กลุ่มตามความสามารถในการจบักบั Chitin ไดแ้ก่กลุ่มท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Chitin 
ไดแ้ละกลุ่มโปรตีนท่ีไม่สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบั Chitin โดยโปรตีนทั้ง 2 กลุ่มน้ีจะเช่ือมกนัดว้ย
โปรตีน VP24 ท่ีท าหนา้ท่ีเป็นแกนกลางของการเกิด infectome (55) จากงานวิจยัน้ีพบวา่โปรตีน VP37 
สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์ไดก้บั Heparin โดยมีค่าความสามารถในการจบั (binding affinity, Kd) อยู่ท่ี 
1.0 µM และยงัสามารถพบ Heparin-like glycosaminoglycans ไดใ้นกุง้ ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่โปรตีน 
VP37 จะท าหนา้ท่ีในการเหน่ียวน าให้ไวรัสตวัแดงดวงขาวเคล่ือนท่ีเขา้ใกลเ้ซลลก์ุง้เพิ่มมากข้ึน เพื่อ
สนบัสนุนให้ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนอ่ืนของไวรัสกบัโมเลกุลตวัรับจ าเพาะตวัท่ี 2 เกิดข้ึนอยา่งมี
ประสิทธิภาพ ยกตวัอยา่งเช่นกลไกการบุกรุกของ Classical swine fever virus โดยกลไกในการบุกรุก
ของไวรัสชนิดน้ีขั้นแรกจะท าการจบักบั Heparin ก่อนเพื่อเหน่ียวน าใหไ้วรัสสามารถเขา้ใกลก้บัเซลล์
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เจา้บา้นไดเ้พิ่มข้ึน จากนั้นจะเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโมเลกุลตวัรับ CD46 เพื่อใหไ้วรัสบุกรุกเขา้สู่เซลลไ์ด ้
จากรายงานวิจยัน้ีผูว้ิจยับ่งช้ีว่า Classical swine fever virus ใช้ Heparin เป็น Co-receptor ท่ีท าหน้าท่ี
เหน่ียวน าหรือสนับสนุนให้ไวรัสบุกรุกเขา้สู่เซลลไ์ด ้(85) ซ่ึงในกรณีของไวรัสตวัแดงดวงขาวอาจ
เป็นได้ว่าจะเป็นไวรัสตัวแดงดวงขาวอาศัยปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับ Heparin เพื่อ
เหน่ียวน าให้ไวรัสอยู่ใกลก้บัเซลล์กุง้เพื่อสนับสนุนให้เกิดปฏิสัมพนัธ์ของโปรตีน VP24 กบั chitin 
เพื่อเกิดกระบวนการเอนโดไซโทซิสเขา้สู่เซลล์ จากนั้ นโปรตีน VP28 จะท างานโดยการจับกับ 
PmRab7 เพื่อเปล่ียนแปลงกระบวนการจาก early endosome ไปสู่ late endosome เม่ือไวรัสตวัแดงดวง
ขาวเขา้สู่ late endosome แลว้ก็อาจจะเกิดการท างานของโปรตีน VP26 ซ่ึงท าหน้าท่ีเป็น matrix-like 
linker protein ระหว่างโปรตีนห่อหุ้มและนิวคลีโอแคพซิดส่งผลให้ไวรัสตวัแดงดวงขาวสามารถ
ปลดปล่อยสารพนัธุกรรมเขา้สู่นิวเคลียสของกุ้งเพื่อท าการเพิ่มจ านวนต่อไปได้ ดังนั้นจากความ
เป็นไปได้น้ีอาจบ่งช้ีได้ว่าปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีน VP37 กับ Heparin เป็นปฏิสัมพนัธ์ท่ีส าคญั
เน่ืองจากเป็นปฏิสัมพนัธ์แรกท่ีท าให้ไวรัสสามารถยึดเกาะกบัหรือเคล่ือนท่ีเขา้ใกลเ้ซลลก์ุง้ได ้ดงันั้น
หากเราทราบว่าโมเลกุลตวัรับท่ีสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กับโปรตีน VP37 นั้นมีลกัษณะแบบใดก็
สามารถท่ีจะพฒันาหรือออกแบบยา หรือโมเลกุลขนาดเลก็ท่ีมีลกัษณะใกลเ้คียงมาใชเ้ป็นตวัขดัขวาง
ปฏิสมัพนัธ์นั้นได ้ซ่ึงอาจจะส่งผลใหค้วามสามารถในการบุกรุกเขา้สู่เซลลล์ดลง 

