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บทคัดย่อ 
การเล้ียงกุง้ทะเลเป็นเป็นอุตสาหกรรมการเกษตรท่ีสร้างรายไดใ้หก้บัประเทศท่ีมีมูลค่าสูงอนัดบัตน้ๆ

ของไทย แต่การเล้ียงกุง้ทะเลโดยเฉพาะกุง้กุลาด าไม่สามารถขยายก าลงัการผลิตใหม้ากข้ึนได ้ทั้งๆ ท่ีเกษตรกรมี
ศกัยภาพท่ีดีท่ีจะด าเนินการได ้ทั้งน้ีเน่ืองจากประสพปัญหาโรคระบาดในกุง้กุลาด าอยา่งหนกั การแกไ้ขท าไดไ้ม่
เตม็ท่ีเน่ืองจาก ความรู้พื้นฐานท่ีเก่ียวกบักุง้กุลาด ามีอยูอ่ยา่งจ ากดั โดยเฉพาะในเร่ืองท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ภูมิคุม้กนัซ่ึงมีความส าคญัต่อความทนทานต่อโรคร้ายท่ีมาคุกคาม ในงานวจิยัน้ีจึงไดท้  าการศึกษาในระดบั
โมเลกุลของ lectin ในกุง้กุลาด า โดยเนน้ไปท่ี lectin ท่ีเป็น sialic acid binding protein ซ่ึงในการศึกษาเบ้ืองตน้
พบวา่ในกุง้กุลาด ามี monodin ซ่ึงเป็น lectin ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีเป็น
สาเหตุของโรคในกุง้กุลาด าได ้ โดยการวจิยัจะเร่ิมจากการแยกสกดั  sialic acid binding protein จาก 
haemolymph ของกุง้กุลาด า โดยใช ้ fetuin agarose column chromatography ไดโ้ปรตีนท่ีมีคุณสมบติั 
haemagglutinating activity และเม่ือแยกดว้ย SDS-PAGE พบวา่ประกอบไปดว้ย peptide หลายขนาด ตั้งแต่ 23.7 
ถึง 60 kDa จากนั้นจึงน า peptide 3 ช้ินท่ีขนาด 31.2, 26.3, และ 23.7 kDa ไปท าการหาล าดบักรดอะมิโนท่ีบริเวณ 
N-terminal ดว้ยเทคนิค automated Edman degradation เม่ือน าผลกรดอะมิโนท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัล าดบั
กรดอะมิโนท่ีบริเวณ N-terminal ของโปรตีนท่ีมีรายงานใน database ดว้ยวธีิ BLAST พบวา่ peptide ทั้ง 3 ช้ินไม่
มีความคลา้ยคลึงกบั lectin หรือโปรตีนอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานมาก่อน จากนั้นท าการออกแบบ degenerate primer จาก 
peptide ทั้งสามเพื่อน าไปท าปฏิกิริยา PCR เพื่อหาล าดบันิวคลิโอไทดข์องยนีท่ีควบคุม peptide ทั้งสาม ผลท่ีได้
คือมีผลผลิต DNA เกิดข้ึนหลายขนาดในแต่ละ primer combination และแต่ละเน้ือเยือ่ของกุง้แต่ผลจากการ 
BLAST พบวา่ DNA ท่ีไดย้งัไม่ใช่ส่วนหน่ึงของยนีท่ีควบคุม peptide ทั้งสาม นอกจากน้ีไดส้ร้าง cDNA library 
จาก haemocyte ของกุง้กุลาด าโดยใช ้ λgt11 phage และผลิต polyclonal antibody ท่ีจ  าเพาะกบั sialic acid 
binding protein ท่ีสกดัไดแ้ละใช ้ antibody น้ีในการ probe หา phage จาก library ท่ีสร้างข้ึน แต่ผลท่ีไดไ้ม่
ประสบความส าเร็จอาจจะเน่ืองจากยนีเป้าหมายอาจมีขนาดใหญ่หรือไม่สามารถผลิตโปรตีนไดอ้ยา่งเหมาะสม
ใน λgt11 phage ผลท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีจะเป็นแนวทางในการหาล าดบันิวคลิโอไทดข์องยนีท่ีควบคุมการ
สร้าง sialic acid binding lectin ในกุง้กุลาด าน้ีต่อไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract  
Shrimp culture is one of the top agricultural industries in Thailand. It creates high economic value for 

the country. However, shrimp farming has not achieved its full production potential due to a number of 
problems. The most important one is a pandemic disease that causes a massive loss of shrimp production in 
Thailand and many countries in the region. This problem cannot be solved easily since the basic knowledge 
on the immunity or defense mechanisms of the shrimp that are important for confronting with pathogenic 
invasion are still limit.  This study focused on the determination and characterization of lectin, sialic acid 
binding lectin in particular, in the molecular level. Earlier report indicated the existence of sialic acid binding 
lectin, named monodin, in P.monodon and it contained agglutination activity that was crucial for the growth 
inhibition of shrimp pathogens.  This study was conducted on the isolation and identification of sialic acid 
binding protein in the haemolyph of P.monodon using fetuin agarose column chromatography.  The result was 
purified protein that contained high haemagglutination activity. After ASDS-PAGE analysis, it revealed a 
number of peptides ranging from 23.7 to 60 kDa. Three of these peptides at the sizes of 31.2, 26.3, and 23.7 
kDa were subjected to peptide sequencing using automated Edman degradation. The obtained N-terminal 
sequences were then compared to other reported sequences using BLAST analysis. The result revealed no 
match on the sequences of all 3 peptides with any of the peptide sequences in database. Furthermore, various 
pairs of degenerate primers were designed from the peptide sequences and PCRs were conducted in order to 
amplify partial fragments of the genes encoding these target peptides. These also provided negative results on 
the sequences. cDNA library was constructed from haemocyte of the shrimp and polyclonal antibody against 
the purified sialic acid binding protein was also produced. After probing the library with the antibody, the 
results also revealed no positive phage. These unsuccessful attempts were probably due to the possible large 
size of the encoding genes which made it so difficult to amplify the gene using PCR and the target protein 
might not be easily produced in λgt11 phage. Finally, the results from this study will be valuable for further 
investigation and determination on sialic acid binding protein in P.monodon and other penaeid shrimp. 
 
 
 
 
 
 
 
 



เนือ้หางานวจัิย 
บทน า  

ปัจจุบนัระบบภูมิคุม้กนัของ invertebrate ไดรั้บความสนใจมากข้ึนโดยเฉพาะในสัตวจ์  าพวก marine 
invertebrate ซ่ึงตอ้งอาศยัอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มท่ีเตม็ไปดว้ยส่ิงคุกคามจากภายนอกจ านวนมาก อยา่งไรก็ตาม
ร่างกายของสัตวเ์หล่าน้ีมีระบบภูมิคุม้กนัภายในร่างกายท่ีมีประสิทธิภาพมากเพียงพอท่ีจะก าจดัส่ิง
แปลกปลอมท่ีสามารถล่วงล ้าผา่นโครงสร้างทางกายภาพภายนอก (exoskeleton) เขา้ไปสู่ร่างกายได ้จากการ
ศึกษาวจิยัพบวา่ระบบภูมิคุม้กนัของ invertebrate สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ ระบบภูมิคุม้กนั
ของเซลลเ์มด็เลือด (cellular response) และระบบภูมิคุม้กนัจากน ้าเลือด (humoral defense) โดยทั้ง 2 ระบบมี
การท างานท่ีค่อนขา้งแตกต่างจากระบบภูมิคุม้กนัใน vertebrate ทัว่ไป ประการแรกคือ เซลลเ์มด็เลือดท่ีท า
หนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัภูมิคุม้กนัยงัไม่สามารถแยกประเภทไดช้ดัเจน นอกจากน้ีไม่ปรากฏวา่มีการสร้าง 
antibody เหมือนอยา่งท่ีพบในสัตวช์ั้นสูงอีกดว้ย อยา่งไรก็ตาม invertebrate ก็มีสารหลายอยา่งในระบบเลือด
ท่ีท าหนา้ท่ีคลา้ยคลึงกนัมาทดแทน เช่น lysins, agglutinins, lymphokine-like substances และ anti-microbial 
factors สารเหล่าน้ีมีคุณสมบติัท่ีแตกต่างจาก immunoglobulins ท่ีพบใน vertebrates แต่หนา้ท่ีท่ีแทจ้ริงของ
สารแต่ละชนิดดงักล่าวยงัไม่มีการพิสูจน์ท่ีแน่ชดัออกมาเน่ืองจากมีความแตกต่างกนัค่อนขา้งมากใน 
invertebrates แต่ละชนิด  
 

Lectins คือโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนท่ีไม่ใช่ enzyme และ ไม่ใช่ immune แต่มีลกัษณะพิเศษคือ
สามารถสร้างพนัธะแบบท่ีไม่ใช่ covalent bond กบัสารประกอบพวก carbohydrates ได ้เร่ิมมีการคน้พบและ
ศึกษาในพืชก่อน ต่อมาก็มีการคน้พบในส่ิงมีชีวติอยา่งอ่ืนเพิ่มมากข้ึนทั้งในสัตวแ์ละ microorganisms ใน 
lectin แต่ละชนิดจะมีคุณสมบติัเฉพาะในการจบักบั carbohydrate ท่ีแตกต่างกนัออกไป คุณสมบติัท่ีส าคญัน้ี
จึงท าให ้ lectin มีความสามารถในการ agglutinate เซลลเ์มด็เลือดของสัตวมี์กระดูกสันหลงั, bacteria และ 
malignant cells ตลอดจนการตกตะกอนสารท่ีมีองคป์ระกอบของ carbohydrate เช่น glycoproteins และ 
glycolipids ปฏิกิริยาเหล่าน้ีจะถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยน า้้ตาลซ่ึงมีลกัษณะโครงสร้างแบบเดียวกนัหรือคลา้ยกนักบั
โครงสร้างของ carbohydrates ท่ี lectin นั้นๆ มีความเฉพาะเจาะจงดว้ย (Lis and Sharon, 1986) นอกจากน้ียงั
พบวา่ lectin ยงัมีหนา้ท่ีเป็นตวักลางในการจดจ าของเซลล ์ ในกระบวนการท่ีเกิดข้ึนในส่ิงมีชีวติในหลายๆ 
ระบบ (Sharon and Lis, 1989 ; Sharon and Lis, 1993  and Lasky, 1992) ความสามารถในการจบักบั 
carbohydrate ชนิดเดียวกนัถึงแมจ้ะไม่แตกต่างกนัมากนกัในการเกิดปฏิกิริยาใน lectin แต่โครงสร้างทาง
โมเลกุลของ lectin จะมีความแตกต่างกนัไดซ่ึ้งคุณสมบติัหลายประการไดถู้กน ามาใชใ้นการจ าแนกประเภท
ของ lectin เช่น ความจ าเพาะต่อชนิดของ carbohydrate, รูปแบบในการเกิดปฏิกิริยาตกตะกอน, ต าแหน่งท่ี
พบในเซลล,์ ลกัษณะทางกายภาพ, และความตอ้งการ metal co-factors (Drickamer, 1994) ในสัตวท์ั้ง 
vertebrates และ  invertebrates ไดรั้บความสนใจอยา่งมากเน่ืองจากหนา้ท่ีส าคญัท่ีมีในเซลลข์องส่ิงมีชีวติ
เหล่านั้น มีการแบ่งออกไดเ้ป็น 2 พวกใหญ่ๆ คือ lectin ท่ีอยูบ่น membrane (integral membrane lectins) และ 



lectin ท่ีเป็นสารละลาย (soluble lectins) (Lis and Sharon, 1986) lectins ใน invertebrates ไดรั้บการยอมรับ
วา่มีความส าคญักบัระบบภูมิคุม้กนัซ่ึงคลา้ยคลึงกบั immunoglobulins ใน vertebrates มีการคน้พบและไดรั้บ
การแยกสกดัจาก marine invertebrates หลายชนิดรวมทั้ง giant clams (Baldo et al., 1978), sea urchin (Giga 
et al., 1987), acorn barnacle (Muramoto and Kamiya, 1990), และ tunicate (Suzuki et al., 1990) lectin ท่ีอยู่
บน membrane ของเซลลใ์นสัตวน์ั้นมีความเช่ือวา่เป็น mediator ระหวา่งเซลลแ์ละไกลโคโปรตีน โดยท่ี 
soluble lectin จะมีหนา้ท่ีในการจบักบัสารประกอบ carbohydrate บนผวิสัมผสัของเซลล ์ (Barondes, 1984) 
นอกจากน้ียงัมีหลกัฐานท่ีแสดงวา่ lectin ใน haemolymph มีคุณสมบติัคลา้ยกบั opsonins (Renwrantz and 
Stahmer, 1983; Chu, 1988) 