ดงันั้นจากการวิจยัน้ีสามารถท่ีจะสรุปไดว้่าโปรตีน VP37 ซ่ึงเป็นหน่ึงในโปรตีนห่อหุ้มของไวรัสท่ีมี
ความสามารถในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลก์ุง้ไดน้ั้นสามารถถูกขดัขวางไดด้ว้ย SG ซ่ึงเป็นสารสกดั
จากสาหร่ายสีแดง (Gracilaria fisheri) โดยการออกฤทธ์ิของ SG อาจจะออกฤทธ์ิท่ีปฏิสัมพนัธ์
ระหว่างโปรตีน VP37 กบั Heparin ดงันั้นงานวิจยัน้ีอาจบ่งช้ีไดว้่าโมเลกุลบนผิวเซลลก์ุง้ท่ีอาจจะท า
หน้าท่ีเป็นโมเลกุลตวัรับให้กบัโปรตีน VP37 คือ Heparin ท่ีเป็นสารในกลุ่ม SPs จากองค์ความรู้น้ี
อาจจะน าไปสู่แนวทางการคิดคน้ และพฒันาโมเลกุลท่ีมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัสารในกลุ่ม SPs เพื่อ
น ามาใชใ้นการป้องกนัและยบัย ั้งการระบาดของไวรัสตวัแดงดวงขาวต่อไป 
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A B S T R A C T

Viral envelope proteins play an important role in facilitating the attachment of viruses to the surface of host cells.
Here, we investigated the binding of White Spot Syndrome Virus (WSSV) VP37 to haemocytes of whiteleg
shrimp, Litopenaeus vannamei. Three versions of recombinant VP37 proteins, including full length VP37 (VP37(1-
281)), C-terminal domain VP37 (VP37(111-281)) and C-terminal domain disrupted VP37 (VP37(1-250)) were in-
dividually expressed and tested for their haemocytes binding ability. Through an ELISA-based binding assay, we
found that VP37(111-281) bound to shrimp haemocytes in a similar way to VP37(1-281), while VP37(1-250) exhibited
a significantly weaker binding. This suggests that the C-terminal domain of VP37 is required for the binding of
VP37 to shrimp haemocytes. Furthermore, we found that the binding of VP37 to shrimp haemocytes was im-
paired by pre-incubation of VP37 with sulfated galactan (SG), a sulfated polysaccharide derived from red sea-
weed (Gracilaria fisheri). Previously, it has been shown that a type of sulfated polysaccharide, heparin, is also
present in L. vannamei. To investigate the role of heparin as a receptor for VP37, the binding of VP37 to porcine
heparin, whose structure is similar to that found in L.vannamei, was investigated in a Surface Plasmon Resonance
(SPR) system. The results showed that VP37 bound strongly to heparin with binding affinity (KD) of 1.0 μM and
the binding was significantly blocked by SG. These findings have lead us to propose that the attachment of WSSV
might be mediated by the interaction between VP37 and a heparin-like molecule presented on the shrimp cells.

1. Introduction

White spot syndrome virus (WSSV) is a closed circular double-
stranded DNA virus, which belongs to the genus Whispovirus, family
Nimaviridae [1]. The virus is recognized as one of the major threats to
the aquaculture shrimp industry [2]. Shrimp infected with WSSV can
result in up to 100% cumulative mortality within 3–10 days. Until now,
no effective therapeutic treatment for WSSV has been introduced to the
shrimp aquaculture industry due to a limited understanding of disease
pathogenesis.

Viral attachment to host cells is the most critical step for infection
which relates to several envelope proteins of WSSV virions such as
VP28, VP26 and VP37 (or VP281) [3–7]. The VP37 gene contains 843
nucleotides, encoding 281 amino acids with a molecular weight of
31 ± 5 kDa [6]. VP37 has been reported in several studies as an en-
velope protein that binds to shrimp cells [5–10]. Neutralization of

WSSV using an anti-VP37 antibody resulted in a decrease in the binding
level of the virus to shrimp cells and reduced the mortality rate in ex-
perimentally infected shrimp [7]. Moreover, pre-incubation of shrimp
haemocytes with VP37 reduced WSSV infection in the haemocytes [8].
All of this evidence supports the view that the attachment of WSSV on
the shrimp cells might be facilitated by VP37. However, the mechanism
underlying the interaction between VP37 and its receptor is still un-
clear. So far, through viral overlay protein binding assay and yeast two-
hybrid assay, F1ATP synthase beta subunit [9] and peritrophin-like
protein [11] have been reported, respectively, as a potential shrimp
receptor responsible for binding to VP37. Weather these two molecules
are really a receptor for VP37 is yet to be confirmed by a more direct
protein binding assay.