 
Agglutinins เป็นช่ือท่ีใชเ้รียก lectin ชนิดท่ีมีคุณสมบติัในการจบัและตกตะกอน (agglutinate) ส่ิง

แปลกปลอมจากภายนอกร่างกายหลายประเภทไดแ้ก่ bacteria, protozoans, lymphocytes และ metazoan 
parasites (Pistole, 1982a; Ingram et al., 1983; Cohen, 1980; Lackie, 1981) คุณสมบติัของ agglutinin ใน
การจบัและตกตะกอน เซลลเ์มด็เลือดแดงของ vertebrate ไดรั้บการยอมรับและถูกใชเ้ป็นวธีิหลกัใน
การศึกษา agglutinin ใน invertebrate จึงท าใหบ้างคร้ังถูกเรียกวา่ haemagglutinin คุณสมบติัของ agglutinins 
ใน invertebrate ท่ีแตกต่างจาก immunoglobulins ใน vertebrates คือ agglutinins จะมีความจดจ าและมี
ปฏิกิริยาท่ีเฉพาะกบั carbohydrates หรือสารประกอบ carbohydrates (carbohydrate specific recognition)
เท่านั้น สัตวพ์วก invertebrates ในแต่ละชนิดอาจมี agglutinin ไดห้ลายชนิดและแต่ละชนิดอาจมีปฏิกิริยา
เฉพาะกบั carbohydrates ท่ีต่างกนัดว้ย อยา่งไรก็ตาม agglutinin ท่ีมีทั้งหมดไม่จ  าเป็นตอ้งเป็นสารท่ีเป็นส่วน
หน่ึงของระบบภูมิคุม้กนั (opsonic factor) เสมอไป agglutinins ส่วนใหญ่จะมีความจ าเป็นท่ีตอ้งใช ้Ca2+ เป็น
ส่วนประกอบส าคญัในการท าปฏิกิริยา จากการศึกษาไม่พบวา่ haemagglutinins จะสามารถถูกกระตุน้ดว้ย 
antigen ไดเ้ช่นเดียวกบัท่ีเกิดข้ึนกบั immunoglobulin 

 
ระบบภูมิคุม้กนัใน Decapod crustaceans โดยเฉพาะในกลุ่ม Penaeid ไดรั้บความสนใจเพิ่มมากข้ึน 

และเม่ือกล่าวถึงระบบท่ีเก่ียวกบัการจดจ า (recognition system) ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัของระบบภูมิคุม้กนั 
lectins จะไดรั้บความสนใจและมีการศึกษากนัมากกวา่โปรตีนชนิดอ่ืนท่ีพบในกระแสเลือด มีการแยกสกดั
ตลอดจนศึกษาลกัษณะพิเศษของ lectin ในเลือดของกุง้ทะเลหลายชนิดและมีคุณสมบติัในการจบัเกาะกบั 
carbohydrates ท่ีแตกต่างกนัไป  lectin ท่ีพบใน Brown shrimp, (Penaeus californiensis) เป็น 
Lipopolysaccharide-binding proteins โดยมีความสามารถในการจบักบั lipopolysaccharide ท่ีพบอยูบ่ริเวณ
ผวิดา้นนอกของ bacteria หลายชนิด (Vargas-Albores et al., 1993) lectin อีกชนิดหน่ึงท่ีมีการศึกษากนัมาก
คือ β-1,3-glycan binding protein ซ่ึงมีคุณสมบติัในการจบักบั -1,3-glycan ท่ีพบใน Fungi ไดดี้ (Duvic 
and Soderhall, 1992; Cerenius et al., 1994; และ Vargas-Albores et al., 1997) ในเลือดของ giant tiger 
prawn (Penaeus monodon) พบวา่มี sialic acid-specific lectin (monodin) ซ่ึงมีความสามารถในการจบัและ



ตกตะกอน Vibrio vulnificus ซ่ึงเป็น bacteria ท่ีท าใหเ้กิดโรคและพบไดม้ากในกุง้กุลาด า (Ratanapo and 
Chulavatnatol, 1990; 1992)  

 
การศึกษาเก่ียวกบั lectin ในแง่ท่ีมีความส าคญัต่อระบบภูมิคุม้กนัไดรั้บความสนใจเพิ่มข้ึนทุกขณะ มี

การแยกและสกดัในกุง้ทะเลหลายชนิด (Alpuche et al., 2005;  Ma et al., 2007;  Liu et al., 2007;  Sun et al., 

2008;  Zhao et al., 2008;  Zhang et al., 2009a;  Wang et al., 2009a;  Xu et al., 2010;  Song et al., 2010; 

และ Rattanaporn, et al., 2010) โดยพบวา่มีคุณลกัษณะท่ีหลากหลายแตกต่างกนัออกไปแลว้แต่ชนิดของ

สัตวท่ี์ใชใ้นการวจิยั จึงเป็นเร่ืองท่ีน่าสนใจมากท่ีในสัตวท่ี์ต่างชนิดกนัมี lectin ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของระบบ

ภูมิคุม้กนัท่ีมีคุณสมบติัแตกต่างกนัหลายชนิดและมีความสามารถในการต่อตา้นกบัส่ิงแปลกปลอมไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพ อยา่งไรก็ตามการศึกษาถึงหนา้ท่ีท่ีแทจ้ริงยงัไม่ไดรั้บการพิสูจน์อยา่งถ่องแทร้วมทั้งความรู้ใน

ระดบัอณูชีววทิยาของ lectin ในกุง้ทะเลโดยเฉพาะชนิดท่ีมีในประเทศไทยยงัมีอยูอ่ยา่งจ ากดั ดงันั้นความรู้ท่ี

ไดจ้ากการศึกษาในระดบัอณูชีววทิยารวมทั้งการตรวจหาเน้ือเยื่อหรือเซลลท่ี์มีหนา้ท่ีในการสร้าง lectin จึงมี

ประโยชน์อยา่งมากในการศึกษากลไกและหนา้ท่ีของ lectin ในกุง้ทะเลและ invertebrates อ่ืนๆ ดว้ย  

สาร Monodin เป็น sialic acid-specific lectin ชนิดหน่ึงท่ีพบไดใ้นเลือดของกุง้กุลาด าและมี

คุณสมบติัท่ีส าคญัเช่นเดียวกบั lectin ท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัท่ีพบในเลือดของ invertebrate 

ชนิดอ่ืนๆ อีกหลายชนิด (Ratanapo และ Chulavalnatol 1990)  ดงันั้นจึงท าใหเ้ช่ือไดว้า่ monodin จะเป็น

ปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อระบบป้องกนัตวัของกุง้กุลาด า อยา่งไรก็ตามขอ้มูลการวจิยัในระดบั molecule 

ตลอดจนหนา้ท่ีหรือกลไกการท างานของ lectin เหล่าน้ียงัมีอยูอ่ยา่งจ ากดั นอกจากน้ีการศึกษาวจิยัเก่ียวกบั 

lectin ชนิดน้ีในกุง้ทะเลชนิดอ่ืนๆ ท่ีพบไดใ้นประเทศไทยนอกเหนือจากกุง้กุลาด านั้นยงัไม่มีรายงาน ดงันั้น

ความรู้ท่ีไดจ้ากการศึกษาลกัษณะทางอณูชีววทิยาและกลไกการท างานของ lectin ในกุง้ทะเลในการวจิยัน้ี 

จะสามารถอธิบายถึงกลไกการท างานของ lectin ได ้ และจะมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการศึกษาวจิยัเก่ียวกบั

ระบบภูมิคุม้กนัตลอดจนกลไกการจดจ าและแยกแยะระหวา่งส่ิงท่ีเป็นตวัเองกบัส่ิงแปลกปลอมภายนอกของ

กุง้ทะเล ตลอดจนเปรียบเทียบความสามารถในการต่อตา้นโรคท่ีเกิดข้ึนกบักุง้ทะเลชนิดต่างๆ เพื่อใชใ้นการ

พฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลต่อไป 

 
 
 
 



วตัถุประสงค์ 
1.  เพื่อศึกษา Monodin และ sialic acid specific lectin จากเลือดของกุง้กุลาด า  
2. เพื่อตรวจหาเน้ือเยื่อหรืออวยัวะท่ีท าหนา้ท่ีในการสังเคราะห์ sialic acid specific lectin ในกุง้ทะเล 
3. เพื่อหาล าดบั nucleotide ของ lectin gene จาก cDNA library ท่ีสร้างข้ึนโดยใช ้mRNA จากเน้ือเยือ่ท่ีมีการ
สังเคราะห์ lectin ในกุง้กุลาด า 
4. เพื่อเปรียบเทียบคุณลกัษณะท่ีส าคญัทางอณูชีววทิยาของ lectin ในระหวา่งกุง้ทะเลชนิดต่างๆ  
 
วธีิการทดลอง  
1. เกบ็ตัวอย่างกุ้งกุลาด า 

ท าการเก็บเลือดกุง้จากตวัอยา่งกุง้ท่ีมีขนาดประมาณ 20-30 กรัมจากฟาร์มเล้ียงกุง้ในจงัหวดัราชบุรี
และชลบุรี ตวัอยา่งเลือดของกุง้ถูกเก็บโดยใชเ้ขม็และหลอดฉีดยาดูดเลือดจากแอ่งเลือดบริเวณขาเดินคู่
สุดทา้ย เลือดกุง้ท่ีไดจ้ะถูกผสมกบัสารป้องกนัการแขง็ตวั (10% sodium citrate, pH 7.0) ในอตัราส่วน 3 : 1 
จากนั้นท าการแยกน ้าเลือดออกจากเมด็เลือดดว้ยวธีิ centrifugation  โดยใชค้วามเร็ว 5000 rpm ท่ี 4C เป็น
เวลา 5 นาที เก็บ supernatant ไวท่ี้อุณหภูมิ -20C หรือใชใ้นส่วนของการทดลองอ่ืนต่อไป ส่วน pellet จะ
น าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวเพื่อเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -70C เพื่อท าการสกดั RNA ต่อไป  
2. การแยกสกดั sialic acid binding lectin จากเลอืดของกุ้งกุลาด า 
 น า serum ของกุง้ท่ีเก็บไดม้าผา่นขั้นตอน dialysis เพื่อก าจดั anticoagulant ออกไปโดย dialyse 
เลือดของกุง้ใน TBS buffer จากนั้นจึงน าเลือดกุง้ท่ีไดไ้ปผา่นขั้นตอน affinity chromatography โดยใช ้
fetuin-agarose column เพื่อแยก sialic acid binding protein ออกจากส่วนอ่ืนของ serum ตามวธีิของ 
Ratanapo and Chulavatanatol (1990) โดยน า serum ท่ีเตรียมได ้(150 mL) มาผา่น fetuin-agarose column (5 
mL) ซ่ึงไดรั้บการ equilibrate ดว้ย TBS (50mM Tris-HCl, pH 7.5, 300mM NaCl และ 10mM CaCl2) และ
ตามดว้ย TBS จนไม่มีโปรตีนออกมาจากคอลมัน์แลว้ จากนั้น lectin ซ่ึงเกาะกบั medium ใน column จะถูก 
elute ออกมาโดยใช ้TBS ซ่ึงมีส่วนผสมของ 20mM EDTA หรือ 20 mM N-acetyl-galactosamine (GalNAc) 
ท่ี flow rate เท่ากบั 0.2 mL/min จากนั้นท าการเก็บ fraction ของตวัอยา่งทั้งก่อนและหลงั elution (fraction 
size = 1 mL) แลว้น า eluant ท่ีไดไ้ปวดัค่า absorbabnce ท่ี 280 nm เพื่อตรวจสอบปริมาณโปรตีน นอกจากน้ี
ไดท้  าการตรวจวดัตวัอยา่งโปรตีนดว้ยวธีิ Protein assay ของ Bradford (1975) และ SDS-PAGE (Laemmli, 
1970) ตามล าดบั 
 
3. การท า haemagglutination assay ของ sialic acid binding lectin ทีส่กดัได้จากกุ้งกุลาด า 

การทดสอบ haemagglutination activity ท าโดยการน า protein fraction ท่ี elute ไดจ้าก fetuin-
agarose column และผา่นการท า dialysis เพื่อก าจดั EDTA ออกแลว้ (50 µL) มาผสมกบั TBS เพื่อใหเ้ป็น 2 
fold serial dilution ใน round bottom 96 well microtiter plate โดยใหห้ลุมในแถวสุดทา้ยไม่มีสารละลาย



โปรตีนท่ีจะทดสอบเพื่อใชเ้ป็นตวัควบคุม จากนั้นจึงเติม 2% RBC suspension (50 µL) ลงไปผสมในทุก
หลุมของ microtiter plate ส าหรับการเตรียม 2% RBC suspension นั้นท าโดยใชเ้มด็เลือดแดงของคนท่ีแยก
ออกจาก serum และลา้งดว้ย TBS จ านวน 3 คร้ังก่อนเตรียมใหมี้ความเขม้ขน้ท่ี 2% ใน TBS (v/v) ท าการ
ตรวจวดัผลการเกิด haemagglutination โดยสังเกตการเกาะกนัระหวา่ง lectin และเมด็เลือดแดงเปรียบเทียบ
กบัการเกิดจุดสีแดงบริเวณกลางหลุมของ microtiter plate ซ่ึงเป็นการตกตะกอนของเมด็เลือดแดงท่ีไม่มีการ
เกิด haemagglutination 
 
4. การสร้าง Polyclonal antibody ส าหรับ lectin ทีส่กดัได้จากกุ้งกุลาด า 

ท าการสร้าง polyclonal antibody ท่ีจ  าเพาะกบั sialic acid-binding lectin ท่ีสกดัไดจ้ากกุง้กุลาด าโดย
น า sialic acid-binding lectin ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml จ านวน 0.5 ml ผสมกบั Freund’s complete adjuvant 
ในอตัราส่วน 1:1 แลว้น าไปฉีดท่ีบริเวณกลา้มเน้ือขาหลงัของกระต่ายพนัธ์ุ New Zealand white หลงัจากนั้น
เป็นเวลา 15 วนัจึงท าการฉีดซ ้ าอีกคร้ัง ดว้ย sialic acid-binding lectin ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml จ านวน 0.5 ml 
ผสมกบั incomplete Freund’ s adjuvant หลงัจากนั้นเป็นเวลา 10 วนั ท าการเก็บเลือดกระต่ายและตรวจสอบ
ความจ าเพาะของ antibody โดยการท า Western blot analysis จากนั้นท าการแยก antibody ท่ีไดโ้ดยการ
ตกตะกอนดว้ย (NH4)2SO4 แลว้ใช ้DEAE Sephacel column แยก antibody ออกจากโปรตีนชนิดอ่ืนตามวธีิ
ของ Harlow and Lane (1988). 
 
5. การแยกโปรตีนด้วยเทคนิค Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 

ท าการแยกโปรตีนดว้ย SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยน าโปรตีนตวัอยา่งมาผสมกบั 
reducing buffer (0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol และ 10% β-mercaptoethanol) (1:1) 
แลว้ตม้นาน 5 นาที จากนั้นจึงน าไปแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าผา่นโพลีอะคริลามายด์เจลท่ีความเขม้ขน้ 10, 12, 
หรือ 15 % (acrylamide:bis solution เท่ากบั 29:1)ใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 200 โวลต ์ใน running buffer 
(25mM Tris, 200mM Glycine และ 0.1% SDS) นาน 50-60 นาทีหรือจนกระทัง่bromophenol blue จาก dye 
หลุดไปจากเจล จากนั้นน าแผน่เจลโพลีอะคริลามายด์ท่ีไดไ้ปลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 1-2 นาที ก่อนน าไปวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิค Western blot หรือน าไปยอ้มดว้ยสียอ้มคูแมสซีบิลเลียนบูล (0.1% Coomassie Blue R-250, 45% 
Methanol และ 5% acetic acid) เพื่อดูแถบของโปรตีนท่ีแยกได ้ 

6. การวเิคราะห์ความจ าเพาะของแอนติบอดีด้วยวธีิเวสเทิร์นบลอท (Western Blot) 

 วธีิการน้ีเป็นการจ าแนกชนิดของโปรตีนหลงัจากการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) โดย
ถ่ายโอนโปรตีนท่ีอยูบ่นแผน่โพลีอะคริลามายดเ์จลลงบนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส และติดตามหาโปรตีนท่ี



เราสนใจดว้ยแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัโปรตีนนั้นๆ โดยมีขั้นตอนดงัน้ีคือ น าตวัอยา่งสารละลาย
โปรตีนมาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า (SDS-PAGE) จากนั้นถ่ายโอนโปรตีนท่ีแยกไดล้งบนเมมเบรนไนโตร
เซลลูโลสโดยใชเ้คร่ือง Mini Trans-Blot Cell (BioRad) แช่แผน่โพลีอะคริลามายดเ์จล เมมเบรน ไนโตร
เซลลูโลสขนาด 7x8.5 cm กระดาษกรองขนาด 7.5x10.5 cm ในสารละลายทรานสเฟอร์บฟัเฟอร์ (Tris ความ
เขม้ขน้ 25 mM ไกลซีนความเขม้ขน้ 192 mM เมทานอลความเขม้ขน้ 20 % และ โซเดียมโดเดซิลล ์ซลัเฟต
ความเขม้ขน้ 0.1 %) นาน 15-30 นาที จากนั้นน ามาวางเรียงกนัจากขั้วลบ ไปขั้วบวกดว้ย กระดาษกรอง แผน่
เจล เมมเบรนไนโตรเซลลูโลส กระดาษกรอง ตามล าดบั โดยระวงัอยา่ให้ระหวา่งชั้นมีฟองอากาศ จากนั้น
น าไปต่อเขา้กบักระแสไฟฟ้า โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 350 มิลลิแอมแปร์ นาน 1 ชัว่โมง หลงัจากครบเวลาแลว้
น าแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสมาลา้งดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (Phosphate-buffered 
Saline, PBS) นาน 2 นาที แลว้น าเมมเบรนไปแช่ในสารละลายโบวายซีร่ัมอลับูมิน (Bovine Serum Albumin, 
BSA) เขม้ขน้ 1 % เขยา่เบาๆ ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1  
ชัว่โมง จากนั้นลา้งแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสดว้ยสารละลาย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลว้น าไปแช่
ในแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนท่ีเราสนใจซ่ึงถูกท าใหเ้จือจางในสารละลาย BSA 1 ส่วน ใน 1000 ส่วน 
เขยา่เบาๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสดว้ยสารละลาย PBS 
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แช่แผน่เมมเบรนในแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัแอนติบอดีของกระต่ายและเช่ือมกบั
เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสซ่ึงถูกท าใหเ้จือจางในสารละลาย 1% BSA 1 ส่วน ใน 1000 ส่วน เขยา่เบาๆ ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชัว่โมงจากนั้นลา้งแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสดว้ยสารละลาย PBS ท่ีมี 
Tween20 ผสมอยู ่0.05 เปอร์เซ็นต ์(PBST) 2 คร้ังๆ ละ 10 นาที จากนั้นลา้งแผน่เมมเบรนไนโตรเซลลูโลส
ดว้ยสารละลาย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลว้น าแผน่เมมเบรนไปแช่ในสารละลายไดอะมิโนเบนซิดีน 
(Diaminobenzidine, DAB) จนเกิดแถบสีน ้าตาล ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่หลายๆ คร้ัง ตรวจสอบบริเวณท่ีติดสีน ้าตาล
เทียบกบัแถบโปรตีนบนแผน่โพลีอะคริลามายดเ์จล 
 
7. การวเิคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบริเวณ N-terminal ของ sialic acid binding lectin ของกุ้งกุลาด า 
 

การเตรียมตวัอยา่งเพื่อการหาล าดบักรดอะมิโนท าโดยน าตวัอยา่ง lectin ท่ีสกดัไดไ้ปแยกใน Tris-
Tricine peptide separating gel โดยผสมตวัอยา่ง (5-10µl) กบั  sample buffer (2x Sample buffer (10 mL) 
contained 1 ml 1M Tris-Cl pH 6.8, 0.4 g SDS, 2 ml glycerol, 0.02 g bromophenol blue, และ 0.31 g DTT) 
แลว้ตม้นาน 5 นาที ก่อนน าไป load บน 12% Tris-Tricine peptide separating gel โดยใช ้anode buffer (0.2 
M Tris pH 8.9) และ cathode buffer (0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.1 M Tricine, และ 0.1% SDS) และ
กระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์  100-150 V จนกระทัง่ dye พน้ออกจากเจล จากนั้นจึงท าการยา้ยโปรตีนจาก
เจลไปสู่ ProBlott membrane (Applied Biosystems) โดยการ blotting ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 25 V นาน 2 
ชัว่โมง แลว้ท าการยอ้ม membrane ดว้ย ProBlott staining solution (0.1% Coomassie Blue R250, 45% 



Methanol, และ 5% acetic acid) นาน 1 นาที แลว้จึง destain ดว้ย  ProBlott destaining solution (45% 
Methanol, และ 5% acetic acid) และลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ังก่อนน าไปผึ่งให้แหง้ แบนดข์องเปปไทดท่ี์
ปรากฏจะถูกน าไปหาล าดบักรดอะมิโนดว้ยวธีิ automated Edman degradation โดยส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ี 
Department of Biological Sciences, Protein &Proteomics Centre, The National University of Singapore. 
 