Various natural bioactive compounds possess antiviral activities,
especially the group of compounds which contain sulfated poly-
saccharides (SPs) [12]. Fucoidan isolated from a genus of brown
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macroalgae, Sargassum sp., showed antiviral activities. For instance,
crude fucoidan extracted from Sargassum polycystum inhibited WSSV
infection in shrimp [13] while the extract from brown algae, Undaria
pinnatifida inhibited herpes simplex virus infection [14]. Sulfated ga-
lactan (SG) is a compound derived from red seaweed. It is an anionic
polysaccharide whose linear backbone consists of alternating 3-linked
β-D-galactopyranose and 4 linked 3,6 anhydrogalactose units with
partial 6-O-methylate-β-D-galactopyranose [15]. The extract from Gra-
cilaria tenuistipitata showed antiviral activity against WSSV in shrimp
[16]. Kanokpan et al. also reported that oral SG administration could
reduce mortality in experimentally WSSV-infected shrimp and protect
against viral infection in shrimp haemocytes [15,17]. Interestingly, the
ability of SG to protect WSSV infection in shrimp haemocytes depends
on the degree of sulfation in SG [17]. In the same study, several
structural proteins of WSSV including VP24, VP26, VP28, VP31, and
VP39 were seen to interact with SG [17]. Since the binding assay of SG
to WSSV proteins reported in an earlier study carried out by Far-Wes-
tern blot, it is possible that VP37 as well as other WSSV envelope
proteins might have been denatured and that the denatured proteins
cannot bind to SG.

Heparin is a highly sulfated glycosaminoglycans (GAGs), having a
repeating disaccharide unit of N-acetylated or N-Sulfated hexosamine
and uronic acid or galactose [18], and has been reported to act as a
receptor for several viruses including Rift Valley Fever Virus [19],
Human Parainfluenza Virus [20], Yellow Fever Virus and Dengue Virus
[21]. The interaction between heparin and these viruses relies largely
on the sulfate groups in heparin molecules. Interestingly, previous
studies have found heparin also presented in shrimp [22–24]. The main
objective of this study is to investigate the interaction between VP37
and shrimp haemocytes with an attempt to understand the role of he-
parin as a binding target for VP37. The data presented in this study may
assist in providing a better understanding of the attachment of WSSV on
the surface of shrimp cells.

2. Material and method

2.1. Construction of rVP37 plasmids

The secondary structure of VP37 was predicted using JPred server
[25]. Structural predictions suggest that VP37 might contain two do-
mains linked together through a flexible region (Fig. 1). Thus, in order
to identify the domain of VP37 that is required for interaction with
shrimp haemocytes, this study expressed different truncated versions of
VP37 proteins for in vitro assays. Primers used in this study (Table 1)
were designed based on the complete gene sequence of VP37 (accession
no. AF411634) in the GenBank database. These primers targeted for
VP37-full length, VP37(1-281), (843 bp), VP37-C-terminal domain,
VP37(111-281), (513 bp) and VP37-C-terminal domain disrupted, VP37(1-
250), (750bp). PCR amplifications were performed using the designed
primers and genomic DNA of WSSV was used as a template. Each PCR
reaction contains 25 μl of 100 ng of WSSV template, 0.2 μM of each
primer, 0.2mM of dNTP mix, and 0.5 U of Taq DNA polymerase
(Stratagene, CA, USA) in 1× PCR reaction buffer. The PCR conditions
were 94 °C for 5min; 25 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, 72 °C for
1min, and a final extension at 72 °C for 10min. PCR products were
purified using DNA purification kit (Geneaid, New Taipei City, Taiwan).
The purified PCR products were digested with BamHI and XhoI prior to
ligation into pET15b vector which had been modified to contain bac-
terial thioredoxin and TEV cleavage encoding sequence placed up-
stream of the multicloning site. Successful in-frame insertion in the
recombinant vectors was confirmed by DNA sequencing analysis.