8. การแยกสกดั RNA จากเนือ้เยือ่ส่วนต่างๆของกุ้งกุลาด า 

 ท  าการสกดั totalRNA จาก haemocyte, hepatopancreas, muscle และ gill ของกุง้โดยน าเน้ือเยือ่
หรือเซลล ์ (~1กรัม) ซ่ึงไดท้  าการแยกส่วนเก็บไวม้าแช่ในไนโตรเจนเหลวและบดใหล้ะเอียดแลว้น าไปผสม
กบัสารละลาย Phenol/Guanidinium isothiocyanate (GIT) เม่ือแยกส่วนของของเหลวท่ีมี total RNA อยูอ่อก
จากส่วนอ่ืนแลว้น าไปสกดั mRNA โดยผา่นคอลมัน์ท่ีบรรจุ oligo(dT) cellulose เพื่อแยก poly(A) mRNA 
ท าการตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของอาร์เอน็เอวดัไดโ้ดย วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นา
โนเมตร (ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรเท่ากบั 1 คือ อาร์เอน็เอสายเด่ียวมีความเขม้ขน้ 
40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และวดัความบริสุทธ์ิของอาร์เอน็เอโดยดูค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ต่อ 280 นาโนเมตร ซ่ึงควรอยูใ่นช่วง 1.6 – 1.9 จากนั้นจึงน า RNA ท่ีสกดัได้
ไปเก็บรักษาไวท่ี้ -80C 
 

9. การตรวจวเิคราะห์ DNA และ RNA ด้วยวธีิ อะกาโรสเจลอเิลค็โตรโฟรีซิส 

เตรียมอะกาโรสเจลท่ีใชใ้นการท าเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยชัง่ผงอะกาโรสเจล ละลายในบฟัเฟอร์ 
TAE ให้มีความเขม้ขน้ของอะกาโรสเท่าท่ีต้องการ (ประมาณ 1-2 %) น าไปหลอมในไมโครเวฟ ตั้ ง
สารละลายอะกาโรสไวใ้ห้เยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปเทในถาดเตรียมเจลท่ีมีหวีเสียบ 
(comb) ลงตรงปลายดา้นหน่ึงไวแ้ลว้ เม่ืออะกาโรสแขง็ตวัแลว้ ดึงหวเีสียบออก จากนั้นน าถาดเจลท่ีเตรียมไว้
ไปวางในอ่าง อิเล็คโตรโฟรีซิส โดยให้ดา้นท่ีมีหลุมอยูด่า้นขั้วลบ เทบฟัเฟอร์ TAE ลงในอ่างให้ท่วมเจล น า 
DNA หรือ RNA ท่ีตอ้งการตรวจสอบมาผสมกบัสีติดตาม (ประกอบดว้ยสีบรอมฟีนอลบลู 0.25 เปอร์เซ็นต ์
และไฟคอลล์ 25 เปอร์เซ็นตใ์นน ้ า) แลว้น าไปหยอดในหลุมของแผน่อะกาโรสเจลท่ีเตรียมไว ้และใชค้วาม
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า 80-100 โวลต ์จนกระทัง่สีบรอมฟีนอลบลู เคล่ือนท่ีไปไดร้ะยะทาง 2 ใน 3 ของความยาว 
จากนั้นน าแผน่อะกาโรสเจลไปยอ้มในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 
15 นาที แลว้น าอะกาโรสเจลไปแช่ในน ้า เป็นเวลา 15 นาที น าแผน่อะกาโรสเจลมาส่องดูภายใตแ้สงยวูี (UV 
transilluminator) โดยเปรียบเทียบกบัขนาดกบั DNA มาตรฐาน  
 
10. การสร้าง cDNA library จาก RNA ทีส่กดัจาก haemocyte ของกุ้งกุลาด า 



ท าการสร้าง cDNA library โดยใช ้ mRNA  ท่ีสกดัจาก haemocyte เป็น template ในการสร้าง 
cDNA ดว้ยวธีิ reverse transcription โดยใช ้TimeSaver cDNA synthesis kit และชุด Lambda Packaging kit 
(Amersham Pharmacia biotech) แบคทีเรีย host cell ท่ีใชคื้อ E.coli strain Y1090 โดยมีการด าเนินการตาม
ขั้นตอนท่ีแนะน าโดยบริษทัผูจ้  าหน่ายดงัน้ี 

น า mRNA ท่ีสกดัจาก haemocyte ของกุง้กุลาด าจ านวน 5 µg มาผสมกบั 0.5 µg ของ oligo(dT)12-18 
primer ก่อนน าไปใหค้วามร้อนท่ี 65ºC นาน 10 นาที จากนั้นน าไปผสมกบั First-strand reaction mix และ 
DTT solution (1 µL) แลว้บ่มท่ี 37ºC นาน 1 ชัว่โมง ก่อนน าไปผสมกบั  Second strand reaction mix แลว้บ่ม
ท่ี 12ºC นาน 1 ชัว่โมง และ 22ºC นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นเติม Klenow fragment (1 µL) ก่อนบ่มท่ี 37ºC นาน 
30 นาทีและ 65ºC นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนผสมดงักล่าวไปสกดัดว้ย phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol (25:24:1) จากนั้นน าส่วนใสดา้นบนไปผา่น Pharmacia SizeSep 400 spun column น าส่วน cDNA ท่ี
แยกได ้(100 µL) ไปผสมกบั EcoRI/NotI Adaptor solution (5µL) ตามดว้ย PEG buffer (30 µL), 1/5 diluted 
ATP solution (1µL) และ T4 DNA ligase (1µL) จากนั้นบ่มท่ี 16ºC นาน 1ชัว่โมง และ 65ºC นาน 10 นาที 
เม่ือส่วนผสมถูกท าใหเ้ยน็โดยน ้าแขง็แลว้จึงผสมดว้ย ATP solution (1.5µL) และ T4 polynucleotide kinase 
(1µL) บ่มท่ี 37ºC นาน 30 นาทีและ 65ºC นาน 10 นาที ท าการสกดัดว้ย phenol/chloroform/isoamyl alcohol 
(25:24:1) และตามดว้ย Pharmacia SizeSep 400 spun column จากนั้นน า cDNA ท่ีไดไ้ป ligate เขา้สู่ λgt 11 
(2µg) โดยการตกตะกอนร่วมกนัเม่ือเติม 3 Mโซเดียมอะซิเตด (1 µL)และ ethanol (50 µL) ท่ี -70ºC นาน 1
ชัว่โมง น าตะกอนมาละลายดว้ย ligation buffer (8 µL), 1 mM ATP solution (1 µL), และ T4 DNA ligase (1 
µL) ท่ี 16ºC นาน12 ชัว่โมง น า λDNA ท่ีไดไ้ปท า in vitro packaging โดยใช ้Pharmacia in vitro packaging 
module ตามขั้นตอนท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิต โดยการน า λDNA ท่ีไดไ้ปผสมกบั Extract A (จาก E.coli 
BHB2688) และ B (E.coli BHB2690) ก่อนน าไปบ่มท่ี 20ºC นาน 2 ชัว่โมง แลว้เติม SM buffer (100mM 
NaCl, 8 mM MgSO4, 50mM Tris-HCl และ 0.001% gelatin pH 7.5) (470 µL) และเติม chloroform (1µL) 
เพื่อยบัย ั้งการเติบโตของแบคทีเรีย สุดทา้ยน า phage ท่ีไดน้ี้ไปหาไตเตอร์และสามารถเก็บไวไ้ดท่ี้ 4ºC หรือท่ี 
-70ºC เม่ือผสม DMSO 
11. การหาไตเตอร์ของ cDNA library 

น า phage ท่ีไดม้าท า serial dilution (104, 105, 106, 107 dilution) โดยใช ้ SM buffer จากนั้นน า 
สารละลาย phage ในแต่ละ dilution (100 µL) ผสมกบั Y1090 plating cell (100 µL) แลว้บ่มท่ี37ºC นาน 15 
นาที ก่อนน าไปผสมกบั 4 mL ของ molten M-top agar (0.8% agar ใน L-broth ท่ีมีส่วนผสม maltose 0.4%) 
แลว้เทลงบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมี LB/ampicillin agar รอจนส่วนผสมแขง็ตวัแลว้น าไปบ่มท่ี 42ºC นาน 12 
ชัว่โมง ท าการนบัจ านวน plaque ท่ีเกิดข้ึนในแต่ละ dilution ไตเตอร์ของ library มีหน่วยเป็น plaque 
forming unit (pfu/mL) ค านวณจากการคูณจ านวน plaque ดว้ยจ านวน dilution ค่าไตเตอร์ท่ีไดจ้ะใชใ้นการ
ค านวณปริมาณ plaque ท่ีตอ้งการในการตรวจหายนีจาก library ต่อไป 
 



12. การตรวจหายีนจาก cDNA library โดยใช้ antibody 
น า phage ท่ีไดม้าเท plate ดงัอธิบายในหวัขอ้ขา้งตน้ โดยใหมี้จ านวน plaque บน plate ประมาณ 

500 plaque ต่อ 1 plate น า plate ไปบ่มท่ี 42ºC จนกระทัง่ plaque มีขนาดประมาณ 1 mm จากนั้นน าแผน่ 
nitrocellulose filter ซ่ึงไดมี้การแช่ดว้ย 10 mM IPTG ไวล่้วงหนา้แลว้ มาวางทบัผวิหนา้ของ agar ใน plate 
แลว้ทิ้งไวท่ี้ 37ºC นาน 4-6 ชัว่โมง จากนั้นน าแผน่ nitrocellulose filter ออกมาลา้งดว้ย PBS จากนั้นจึงท า 
Western Blotting ดว้ยวธีิท่ีอธิบายในหวัขอ้ 6 โดยใช ้ polyclonal antibody ท่ีจ  าเพาะต่อ sialic acid binding 
lectin ท่ีไดผ้ลิตข้ึนตามวธีิในขอ้ 4 เป็น primary antibody  ผลการทดลองท่ีเป็นบวกจะเกิดสีน ้าตาลเขม้ท่ี 
plaque ท่ีมี DNA ท่ีตอ้งการเกิดข้ึน จากนั้นน าต าแหน่งท่ีพบใน nitrocellulose filter ไปเปรียบเทียบกบั
ต าแหน่ง plaque บน plate แลว้จึงน า phage ท่ีอยูใ่นต าแหน่งนั้นไปขยายและหาล าดบันิวคลิโอไทดต่์อไป 
 
13. การสกดั DNA จาก recombinant phage 

Phage ท่ีอยูบ่น plaque ท่ีมีผลเป็นบวกจะไดรั้บการแยกออกจาก plate โดยใชป้ลายของ Pasteur 
pipette เจาะบน agar แลว้น าไปแช่ใน 100 µL ของ phage buffer (20mM Tris-HCl pH 7.4, 100mM NaCl, 
และ 10mM MgSO4) ท่ี 4ºC นาน 12 ชัว่โมง จากนั้นเติม Y1090 ท่ีเล้ียงใน LB/ampicillin/10mM MgSO4 
นาน 12 ชัว่โมง จ านวน 300 µL บ่มท่ี 37ºC  นาน 20 นาที แลว้จึงน าไปผสมกบั LB/ampicillin/10mM 
MgSO4 จ  านวน 25 mL ใน 125 mL flask แลว้บ่มต่อท่ี 37ºC  จนเกิด lysis (ประมาณ 3-4 ชัว่โมง) น าไป 
centrifuge ท่ี 8000 g, 4ºC นาน 10 นาที แลว้น า supernatant ไปผสมกบั RNase A และ DNase I (อยา่งละ 1 
µg/mL) บ่มท่ี 37ºC  นาน 30 นาที ก่อนเติม SM buffer ท่ีมีส่วนผสม polyethylene glycol (MW 8000) และ 2 
M NaCl ดว้ยปริมาตรท่ีเท่ากนั แลว้น าไปแช่น ้าแขง็ 1 ชัว่โมง และ centrifuge ท่ี 10,000 g 4ºC นาน 20 นาที 
แลว้น า ตะกอนท่ีไดไ้ปละลายใน SM buffer (0.5 mL) น า supernatant ไปสกดัดว้ย phenol, 
phenol/chloroform, และ chloroform ตามล าดบั น าส่วน aqueous phase ไปตกตะกอนดว้ย isopropanol แลว้
ละลายใน TE buffer 
 
14. การหาล าดับนิวคลโิอไทด์ของยนี sialic acid binding lectin ในกุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Degenerate PCR 
และ RACE-PCR 

14.1 Degenerate PCR 
น าผลของ peptide sequence ท่ีไดจ้ากการท า automated Edman degradation มาใชใ้นการออกแบบ 

degenerate primers (ตารางท่ี 1) เพื่อใชใ้นการท า PCR โดยมี condition ดงัน้ี 
สร้าง cDNA สายแรกเพื่อใชเ้ป็น template ส าหรับการท า PCR ดว้ยการใช ้Access RT-PCR system 

(Promega) โดยในปฏิกิริยาปริมาตร 50 µL ประกอบดว้ย อาร์เอ็นเอตน้แบบ 50 ng, 
บฟัเฟอร์ AMV/Tfl เขม้ขน้ 1 เท่า, dNTPs เขม้ขน้ 0.2 mM, ไพรเมอร์ forward เขม้ขน้ 1 µM, ไพรเมอร์ 
versere เขม้ขน้ 1 µM, เอนไซม ์AMV Reverse Transcriptase ปริมาณ 1 หน่วย (unit) และเอนไซม ์Tfl DNA 



polymerase ปริมาณ 1 หน่วย จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรสดว้ยเคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรม ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 
ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA (complementary DNA)  สายแรก 
  48 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที  1 รอบ 
  94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที  1 รอบ 
 ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA สายท่ีสองและการเพิ่มปริมาณใหม้ากข้ึน 
  94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที   
  60 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  40 รอบ 
  72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
      และ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที  1 รอบ 
 เม่ือท าปฏิกิริยาสมบูรณ์แลว้ น าผลผลิตจากการท าอาร์ทีพีซีอาร์ท่ีได้ไปตรวจสอบขนาดโดยการ
ท าอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส  
ตารางท่ี 1 ล าดบันิวคลิโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชส้ าหรับ degenerate PCR และ RACE PCR. 

Gene Sequence Length 
(bp) 

Forward primer   
1. SBL-A1 5’ GAY CAR CAY TTY CCN TGY AAY AC 3’ 23 
2. SBL-A2 5’ TGY AAY CCN CCN TGY AAY AC 3’ 20 
3. SBL-B1 5’ TGY YTN CRY CGN TGY CRY AC 3’ 20 
4.SBL-C1 5’ CCN AAY CCN AAY TTY TTY GC 3’ 20 
Reverse primer   
1. SBL-CR 5’ GCR AAR AAR TTN GGR TTN GG 3’ 20 
2. SBL-R 5’ CCN CCC ATR TTY TGR CAR AA 3’ 20 

14.2 RACE-PCR 
การหาล าดบันิวคลิโอไทดท์าง 3ʹ และ 5´ ของยนีเป้าหมายจะท าโดยใชเ้ทคนิค RACE-PCR 2 วธีิ

โดยในวธีิแรกนั้นจะสร้าง cDNA สายแรกจาก mRNA ท่ีสกดัจาก haemocyte ของกุง้ตามวธีิ Timesaver 
cDNA synthesis kit และมี oligo dT Sal I (GACTCGAGTCGACATCGA(T)15) และ oligo dT Not I 
(GAATTCGCGGCCGC(T)15) เป็นไพรเมอร์ในการจบักบั poly A tail และมี overhang sequence เพื่อจบักบั 
reverse primer Sal I (TCGATGTCGACTCGAGTC) และ Not I (AGCGGCCGCGAATTC) เม่ือได ้cDNA 
สายแรกแลว้จึงน ามาใชเ้ป็น template ในการท า PCR โดยใช ้forward primer (ตารางท่ี 1) ท่ีออกแบบจาก N-
terminal sequence ของโปรตีนท่ีไดจ้ากการทดลองในหวัขอ้ท่ี 7 มาจบัคู่กบั reverse primer (Sal I และ Not I 
primer) เพื่อหา 3’ end ของยนี ส่วนวธีิท่ี 2 จะใช ้BD SMART™ RACE cDNA Amplification Kit โดยท า



การทดลองตามวธีิท่ีแนะน าโดยผูผ้ลิต คือ สร้าง 3ʹ และ 5´ RACE template โดยการน า mRNA (1 µg) มา
ผสมกบั 5’ CDS primer (1 µl) และ 10 µM SMART II A oligonucleotide (1 µl) ส าหรับการท า 5’ RACE-
PCR หรือน า mRNA มาผสมกบั 3’ CDS primer A oligonucleotide(1 µl) ส าหรับการท า 3’ RACE-PCR.  
จากนั้นน าส่วนผสมไปบ่มท่ี 70 ºC นาน 2 นาที จากนั้นเติม 5X first strand buffer (2 µl), 20 mM DTT (1 
µl), dNTP Mix (10 mM each) (1 µl) และ PowerScript Reverse Transcriptase (1 µl) น าส่วนผสมไปบ่มท่ี 
42 ºC นาน 1 ชัว่โมง 30 นาที แลว้เจือจางดว้ย Tricine-EDTA buffer (125 µl) ก่อนน าไปบ่มท่ี  72 ºC นาน 7 
นาที primer ท่ีใชใ้นการท า RACE-PCR แสดงในตารางท่ี 1 และ 2 
ตารางท่ี 2 ล าดบันิวคลิโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชส้ าหรับ RACE PCR 

Primer Sequence 

SMART II Oligonucleotide 5’ AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 3’ 
3’ RACE CDS Primer A 5’ AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V N 3’ (N=A,C,G, or T; V=A, C, or G) 
5’ RACE CDS Primer 5’ (T)25V N 3’ (N=A,C,G, or T; V=A, C, or G) 
10X Universal Primer A Mix 
(UPM) 

Long: 5’ CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3’ (0.4 µM) 
Short: 5’ CTAATACGACTCACTATAGGGC 3’ (2 µM) 

Nested Universal Primer A 
(NUP) 

5’ AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3’ (10 µM) 

 

เม่ือได ้ template ส าหรับ  5’ และ 3’ RACE PCR แลว้จึงน าไปใชใ้นการท า PCR โดยมี
ส่วนประกอบดงัน้ี คือ  ผสม master mix ท่ีปริมาตร 42.75 µl โดยมีส่วนประกอบของ 10X Advantage 2 
PCR buffer (5 µl), dNTP mix (10 µM each) (1 µl), 50X Advantage 2 polymerase mix (1 µl) จากนั้นน า 
master mix ไปประกอบเป็นส่วนผสมของ RACE-PCR ดงัแสดงในตารางท่ี 3 โดยมี condition ของ PCR คือ 
เม่ือ Tm ของ GSP >70 ºC, การท า PCR จะเร่ิมท่ีการท า PCR จ านวน 5 รอบท่ีมีอุณหภูมิ 94 ºC นาน 30 
วนิาทีและ 72 ºC นาน 2 นาที ตามดว้ย 5 รอบของ 94 ºC นาน 30 วนิาที, 70 ºC นาน 1 นาที และ 72 ºC นาน 
2 นาที จากนั้นจึงเป็น  20 รอบท่ี 94 ºC นาน 30 วนิาที, 68 ºC นาน 1 นาที และ 72 ºC นาน 2 นาที ส่วนรอบ
สุดทา้ยจะเป็น 72 ºC นาน 7 นาที 
 
ตารางท่ี 3 ส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ท่ีใชใ้นการท า RACE-PCR 
 

Component 5’ RACE-Sample (µl) 3’ RACE-Sample (µl) 
5’ RACE-Ready cDNA 1.25 - 
5’ GSP (10 µM) 1 - 
3’ RACE-Ready cDNA - 1.25 
3’ GSP (10 µM) - 1 
UPM 0.5 0.5 



Component 5’ RACE-Sample (µl) 3’ RACE-Sample (µl) 
H2O 1 1 
Master mix 42.75 42.75 
Final volume 50 50 

 
 

15. การโคลนและการหาล าดับนิวคลโิอไทด์ 
DNA หรือผลผลิตจาก PCR จะถูกแยกโดย agarose gel electrophoresis แลว้ตดัช้ินของ agarose ท่ีมี 

DNA เป้าหมายออกมาเพื่อท าการแยกสกดัดว้ย HiYield TM Gel/PCR DNA Extraction kit (RBC; Real 
Biotech Corporation) โดยการเติม DF buffer (0.5 ml) ลงไปท่ีช้ินเจลท่ีตดัออกมาแลว้น าไปบ่มท่ี 55 ºC นาน 
10-15 นาที หรือจนกระทัง่เจลละลายแลว้ จึงน าสารละลายท่ีไดไ้ปผา่น  DF column ดว้ยการ centrifuge ท่ี 
8,000 rpm นาน 30 วนิาที แลว้ลา้งดว้ย wash buffer ก่อน centrifuge อีกคร้ัง จากนั้นจึงชะ DNA ออกจาก
คอลมัน์โดยการเติม elution buffer หรือน ้าแลว้ centrifuge ท่ี 12,000 rpm นาน 2 นาที 

เม่ือไดช้ิ้น DNA เป้าหมายแลว้จึงน าไปโคลนเขา้สู่  pGEM-T easy vector (Promega, USA) โดย
เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 10 µl ท่ีประกอบดว้ย DNA เป้าหมาย (3 µl), pGEM-T easy vector (25 ng), 2x 
rapid ligation buffer (60 mM Tris-HCl pH 7.8, 20 mM DTT, 2 mM ATP and 10% PEG 8000) (5 µl) และ 
T4 DNA ligase (3 Weiss unit) น าส่วนผสมน้ีไปบ่มท่ี 4 ºC  นาน 12 ชัว่โมง  

Recombinant Vector ท่ีไดจ้ะถูก transform เขา้สู่ competent cell ของ E. coli strain JM109 โดยการ
ผสม competent cell (200 µl) กบั recombinant vector ขา้งตน้ (5 µl) ก่อนแช่ในน ้าแขง็ประมาณ 30 นาที 
แลว้ช็อคท่ี 42 ºC นาน 45 วนิาที แลว้น ากลบัไปแช่ในน ้าแขง็ 5 นาที จากนั้นน าส่วนผสมไปใส่ใน SOC 
medium (2% Baco tryptone, 0.5% Bacto yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
MgSO4, and 20 mM glucose) (1 mL) แลว้บ่มท่ี 37 ºC เป็นเวลา 1ชัว่โมง 30 นาที  ก่อนน าไปเล้ียงบนจาน
เล้ียงเช้ือท่ีมี LB agar ท่ีมีส่วนผสมของ ampicillin (50 µg/ml), IPTG (25 µg/ml), และ X-gal (20 µg/ml) ท่ี 
37 ºC นาน 12 ชัว่โมง ผลท่ีไดจ้ะตรวจสอบโดยดูจากโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีสีขาวจะมี recombinant 
plasmid อยูส่่วนโคโลนีสีฟ้าจะเป็นแบคทีเรียท่ี plasmid ไม่มี DNA insertion 

ท าการแยกโคโลนีสีขาวมาเล้ียงใน LB/ampicillin broth (1% tryotine, 0.5% yeast extract, 1.0 % 
NaCl, 50 µg/ml ampicillin) เพื่อเพิ่มจ านวนแลว้สท าการแยกสกดั plasmid โดยใช ้HiYIeld TM Plasmid Mini 
Kit (RBC; Real Biotech Corporation) โดยน าเซลลท่ี์ถูกป่ันตกตะกอนมาผสมกบั PD1 buffer (200 µl) และ
ตามดว้ย PD2 buffer (200 µl) หลงัจากผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แลว้เติม  PD3 buffer (300 µl) เม่ือส่วนผสมเขา้
กนัดีแลว้จึง centrifuge ท่ี 14,000 rpm นาน 1 นาที แยก supernatant มาผา่น PD column และ centrifuge ท่ี 
6,000 g นาน 1 นาที  จากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ย W1 buffer (400 µl) และ ethano-added Wash buffer (600 µl) 
แลว้ centrifuge ท่ี 14,000 rpm นาน 2 นาทีเพื่อก าจดั Wash buffer 