2.2. Expression and purification of rVP37

The pET15b-thioredoxin expression vectors contained either
VP37(1-281), VP37(111-281) or VP37(1-250) encoding sequence in-frame

with the thioredoxin and TEV cleavage were transformed into E. coli
strain BL21. The cells were grown in 2xYT broth medium at 37 °C for
3–4 h with shaking at 200 rpm until OD600 reached 0.5 and then IPTG
was added to the final concentration of 1.0 mM and continued in-
cubation at 20 °C overnight. The bacterial cells were harvested by brief
centrifugation at 6200×g for 10min, resuspended in lysis buffer
(20mM Tris pH 8.0, 300mM NaCl, 10mM Imidazole, 0.5% Triton X-
100) and lysed by sonication. The lysed cells were centrifuged at
14,500× g for 20min and purified by affinity chromatography using
Ni-NTA (nickel–nitrilotriacetic acid) sepharose (Qiagen, Hilden,
Germany). The supernatant was loaded into Ni-NTA affinity column,
washed with lysis buffer and eluted with buffer (20mM Tris pH 8.0,
150mM NaCl, 250mM imidazole). After elution, the protein was buffer
exchanged into phosphate buffer saline (PBS) by PD10 Desalting col-
umns (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), having Sephadex G-25 as a
media. The protein was further purified by using a gel filtration column
Superdex 200 16/60 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), having PBS as
a running buffer, and concentrated to a desirable concentration. VP37(1-
281) without thioredoxin was prepared by adding 1mg of TEV protease
per 5mg of VP37(1-281) and incubated at 4 °C for overnight. The TEV
cleaved protein was passed through a Ni-NTA affinity column and
concentrated using Amicon Ultra centrifugal filter device (10,000 Da
molecular weight cutoff). The protein was further purified using a gel
filtration column Superdex 200 16/60 (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) and equilibrated into HBS buffer (10mM HEPES, 150mM
NaCl, 50 μM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.05% Tween 20, pH
7.4).

2.3. SDS-PAGE and western blot

Three versions of purified VP37 proteins were individually analyzed
by SDS-PAGE prior to transferring to the PVDF membrane. The mem-
brane was then incubated with blocking buffer (5% skim milk in PBS) at
4 °C overnight. Following a washing with PBST (PBS + 0.05% Tween
20), the membrane was incubated with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-His antibody (1: 4000 in PBS) for 1.30 h at room
temperature. The membrane was then washed twice with PBST. The
detection signal was developed by ECL substrate (Biorad, CA, USA) and
photographed under ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden).

2.4. Binding assay of VP37 with shrimp haemocytes using ELISA

Whiteleg shrimps (n=20; body weight 10 g) obtained from a
commercial farm in Samut Songkharm province, Thailand, provided by
Charoen Pokphand Foods PCL, were used for haemocytes collection in
this study. After anesthesia using cold ice, haemolymph was collected
from the heart of each shrimp using a syringe containing 500 μl of an
anticoagulant solution (450mM NaCl, 10mM KCl, 10mM EDTA,
10mM HEPES, pH 7.2). The collected haemolymph was centrifuged
and haemocytes re-suspended into 2xL15 (Leibovitz 15, Invitrogen, CA,
USA) medium. A 96-wells plate (Nunc MaxiSorp® flat-bottom,
Invitrogen, CA, USA) was coated with shrimp haemocytes as follows:
100 μl of haemocytes (equivalent 2× 106 cells, counted by hemocyt-
ometer) was added to each well. After 2 h of incubation, the wells were
washed twice with 2xL15 and blocked with 5% BSA in 2xL15 at 27 °C
for 16 h. VP37(1-281) were added at different concentrations (0.05, 0.2
and 0.5mg/ml) with triplicates, incubated at 4 °C for 4 h and washed
three times with 2xL15. Then, anti-His antibody (1:4000 in PBS) was
added to all wells (100 μl/well) and incubated for 2 h. The plate was
washed again with 2xL15 (three times) and 100 μl of HRP-conjugated
anti-His antibody (1: 4000 in PBS) was added to each well and in-
cubated for 2 h. Following washing three times with 2xL15, 100 μl
3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB, PanReac AppliChem, Darmstadt,
Germany) substrate was added to all wells. The reaction was terminated
after 5min in the dark at room temperature by adding 100 μl of
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0.1MH2SO4 to each well, and the absorbance was read immediately at
650 nm using a microplate reader (Biorad, CA, USA). Similarly, in vitro
binding assay of truncated VP37 proteins (VP37(111-281) and VP37(1-
250)) and shrimp haemocytes were performed in the same manner as
mentioned above. However, only an optimized concentration of soluble
truncated VP37 proteins (0.2 mg/ml) was used for 96-wells plate
coating.

2.5. Inhibitory assay

To investigate the inhibitory effect of SG on the binding of VP37 to
shrimp haemocytes, VP37(1-281) and VP37(111-281) were adjusted to the
same concentration (0.2 mg/ml) and individually incubated with two
different concentrations (0.1 and 1mg/ml) of SG, which had been
prepared by the method previously described [15], at 4 °C for 4 h (de-
signated as VP37-SG). The inhibitory assay was performed in tripli-
cates. Prior to the inhibition assay, shrimp haemocytes were prepared
and coated as described above. After blocking with 5% BSA in PBS at
4 °C for 16 h, each well was incubated with different mixtures of VP37-
SG at 4 °C for 4 h, washed with PBS twice before adding HRP-con-
jugated anti-His antibody (1:4000 in PBS) and incubated for 2 h. Fol-
lowing a washing with PBS, 100 μl TMB substrate was added to all

wells. The reaction was stopped after 5min in the dark at room tem-
perature by adding 100 μl of 0.1MH2SO4 to each well, and the absor-
bance was read immediately at 650 nm using a microplate reader
(Biorad, CA, USA).

2.6. Surface plasmon resonance analysis

We used Surface plasmon resonance (SPR) to investigate the inter-
action between VP37(1-281) with heparin from porcine intestinal mucosa
(H3393, Sigma, Saint Louis, USA). SPR measurement was performed on
Biacore T200 instrument with a constant flow rate of 5 μl/min. Heparin
was dissolved in 20mM Sodium phosphate (pH 7.4) and 150mM NaCl
to 5mg/ml. One milliliter of heparin solution was incubated with 25 μl
of 50 mM biotin-hydrazide (Thermo scientific, Waltham, USA) and
15 μl of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (100mg/ml) for 2 h at
25 °C. The heparin was then dialyzed overnight into 20mM Sodium
phosphate (pH 7.4) and 150mM NaCl and 100 μl injected over flow cell
2 of a streptavidin-coated SA chip (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
until the response increased 200 RU. Flow cell 1 was left as a control
surface.

Channel 1 and 2 of a streptavidin-coated SA chip (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) were equilibrated with HBS buffer before injection of

Fig. 1. Schematic diagram of secondary structure of VP37 predicted by JPred server [25]. VP37 is predicted to contain two domains, N-terminal and C-terminal
domain linked together through a flexible linkage. The N-terminal domain of VP37 is started from Met1- Leu104 and C-terminal domain is started from Glu124 to
Thr281.

Table 1
Primers used in this study.

Construct name Nucleotide sequence (5′-3′) Annealing temperature (°C) Size of amplicon

VP37-Full length F/CGGGATCCGCGGTAAACTTGGATAATGTTCT
R/CCGCTCGAGTTATGTCCAACAATTTAAAAAGAAGTAGATGA

55 843 bp

VP37-C terminal domain (111–281) F/CGGGATCCGCGGTAAACTTGGATAATGTTCT
R/CCGCTCGAGTTATTGTTTGGGTATTAAAAAACCATATTTACCTTC

55 513 bp

VP37-C terminal domain disrupted (1–250) F/CGGGATCCGCCGATTTTTTACTGGACCGAA
R/CCGCTCGAGTTATGTCCAACAATTTAAAAAGAAGTAGATGA

55 750 bp

Underlined and bold typefaces represent restriction sites.
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TEV-cleaved VP37(1-281). The level of specific binding was obtained
from a subtraction of the response from channel 2 from that of channel
1. After each injection, both channels were regenerated with a 20 μl/
min of 5M NaCl. This procedure led to recovery of the original baseline
and regenerated a heparin surface that could bind reproducibly to
subsequent injections of VP37(1-281). The binding data were analyzed
using the BIAevaluation software (version 2.0) to determine the binding
affinity. To investigate the inhibitory effect of SG on the interaction
between VP37 and heparin, SG was dissolved in HBS buffer to different
concentrations (0, 0.8, 1.6, and 3.2 μM) pre-incubated with 100 nM of
VP37(1-281) for 1 h at room temperature before Biacore measurements
were taken as described above.

2.7. Kinetics analysis of sensogram data

As the molecular mass of porcine heparin is not homogenous, the
sensogram data was fitted by using a heterogeneous ligand binding
model.