จากนั้นท าการชะคอลมัน์ดว้ย elute buffer หรือน ้า (30-50 µl) หลงัจาก centrifuge ท่ี 14,000 rpm 
นาน 2 นาที  plasmid DNA ท่ีไดจ้ะถูกน าไปหาความเขม้ขน้และน าไปหาล าดบันิวคลิโอไทด์ต่อไป 
ล าดบันิวคลิโอไทดข์อง pGEM-T easy vector ท่ีมีช้ิน DNA เป้าหมายอยูจ่ะถูกน าไปวเิคราะห์ดว้ย automated 
DNA sequencer โดยใช ้M13 forward primer และ/หรือ M13 reverse primer ในการเร่ิมตน้หาล าดบันิวคลิ
โอไทด ์และส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์โดย Bioservice unit (BSU, สวทช) และ บริษทั MACROGEN (Korea) 
ผลล าดบันิวคลิโอไทดท่ี์ไดจ้ะน าไปเปรียบเทียบกบัขอ้มูลของล าดบันิวคลิโอไทดข์องยีนจาก GenBank ดว้ย
วธีิ BLAST (NCBI) เพื่อระบุช่ือยนีโดยการเปรียบเทียบ 
 
ผลการทดลอง  
1. การเกบ็ haemolyph จากกุ้งกุลาด า 

ท าการเก็บเลือดกุง้จากตวัอยา่งกุง้ท่ีมีขนาดประมาณ 20-30 กรัมจากฟาร์มเล้ียงกุง้ในจงัหวดัราชบุรี
และชลบุรี โดยเลือดท่ีเก็บไดมี้ปริมาตรรวมประมาณ 300 ml จากนั้นท าการแยกน ้าเลือดออกจากเมด็เลือด
ดว้ย เก็บ supernatant ไวท่ี้อุณหภูมิ -20C ส่วน pellet น าไปเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -70C เพื่อท าการสกดั 
RNA ต่อไป  
 
2. การแยกสกดั sialic acid binding lectin จากเลอืดของกุ้งกุลาด า 

น า haemolymph ของกุง้ท่ีไดแ้ยก haemocyte ออกแลว้ มาผา่นขั้นตอน dialysis เพื่อก าจดั 
anticoagulant ออกไปโดย dialyse เลือดของกุง้ใน TBS buffer จากนั้นจึงน าเลือดกุง้ท่ีไดไ้ปผา่นขั้นตอน 
affinity chromatography โดยใช ้ fetuin-agarose column เพื่อแยก sialic acid binding protein ออกจากส่วน
อ่ืนของ haemolymph โดยจะท าการแยกสกดัโดยใช ้ elution buffer ต่างกนั 2 ชนิด คือ TBS ซ่ึงมีส่วนผสม
ของ 20mM EDTA และ TBS ซ่ึงมีส่วนผสมของ 20 mM N-acetyl-galactosamine ผลการแยกสกดัโดยใช ้
eluter ต่างกนัใหผ้ลท่ีเหมือนกนัคือจะเห็นวา่จะมี peak หลกัอยู ่1 peak หลงัจาก elution (รูปท่ี 1) 
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รูปท่ี 1 แสดงค่า absorbance ท่ี 280 nm ของ lectin ท่ีผา่นขบวนการแยกสกดัดว้ยวธีิ affinity chromatography 
โดยใช ้fetuin-agarose column  

 
3. การวเิคราะห์ลกัษณะสมบัติของ sialic acid binding protein จากเลอืดกุ้งกุลาด า 

โปรตีนท่ีผา่นการแยกโดย fetuin-agarose column ไดรั้บการวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีนและ
คุณสมบติัดว้ยวธีิ haemagglutination activity assay  และ SDS-PAGE เปรียบเทียบกบั crude haemolymph 
และโปรตีนส่วนอ่ืนจากการแยกสกดั ดงัในตารางท่ี 4 เม่ือท าการตรวจสอบปริมาณและขนาดของโปรตีนท่ี
แยกสกดัดว้ย 20 mM EDTA ดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่มี band ของโปรตีนจ านวน 6 band ซ่ึงมี molecular 
weight ต่างกนัดงัแสดงในรูปท่ี 2 และ ตารางท่ี 5 ส่วนผล SDS-PAGE ของโปรตีนท่ีแยกสกดัดว้ย 20 mM 
N-acetyl-galactosamine ดงัแสดงในรูปท่ี 3 และ ตารางท่ี 6 พบวา่มี Band ปรากฏจ านวน 4 band โดย 2 band 
ท่ีมีขนาด 60 และ 57 kDa นั้นจะมีขนาดและปริมาณใกลเ้คียงกบั Band 1 และ Band 2 ของโปรตีนท่ีแยกสกดั
ดว้ย 20 mM EDTA แต่มีปริมาณนอ้ยมาก ส่วนอีก 2 band ซ่ึงมีขนาดประมาณ 42 และ 31.2 kDa นั้นจะ
ปรากฏเป็น Band หลกั เม่ือท าการ elute คอลมัน์ดว้ย 20 mM EDTA อีกคร้ัง หลงัจาก elute ดว้ย 20 mM N-
acetyl-galactosamine พบวา่มี band หลกั 2 band ท่ีมีขนาดประมาณ 31 และ 25 kDa (รูปท่ี 3) 
 
 



ตารางท่ี 4 แสดงปริมาณโปรตีนและ haemagglutination activity ของ lectin ท่ีแยกไดเ้ปรียบเทียบกบัในเลือด
ของกุง้ 
 

Fraction Volume 
(ml) 

Protein 
concentration 

(mg/ml) 

Protein (mg) Specific HA 
activity (U/mg) 

Recovery (%) 

Crude haemolymph 150 3.8 570 336 100 

Serum pass through column 50 4.5 225 2,560 39.47 

EDTA eluted protein 12 0.5 6 40,960 1.32 

GalNAc eluted protein 12 0.15 1.8 102,400 0.32 

GalNAc-EDTA eluted protein 12 0.34 4.1 1,280 0.72 

 
 
 
 

 
                                                                                                                           

รูปท่ี 2 แสดง purified lectin บน 12% gel SDS-PAGE ท่ีไดจ้ากการสกดัโดยใช ้fetuin-agarose column โดย
มี N-acetylgalactosamine เป็นส่วนประกอบของ elution buffer  
 
 
 
 



ตารางท่ี 5 แสดง molecular weight ของ purified lectin ท่ี ได ้ 
 

Sample Molecular weight (Dalton) 

Band 1 60,000 
Band 2 57,600 
Band 3 47,600 
Band 4 31,200 
Band 5 26,300 
Band 6 23,700 

  

 
 
 
 

 

รูปท่ี 3 แสดง purified lectin บน 12% gel SDS-PAGE ท่ีไดจ้ากการสกดัโดยใช ้fetuin-agarose column และ
มี N-acetylgalactosamine เป็นส่วนประกอบของ elution buffer ในคร้ังแรก ((lane 1) ตามดว้ย elution ใน
คร้ังท่ี 2 โดยใช ้20mM EDTA เป็น eluter (lane ท่ี2 และ 3)  
 
 
 



ตารางท่ี 6 แสดง molecular weight ของ purified lectin ท่ี ไดจ้ากการ elute ดว้ย N-acetylgalactosamine 

 
sample Molecular weight (Dalton) 
Band 1 42,000 
Band 2 31,200 

 

4. การสร้างโพลโีคลนอลแอนติบอดีและการวเิคราะห์โปรตีนด้วยวธีิ Western Blot  
โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีสร้างข้ึนโดยการฉีดโปรตีนท่ีจ าเพาะกบั sialic acid ท่ีสกดัจากเลือดของ

กุง้กุลาด า ไดรั้บการทดสอบความจ าเพาะและความไวดว้ยวธีิ Western blotting โดยมีผลวเิคราะห์แสดงใน
รูปท่ี 4โดยโปรตีนท่ี elute ดว้ย 20mM EDTA จะปรากฏ band จ านวน 3 band และในโปรตีนท่ี elute ดว้ย 
20mM EDTA หลงัจาก elute ดว้ย GalNAc จะพบ 2 band ท่ีจ  าเพาะกบัแอนติบอดี ส่วนโปรตีนจากการ elute 
ดว้ย GalNAc นั้นไม่พบวา่มีโปรตีนท่ีจ าเพาะกบัแอนติบอดี 
 

 

รูปท่ี 4 แสดง ผลของ SDS-PAGE (A) และตรวจสอบดว้ย polyclonal antibody ท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนท่ี elute 
ดว้ย 20 mM EDTA ดว้ยวธีิ Western Blot (B) โดยจะแสดงผลของ molecular weight standard (lane1), crude 
haemolymph (lane 2), eluted haemolymph ท่ีผา่น fetuin-agarose column (lane 3), lectin ท่ี elute ดว้ย 
EDTA (lane 4), lectin ท่ี elute ดว้ย GalNAc (lane 5), และ eluant หลงัจาก GalNAc แลว้ elute ซ ้ าดว้ย 
EDTA (lane 6 และ 7)  
 



5. การวเิคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบริเวณ N-terminal ของ sialic acid binding lectin ของกุ้งกุลาด า 
N-terminal sequence ของ sialic acid binding protein ของกุง้กุลาด าท่ี elute ดว้ย EDTA จ านวน 3 

band ท่ีขนาด 31.2, 26.3 และ 23.7 kDa (band 4, 5, และ 6)ไดรั้บการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ  automated Edman 
degradation และผลการวเิคราะห์แสดงในตารางท่ี 7 โดยล าดบักรดอะมิโนในส่วนตน้ของ Band A และ B มี
ความคลา้ยคลึงกนั ส่วน band C จะมีความแตกต่างจาก band อ่ืนอยา่งชดัเจน เม่ือท าการเปรียบเทียบล าดบั
กรดอะมิโนของทั้ง 3 band กบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนท่ีมีบนัทึกใน GenBank database ดว้ยวธีิ 
BLAST ผลการวเิคราะห์แสดงในตารางท่ี 8 จากผล BLAST 5 อนัดบัแรกท่ีไดพ้บวา่โปรตีนท่ีสกดัไดมี้ค่า
ความเหมือนกบัโปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีมีการรายงานไวใ้น database ค่อนขา้งต ่าและชนิดของโปรตีนท่ีระบุมีความ
หลากหลายท าใหไ้ม่สามารถระบุช่ือยนีไดอ้ยา่งชดัเจน 
ตารางท่ี 7 ล าดบักรดอะมิโนของ N-terminal end ของ sialic acid binding protein ท่ีสกดัไดจ้ากเลือดของกุง้
กุลาด าโดยใช ้fetuin agarose column และ elute ดว้ย 20 mM EDTA 

Peptide Size (kDa) N-terminal sequence 
Band A 31.2 DQHFPXNPPXNTNTLSDLLNL 
Band B 26.3 DQHFPXLHPXHTQS 
Band C 23.7 TPTEAPNPNFFAS 

ตารางท่ี 8 แสดงผล BLAST ของ N-terminal sequence ของ sialic acid binding lectin ท่ีสกดัจาก 
haemolymph ของกุง้กุลาด า 
 