+ ⇄ + ⇄A B AB A B AB1 1 2 2.
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where A=VP37 concentration, B= porcine heparin concentration.
Two sets of Ka and Kd (the association and dissociation rate constants)
describe the binding of VP37 to heparins of different sizes. The rate
constant set of lower Kd value was used to calculate the possible highest
affinity using the equation below.
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where:

Req=Response unit at equilibrium state
C = Concentration of VP37
Rmax = (Molecular weight of VP37/Molecular weight heparin) x
immobilized ligand level.
KA = Ka/Kd

KD = Binding affinity (1/KA)

2.8. Statistical analysis

The binding assay using ELISA-based technique was performed in
triplicate (n = 3). The data are presented as mean ± standard de-
viation (SD) of three experiments. The differences among the values
were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey's multiple test and statistical significance established by (*)
P < 0.05. Normality of the data in these experiments were confirmed
by Shapiro -Wilk test where p-Value is higher than 0.05. Since the data
was taken for triplicate experiments, continuity analysis was omitted.

3. Results

3.1. Expression and purification of VP37 proteins

Based on the secondary structural analysis in JPred sever [25],
VP37 was predicted to consist of an N-terminal domain liked with C-
terminal domain through a long flexible region (Fig. 1). In accordance
with this, the nucleotide sequence encoding for VP37(1-281), VP37(111-
281) and VP37(1-250), that represented full length, C-terminal domain
VP37 and C-terminal domain disrupted VP37 respectively, were sepa-
rately cloned into a pET15b-thioredoxin vector. SDS-PAGE analysis of
the protein fractions, eluted from Gel filtration chromatography cor-
responding to the peaks at 76ml, 83ml and 80ml for VP37(1-281),
VP37(111-281) or VP37(1-250) respectively (Fig. 2A), revealed that VP37(1-
281), VP37(111-281) or VP37(1-250) were successfully expressed as a so-
luble form with a molecular weight of approximately 48, 34 and
47 kDa, respectively (Fig. 2B). Western blot was performed following

separation of 48, 34 and 47 kDa proteins by gel filtration. The result
revealed that anti-His antibody could react with these protein bands
(Fig. 2C), confirming successful VP37 proteins expression and pur-
ification. In addition, major symmetric peaks observed from gel filtra-
tions of the three VP37 proteins indicated high degree of uniformity in
the conformation of these proteins (Fig. 2A). We also made the con-
struct encoding for N-terminal domain (residue 1–104) alone. Un-
fortunately, the N-terminal domain was expressed in an insoluble form.
The fact that the C-terminal domain disrupted VP37, which contained
the complete region of N-terminal domain and part of C-terminal do-
main, expressed effectively in soluble form suggested that the region
from residue 124–250 of C-terminal domain might have the function of
helping to stabilize the structure of N-terminal domain so that it be-
comes more stable in a solution.

3.2. C-terminal domain of VP37 is required for the binding to shrimp
haemocytes

We investigated the interaction of the obtained VP37 proteins and
shrimp haemocytes by using ELISA assay. The binding levels were
presented by OD650 value (Fig. 3). The results clearly showed that the
full length version of VP37 can bind to shrimp haemocytes at all three
tested recombinant protein concentrations (0.05, 0.2 and 0.5mg/ml)
while control group using thioredoxin resulted in no interaction
(Fig. 3A). The highest OD650 value (0.14 ± 0.02) was observed at the
latter protein concentration used while lowest OD650 value
(∼0.07 ± 0.01) obtained from 0.05mg/ml of protein concentration.
Thus, 0.2mg/ml was chosen as an optimized concentration for a later
ELISA assay using three different versions of VP37 proteins. The similar
interaction level was observed in both VP37(1-281) and VP37(111-281)
(OD650 ∼ 0.11 ± 0.02) while a significantly lower binding level was
observed with VP37(1-250) (OD650= 0.05 ± 0.01). These results sug-
gest that the binding of VP37 to shrimp haemocytes requires the C-
terminal domain. No interaction was observed in the negative control
using thioredoxin (Fig. 3B).