Accession No. Description Total score Query 
coverage 

E value 

Band A 
CAN68872.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 32.9 66% 5.2 
CAN66651.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 32.9 66% 5.2 
CAN69162.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 54.3 66% 5.2 
CAN67571.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 32.9 66% 5.2 
CAN75928.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 32.9 66% 5.2 

Band B 

XP_569073.1 
adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate transaminase [Cryptococcus neoformans 
var. neoformans JEC21]   

27.4 57% 243 

YP_002485805.1 HAD-superfamily hydrolase, subfamily IIB [Cyanothece sp. PCC 7425]  27.4 64% 243 
ZP_01472158.1 RecJ exonuclease [Synechococcus sp. RS9916]  26.9 78% 325 
XP_001966677.1 GF17143 [Drosophila ananassae]  26.5 64% 437 
ZP_03542380.1 Vanillate monooxygenase [Comamonas testosteroni KF-1]  29.9 85% 42 

Band C 
XP_001936112.1 WD repeat containing protein 44 [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP]  28.2 69% 135 
XP_001613779.1 hypothetical protein [Plasmodium vivax SaI-1]  27.8 69% 181 
YP_366779.1 hypothetical protein Bcep18194_C7091 [Burkholderia sp. 383]  27.8 84% 181 
CAE53096.1 alpha-5 collagen [Paracentrotus lividus] 50.5 69% 181 
XP_002817203.1 PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: midasin-like [Pongo abelii] 27.4 76% 243 

 

 



6. การสร้าง cDNA library จาก RNA ทีส่กดัจาก haemocyte ของกุ้งกุลาด า 
ท าการสร้าง cDNA library โดยใช ้mRNA  ท่ีสกดัจาก haemocyte ของกุง้กุลาด าเป็น template ใน

การสร้าง cDNA ผล packaging efficiency ของ library คือ 104 pfu/µL และจากการตรวจหายนีเป้าหมายจาก 
cDNA library โดยใช ้ polyclonal antibody ท่ีสร้างไดผ้ลปรากฏวา่ไม่พบผลบวกกบั plaque ท่ีท าการ
วเิคราะห์จ านวน 5000 plaque (10 plate) 
 
7. การหาล าดับนิวคลิโอไทด์ของยนี sialic acid binding lectin ในกุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Degenerate PCR 
และ RACE-PCR 

ท าการ amplify ยนีดว้ยวธีิ degenerate PCR โดยใชก้ารจบัคู่ระหวา่ง forward และ reverse primer ท่ี
ออกแบบจากล าดบันิวคลิโอไทดข์อง N-terminal sequence ของ band A, B, และ C ผล PCR แสดงดงัรูปท่ี 5 
พบวา่มี PCR product เกิดข้ึนเม่ือใชไ้พรเมอร์ SBL-A1 ร่วมกบั SBL-R, SBL-B1 ร่วมกบั SBL-R, และ SBL-
A1 ร่วมกบั SBL-CR เม่ือน า PCR product ทั้ง 3 band มาโคลน, sequence (รูปท่ี 6), และ BLAST ผลปรากฏ
วา่ Sequence ทั้ง 2 ไม่ตรงกบั peptide sequence ของ Band A, B, และ C (ตารางท่ี 9) ท่ีไดใ้นตอนแรก จึง
น่าจะเกิดจาก non specific binding ของ primer 
 

            A    B 
 

รูปท่ี 5 ผล PCR จาก cDNA template สร้างจาก mRNA ของ haemocyte ของกุง้กุลาด าโดยใช ้ degenerate 
primer ท่ีออกแบบจาก peptide sequence ของ band A, B, และ C ในรูป A แสดง   molecular Marker 100 bp 
(M), ผลผลิต PCR จากการใช ้ primer ร่วมกนัของ SBL-A1 และ SBL-R (1),  SBL-A2 และ SBL-R (2), 
SBL-B1 และ SBL-R (3), และ SBL-A1 และ SBL-CR (4) ส่วนในรูป B แสดง molecular Marker 100 bp 
(M)และผลผลิต PCR จากการใช ้primer ร่วมกนัของ SBL-A1 และ SBL-CR 



A. SBL-A1+SBL-R  
AAACNNACTTNATTGNTGGNTTNAATCCACGGGCTCTTCAGCCCCAAAATACGCGGGATCCAAGCAATGCCTACCCGGCTTCT
GACCACTCCGCTATCATTTTTACGTAGATCCTGAGGATTCTCGGGAGCCTTACACGGATTTGCACCGTTGTTCCTGACACCACT
GTTTACTAACGTGCAGTGGACCGTGAGGTGAATGCAGGTAATTCTGAACACCACAAAAATTTACAAAATGATTACTGGAGGTT
AACACAGCTTGTAAAGGCAACTGCTGATCCAACTCATGACTTCAGCAAGTTTAACACAGGAAACAAGGAAACATTGGATACA
ATTCCTAAAGAGAAAGGCGTAAATGTCCGATATGCTCTGCTGGACTTTGACAAAAGATGGTACTCTTTCACATTGTGGACTTAT
TGTCCTGAGCAAAGAAAGTTTAGACAAGCTGCGTTCACTGCTGCTGGAATTTTTTTCTGACGTTGAGAATAAAAATGTGACCTT
ACCTGAGTGGAAGAGTTACCCCTTTGGCCCTGAAAGGGGTCTTAATATGGATTTGTTGTGTCTGTGAAGGATATTCCGAACTA
GGCAAATTACATTTCCGATCCCAGATCTTGCACGCCGATTATAAGACAGCCTCCAGGCCCCTATGTGGGGCATCTCATCTGGC
ATGAAGGG 

 
B. SBL-B1+SBL-R 
TGCCTACACCCCTGCCACACGTGCTGAAGTGTCTGATGTTGGTAATGCTATTCTTGATGGTGCTGACTGTGTCATGCTGTCTGG
TGAAACTGCTAAGGGAGACTACCCTCTTGTGTGTGTGCGAACCATGGCCAATATTGCACGTGAAGCTGAAGCTGCAATTTGGC
ACAAGCAACTCTTCACTGAGCTGTCTCAGCAGGTCCAACTGCCCACTGACTCAACACACACCACAGCCATTGCTGCTGTTGAA
GCTTCATTCAAAGCAATGGCCACAGCCATTATTGTTATTACCACCACTGGTCGCTCTGCTCATTTGGTTTCAAAGTACAGGCCT
CGCTGCCCAATTGTGGCTGTAACTCGATTCCCACAGGTGGCCAGACAGTGCCATCTCTACCGTGGTATTATTCCCATCCACTAC
ACTGCTGAACGTATTGAAGACTGGATGAATGATGTCAATGCTCGCGTAGACTATGCTGTTCAGTATGGCATGGGTGCAGGCAA 
 

C. SBL-A1+SBL-CR 
GCAAAAAAGTTTGGATTTGGTGGCGAGCTTCTGCCTTGTGAACATAGGTTGGTCTCTTGGTGAAGGGGAATCTCTCAGCAATA
TTAAGGAGTGCATATCTTTTGTGCCCTATATATGCTTAGTCACATTTCCTGCTAGAGCACTTCATGCACTGGCTCCTTGAAGCA
AAGTTCAGAAAATTGCAGTCACTGCATTCCCAGTCACCAGGTCTAGCACGACCACCCTCTCTGGGGACTTTGCACCTGTAGCA
GAAACCACGGTGTGCATAGTTGCTAAATGAACAATGTGGGCAATCCCAATCTCCAGGCCTGCTGCCGCCTCCGCCACCACCAC
CACCACGAGGGCTAGAGAAGTCACCCCCTGCAACATCTCTGGGGCAAGGACACTTGTTGCAAATTCCACGCGAAGAGAAGTT
ATGGTATTTGCACTCGGGGCAAATCCAGTCCCCGGGTCGCATATCACGGATCCCACCTCCGCCACCACCTACTCGTCCTCCAGA
GCCAAAGGAGTCCATATCCTTTGGGATTCGGCACTTCAAACAAGCTGTGCGAGATGCATAGTTGATGAATTTGCAGCTTGGGC
AGTCCCAATCTCCAGGCTTTCTGCTGTTCCGACCACCACTGGAGTAACGGTCCCTGCCCGAGTCCTTGTCTGAATAACGGTCCC
ATCCTCCAGCATCCTGCTCGCTCGCACCTCCCCAATCATCTCGTCCAGAATCCTCCATTTTGTCTTCAGGACCTCAAGCAAGCA
AGCACGAGAGGAATACTATAAAGCACAGAGCCGGTGTTCAACGTGTCCTCTCGGCCTCTCCCCCCCGCGTACTCTGCGTTGAT
ACCACTGCTTA 

 
รูปท่ี 6 ผลล าดบันิวคลิโอไทด์ ของ PCR product ท่ีใชไ้พรเมอร์ SBL-A1+SBL-R (A) และ SBL-B1+SBL-R 
(B) 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี 9 ผล BLAST ของ PCR product ท่ีใชไ้พรเมอร์ SBL-A1+SBL-R (A) และ SBL-B1+SBL-R (B) 
 

Accession No. Description Total score Query 
coverage 

E value 

SBL-A1+SBL-R 
XP_001194830.1 similar to Insulin-degrading enzyme [Strongylocentrotus purpuratus] 155 80% 6e-30 
XP_795975.2 similar to Insulin-degrading enzyme, partial [Strongylocentrotus purpuratus] 155 80% 6e-30 
XP_001603463.1 similar to metalloprotease [Nasonia vitripennis] 152 79% 7e-29 

XP_396981.2 
similar to Insulin-degrading enzyme (Insulysin) (Insulinase) (Insulin protease) [Apis 
mellifera] 

147 63% 3e-27 

EFN82364.1 Insulin-degrading enzyme [Harpegnathos saltator] 146 82% 5e-27 
SBL-B1+SBL-R 

ABY66597.1 pyruvate kinase 2 [Litopenaeus vannamei] 286 96% 5e-76 
ABY66598.1 pyruvate kinase 3 [Litopenaeus vannamei] 281 96% 3e-74 
ABO21408.1 pyruvate kinase [Litopenaeus vannamei] 281 96% 3e-74 
XP_001600651.1 similar to pyruvate kinase [Nasonia vitripennis] 218 97% 2e-55 

XP_966698.1 
similar to pyruvate kinase isoform 1 [Tribolium castaneum] >gb|EEZ97193.1| 
hypothetical protein TcasGA2_TC004380 [Tribolium castaneum] 

213 96% 5e-54 

SBL-A1+SBL-CR 
CBI15580.1 unnamed protein product [Vitis vinifera] 204 55% 4e-26 
CAN69472.1 hypothetical protein [Vitis vinifera] 225 55% 9e-20 
NP_175290.1 zinc finger (Ran-binding) family protein [Arabidopsis thaliana]  145 64% 9e-20 
XP_002321514.1 predicted protein [Populus trichocarpa]  345 57% 8e-18 
XP_002318517.1 predicted protein [Populus trichocarpa]  542 57% 1e-17 

 

ผลการหา 3’ end ดว้ย PCR โดยใช ้primer SBL-A1 ร่วมกบั Not I,  SBL-A1 ร่วมกบั Sal I, และ SBL-A2 
ร่วมกบั Not I  ได ้DNA product ขนาดประมาณ 1400, 400, และ 500 bp ตามล าดบั (รูปท่ี 7) หลงัจากหา
ล าดบันิวคลิโอไทดบ์างส่วนของ DNA ทั้ง 3 ช้ิน ผล BLAST ท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ DNA ทั้ง 3 ช้ินไม่ใช่ยนีท่ี 
encode โปรตีนเป้าหมาย ส่วนการท า RACE-PCR นั้นไม่มี product ท่ีชดัเจนเกิดข้ึนในทุก primer 
combination ของการท า PCR และ nested PCR 
 