3.3. The binding of VP37 to shrimp haemocytes is inhibited by sulfated
galactan

Kanokpan et al. observed sulfated galactan (SG) extracted from red
seaweed reduced the mortality of shrimp in WSSV infection [15]. How
SG prevents WSSV infection in shrimp is still unclear. In this experi-
ment, we investigated whether SG can inhibit the binding of VP37 to
shrimp haemocytes by pre-incubating VP37 with SG of different con-
centrations. We found that when VP37(1-281) and VP37(111-281) were
individually pre-incubated with SG at different concentrations (0.1 and
1mg/ml) prior to performing the interaction assay, the binding level of
both tested recombinant VP37 proteins reduced significantly. Interest-
ingly, both VP37(1-281) and VP37(111-281) showed a similar inhibitory
profile, suggesting that the C-terminal domain might responsible for
haemocytes binding. No interaction was observed in all control groups
using thioredoxin (Fig. 4).

3.4. The interaction between VP37 and heparin

Several studies have demonstrated that heparin plays a role in viral
infection by serving as a receptor for attachment. Interestingly, heparin
has been identified in whiteleg shrimps [22,24]. Since the binding of
VP37 to shrimp haemocytes can be blocked by SG, we suspected that
VP37 might be able to recognize sulfated polysaccharide as its binding
target and possibly it might use heparin presented on the surface of
shrimp cells to serve as its receptor. In this experiment, we tested the
binding of VP37 to porcine heparin, whose structure was reportedly
similar to those found in shrimps [24]. We used Surface plasmon re-
sonance (SPR) to investigate the ability of VP37(1-281) to bind to a he-
parin-coated SA chip. Here, we passed different concentrations of
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rVP37(1-281) over a heparin-coated surface, measuring the binding and
dissociation of the protein from the chip. As shown in Fig. 5A, the
binding of VP37(1-281) to the heparin chip, expressed as response unit
(RU), increased with increases in concentration of VP37. The data was
fitted to the heterogeneous ligand model.

In the ELISA assay, SG was seen to be able to inhibit the binding
between VP37 and shrimp haemocytes. We then used SPR to investigate
whether or not SG can also inhibit the binding of VP37 to heparin. In
doing so, VP37(1-281) at a concentration of 100 nM was pre-incubated
with different concentrations of SG before the binding to a heparin-
coated SA chip was assessed. While VP37(1-281) alone showed the
highest binding signal of 75 RU, the binding signal produced from the

SG-pre-incubated VP37(1-281) decreased with the increases in con-
centration of SG (Fig. 5B). Our results clearly demonstrated that VP37
can interact with heparin and that the interaction between VP37 and
heparin can be blocked by SG.

4. Discussion

Binding of envelope proteins on the surface of shrimp cells is critical
for WSSV infection [4,5,8,9,26]. Understanding of the protein interac-
tion between shrimp and virus might uncover the disease pathogenesis
for the development of effective intervention controls. In case of WSSV,
several structural proteins such as VP28 and VP37 are believed to be

Fig. 2. (A) Gel-filtration analysis of VP37(1-281), VP37(111-281) and VP37(1-250). (B) SDS-PAGE analysis of the purified VP37 proteins. (C) Western blot analysis of VP37
proteins. The proteins were detected by anti-His antibody.

Fig. 3. The binding of VP37 to shrimp haemocytes was determined by ELISA assay. (A) Different concentrations of VP37(1-281) was tested for shrimp haemocytes
binding. (B) Comparison of the shrimp haemocytes binding observed in VP37(1-281), VP37(111-281), and VP37(1-250) at 0.2 mg/ml. This experiment was performed in
triplicate (n = 3). The data are presented as mean ± standard deviation (SD) of three separate experiments. The differences among the values were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's multiple test and statistical significance established by (*) P < 0.05.
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important for facilitating the virus during attachment onto the shrimp
cells [3,7,8]. For VP37, it has been identified as an envelope protein of
WSSV in 2002 [6] and later studies have revealed that VP37 is involved
in the attachment of WSSV virions to the shrimp cells [5,7–9]. Char-
acterization of VP37 suggested the protein used F1ATP synthase beta
subunit (BP53) as a receptor [27]. However, the purification of VP37
and BP53 involved the use of guanidine to solubilize the proteins.
Hence, whether or not the denatured proteins, especially BP53, suc-
cessfully refolded back to its native form is still in doubt. In this study,
we successfully expressed and purified three versions of VP37 proteins,
full-length VP37 (VP37(1-281)), C-terminal domain of VP37 (VP37(111-
281)) and C-terminal domain disruption of VP37 (VP37(1-250)) in a so-
luble from in E. coli without having to denature the proteins. These
VP37 proteins enabled us to investigate the region of VP37 that is im-
portant for interacting with shrimp haemocytes. According to our re-
sults, we can confirm that VP37 is capable of binding to shrimp hae-
mocytes, which is consistent with the observation in a previous study
[10]. We also showed that C-terminal domain of VP37 is an important
region for binding to shrimp haemocytes. Disruption of the C-terminal
domain resulted in weaker haemocytes binding of VP37 (Fig. 3B). VP37
was reported previously to interact with other envelope proteins in-
cluding VP26 and VP28 [28]. Since VP37 does not have transmembrane
helix, in order to be able to present on the viral envelope, it is possible
that VP37 might interact with either VP26 or VP28 through its N-
terminal domain to form a protein complex, or infectome [29,30],

having the C-terminal domain protruding outward allowing it to bind to
shrimp haemocytes.

Interestingly, we found that the binding of VP37 to shrimp hae-
mocytes can be inhibited by SG from red seaweed. This is consistent
with the report by Kanokpan et al. (2014) that WSSV infection in
shrimp can also be prevented by SG [15]. These observations reflect the
fact that VP37 might be able to recognize SG as its binding partner and
that the binding of VP37 to shrimp haemocytes might target a molecule
whose structure is related to SG. SG is a highly sulfated polysaccharide
having galactose as a major repeating unit [15]. Recently, heparin, a
highly sulfated polysaccharide, was also found in shrimp [22–24]. This
raised the question whether heparin on the surface of shrimp cells
served as receptor for WSSV. When we tested VP37 for binding to
porcine heparin, whose 1H NMR structural profile is similar to that
found in shrimp [24], in SPR, VP37 was shown to actively bind to
porcine heparin with the KD of 1.0 μM. This clearly indicated that VP37
can interact with heparin. Based on our results, we have speculated that
heparin might serve as a receptor for WSSV and the binding of VP37 to
heparin might be important for WSSV infection. Previous studies re-
ported on the therapeutic effect of SG in preventing WSSV infection
[15]. The same group also showed that the binding of WSSV to SG was
largely dependent on the sulfate groups found on SG molecules [17].
We then proposed that SG reduces WSSV infection in shrimps by in-
terfering the binding of VP37 to a sulfated molecule found in shrimp
such as heparin. This view was confirmed when we saw that SG

Fig. 4. The inhibitory effect of SG on the binding of
VP37 proteins to shrimp haemocytes. VP37(1-281) and
VP37(111-281) were individually pre-incubated with
SG of different concentrations prior to subjected to
binding assay. Thioredoxin served as a negative
control. This experiment was performed in triplicate
(n=3). The data are presented as mean ± standard
deviation (SD) of three separate experiments.

Fig. 5. The binding of VP37(1-281) to heparin-coated SA chip on Surface plasmon resonance system. (A) Porcine heparin was coupled to the surface of a SA chip, and
the binding was measured, and expressed as response unit (RU), after the injection of 20 nM, 40 nM and 70 nM of VP37(1-281) through the chip surface. The
experimental data (lines) were fitted to the simulated data (dashed lines) based on heterogeneous ligand model. The KD of the VP37 binding to heparin is 1.0 μM. (B)
Inhibitory experiment was performed by pre-incubating 100 nM VP37(1-281) with different concentrations of SG before the assessment of binding to a heparin.
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effectively inhibited the binding of VP37 to heparin on SPR. As seen in
some viruses [31–33], it is possible that heparin-like molecules on the
surface of shrimp cells might play a role as coreceptor responsible for
recruitment of WSSV on the shrimp cells and therefore facilitate the
secondary interaction of adjacent molecules with higher binding affi-
nity to their receptors. Especially since VP37 was reported to be able to
interact with VP26 and VP28 [28], these envelope proteins might come
together to form a higher structure so called infectome [29,30], pos-
sibly having VP37 for interacting with heparin-like molecules as a
primary interaction that guides the virus into the shrimp cells by fa-
cilitating secondary interaction possibly performed by either VP26 or
VP28.

In summary, our data suggest that VP37 uses its C-terminal domain
in order to bind with shrimp haemocytes. Having seen that VP37 can
interact with heparin, and the binding of VP37 to both shrimp hae-
mocytes and heparin can be inhibited by SG, we propose that VP37
utilizes heparin-like molecules as an attachment molecule. Notably, the
inhibitory assay on SPR developed in this study might open the way for
screening natural compounds that can prevent WSSV infection by tar-
geting the interaction between VP37 and heparin.
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