A. SBL-A1+Not I 
GAATTCGCGGCCGCTGGAGATTTGCTTATTTACATCCATGTCCAGCAACACTCTCGCTTTGCATCGTCATTTGCA

TAGATAACGGAAAGGGGACCCTGNTCGCTCTGACAGGCGAATGGGTATCGAGCGGATCCATCTGTCATAGACGTC

GGATGACGGGCTTCTCGGTCGGTGTACGCAAAGCTGATGAGACCATCGACTCCGTAGTGTGACAATAGAGAATAT

TTAGCTAGCTGAGATTGGTCCACCTCTCTAAAACCTCTGACCGCTAATCGCTCGAAGGGTTCCTGCGTTCTCGCT

CTTATTCCTTCGAGAGTAGTGGTCACGTTATCGCCTTGCGGCGATTTGGAAAAAGGATGATACCACGCTTCTATT

CCTCGGGTTAGCATACCTTCGGCGGGAGTCTGTCCGCATTCGAAACCGCCCATATAAGGAATATTTATACCGTAA

GTGTGTATCATTTCTCATCGGGTGGAGGAGGGGGGTCGTTTCTTCGTCTTTCTTGTTCTTGGCGGTTCTGTCGTC

GTGTATCGTTCTATTGCTATTCTTGCCCGTGGACTGTTTTATCGACATTGATATTACCCATAACAGGTGTTCCGT

ACATGGNCACGATNCCCTTGGGGGCCTTCGNGCCANNCAGAAAAGGTNTTATCCGCATACCNCATTAGGGGAAAA

CTCTGCAACNGGATTCGTACAAATCGACGANTCGNNTCNTGAATNAACGNCCNTTTGCTTCTCTTATGAGTANGT

GTGAANGTGGGCCNATATCCGTNGTTTCCCANNGNTNCNCGNAAANNNANCCNGTNAATCTCNGGCCCGGTCCAC

GGGCNACAGGGCNTCNANGNAGGACAGGTNTTGNAAAACGNTNANGCGNTNNTTGGGGTGAACNAGGGGTTGGAN

TCCGNCNCCTCCCCGTTNAANTACTCCCTCNNGNCGGGGNGNTTNNNNNNAANATNNGAGNTGGNTACAACGTNA

NN 

 



 
B. SBL-A1+SalI 
 
GACCAGCACTTCCCATGTAATCCACGTGCCACCACCCCCGAGCAATAACATCATTATCAAATGAATTTGAGTAAC

TTTAACCTCCCGATAGAACATGTAAAGGAAATATTTACTTGACAACTTTGAGACTAGAATGTATCTGGATAATTG

TATAGATGTGTTCCGGGAATGAATGATTATGTTAGTGTGTGTGTAAGGACTGATTTGATTTTCAGGCTGTTATTT

TTCTACAAAGGAGTACTCAAATTGGTTTTTATGTTCTATGTAGTGTTTTGGTGTTTTAGTAAAGCATGTCAGTGA

CGTATAACCAAATGAAAACCTCAAATAAAAGAGGAAAATCTTAAAAAAAAAAAAAAAATCGATGTCGACTCGAGT

C 

 
C. SBL-A2+Not I 
GAATTCGCGGCCGCTGATAGGTCTGGGATGCCCCTATAGCGAGGTCACCGAGGGCTTTCAAAAGGAGATTTTGTC

AGGTCGTCTTGGGTCGGTGTCGGGTCGTAGGTGTCGAATCCGGGTCGTCCTTGNCTTCCGTACCGTGTCGTGGAT

GTTTAATCCGGGTCGTTTTGTTTTCGATGTTGTGTCGTCGATGTTTATCCCGGGTCGTGTTATCGATATTGTGTC

GTCTGCTTAAATTGTGGGTCGTTCTTGCCTACATACCGGGTCGTCTTGTTTTCGATGTTGTGTCGTCGATGTTTA

TTCCGGGTCGTGTTATCGACATGTGTCGGTGTTGCATGGTGGGTTGCAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG

CAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGC

TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC

GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCC

GCTTNCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGANAGGCGGTTGCGTATT

GGGCGCTCTCCGCTTCCTCGCTCACTGANCNCTGCNCCGGNCGTCGGCTGCGCNACGGANCACTCACCAAGGCGT

ANCGGTANCNAAATNGGGATACCAGAAAANTNNANCAAGNCACAAAGCAAACTAAAGCGGTGTGNTTTCNAGNCN

CCNANACTAAATACCATAAGGGACCNAGANAAACNGTCCGAACCNCCCTTCACGCTCGAAGCCTCNGNAGGCCNA

CCNNTANGNNCCAGGTCACCCCCCCCGANTNCAATCNCNAAAATGGATGNCAATCCNATNNCGNAAANNNNAAAA

ACCCNC 

 
 

รูปท่ี 7 ผลล าดบันิวคลิโอไทด์ทางดา้น 3’ โดยเทคนิค PCR ท่ีใชไ้พรเมอร์ SBL-A1+Not I (A), SBL-A1+Sal 
I (B)และ SBL-A2+Not I (B) 
 

ไดท้  าการ amplify ยนีดว้ยวธีิ degenerate PCR โดยใชก้ารจบัคู่ระหวา่ง forward และ reverse primer 
จากอวยัวะอ่ืนๆ ของกุง้นอกเหนือจาก haemocyte ผลการทดลองท่ีไดส่้วนใหญ่ไม่ปรากฏวา่มีผลผลิต DNA 
เกิดข้ึนจากการ amplify ในอวยัวะอ่ืนๆ ยกเวน้ในกลา้มเน้ือซ่ึงพบ band ขนาดประมาณ 600 bp จากผลรวม
ของ primer SBL-B1+SBL-R (รูปท่ี 8) เม่ือท าการหาล าดบันิวคลิโอไทดข์อง band ดงักล่าวพบวา่ผล 
sequence ท่ีไดเ้หมือนกบัท่ีไดจ้ากการ amplify จาก haemocyte โดยใช ้primer คู่เดียวกนั(รูปท่ี 8B) 
 



 

 

รูปท่ี  ผล PCR จาก cDNA template สร้างจากอวยัวะต่าง ๆ ของกุง้กลุาด า ไดแ้ก่ hepatopancreas 
(HP), epidermis (EP), testis (TI), intestine (IN), lymphoid organ (LP), stomach (ST), muscle 
(MU), และ heart (HT) โดยใช ้degenerate primer ท่ีออกแบบจาก peptide sequence ของ band 
A, B, และ C ในรูป A แสดงผลจากการใช ้ SBL-A1และ SBL-R ส่วนในรูป B เป็นแสดงผลจาก
การใช ้ SBL-B1และ SBL-R 
 
บทวจิารณ์  

การแยกสกดั sialic acid binding lectin โดยใช ้ fetuin agarose column จาก haemolymph ของกุง้
กุลาด า โดยใช ้eluter 2 แบบ คือ EDTA และ N-acetyl-galactosamine จากผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่โปรตีนท่ี
ไดจ้ะมี haemagglutination activity ท่ีสูงมากเม่ือเทียบกบั crude haemolymph หรือโปรตีนส่วนๆ อ่ืนท่ีแยก
ออกไป ก็แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนท่ีแยกไดน้ี้มีความเป็น haemagglutinin สูง ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของ 
lectin อยา่งชดัเจน ดงันั้นผลท่ีไดจึ้งยนืยนัความเป็น lectin ของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้าก haemolymph ของกุง้
กุลาด า เม่ือท าการวิเคราะห์โปรตีนท่ีสกดัไดโ้ดยใช ้ SDS-PAGE พบวา่โปรตีนประกอบดว้ย peptide หลาย
ขนาด โดยเฉพาะเม่ือใช ้eluter ท่ีต่างกนัก็จะใหผ้ลลพัธ์ ท่ีต่างกนั คือ ถา้ใช ้20 mM EDTA เป็น eluter จะได ้
peptide 6 band ท่ีมีขนาด 60.0, 57.6, 47.6, 31.2, 26.3, และ 23.7 kDa ตามล าดบัในขณะท่ีใช ้GalNAc เป็น 
eluter จะได ้peptide band หลกัจ านวน 2 band ท่ีต่างออกไปคือมีขนาด 42.0 และ 31.2 kDa การใช ้eluter ท่ี
ต่างกนัท าใหบ้่งช้ีคุณสมบติัของโปรตีนท่ีต่างกนัได ้คือ EDTA จะท าหนา้ท่ีเป็น chaelater คือจะยบัย ั้งพนัธะ
ท่ีมีโลหะหนกัเป็นปัจจยัในการสร้างพนัธะ ดงันั้นโปรตีนท่ีสามารถถูกชะไดเ้ม่ือไดรั้บ EDTA จึงสามารถ
บอกไดว้า่โปรตีนดงักล่าวมีโลหะหนกัเป็นองคป์ระกอบส าคญัในการสร้างพนัธะกบั sialic acid ในการ
ทดลองน้ีคือแคลเซียม ซ่ึงการเป็น calcium-dependent protein นั้นจึงเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของ C-type 
lectin จากผลการทดลองท่ีไดจึ้งสามารถบอกไดว้า่ sialic acid binding protein ท่ีไดจ้ากการelute ดว้ย EDTA 



คือ องคป์ระกอบของ C-type lectin ในขณะท่ีการใช ้ GalNAc เป็น eluter นั้นจะยบัย ั้งพนัธะท่ีจ าเพาะต่อ 
GalNAc ซ่ึงอาจตอ้งการหรือไม่ตอ้ง calcium ในการสร้างพนัธะก็ได ้ดงันั้นโปรตีนท่ีถูกชะดว้ย GalNAc จึง
เป็นโปรตีนอาจไม่จ  าเป็นตอ้งใช ้ calcium ในการท าปฏิกิริยา ซ่ึงความแตกต่างของโปรตีนจากการใช ้ eluter 
ทั้ง 2 ชนิดแสดงผลยนืยนัไดจ้ากผลของการท า Western blot analysis ซ่ึงพบวา่โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ี
สร้างจากโปรตีนท่ีสกดัโดยใช ้ EDTA เป็น eluter ไม่สามารถจบัแบบจ าเพาะกบัโปรตีนท่ีใช ้ GalNAc เป็น 
eluter ได ้จากผลการทดลองท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ sialic acisd binding lectin ใน haemolymph ของกุง้กุลาด า
นั้นมีมากกวา่หน่ึงชนิดและมีลกัษณะสมบติัในการเกิดพนัะท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดน้ี้ต่างจาก
การศึกษาของ Ratanapo and Chulavatanatol (1990) ท่ีพบวา่เลือดของกุง้มีโปรตีนซ่ึงมีความสามารถในการ
เกาะกบั fetuin-agarose column ไดเ้พียงชนิดเดียวคือ monodin ซ่ึงสาเหตุน่าจะเกิดจากการใชว้ธีิการเตรียม 
haemolymph ท่ีต่างกนัคือในวธีิของ Ratanapo and Chulavatanatol (1990) จะปล่อยให ้haemolymph เกิดการ
แขง็ตวั (clotting) แลว้จึงน าส่วนท่ียงัคงเป็นของเหลวไปผา่นขั้นตอนการแยกสกดั ส่วนในการทดลองน้ีจะ
ใชว้ธีิผสม haemolymph สาร anticoagulant แลว้ท าการแยกเมด็เลือดออกแลว้จึงท า dialysis เพื่อก าจดัสาร 
anticoagulant ก่อนน าไปแยกสกดั จึงท าใหผ้ลการแยกสกดั sialic acid binding protein ท่ีไดมี้ความแตกต่าง
กนั อยา่งไรก็ตาม จากผลการทดลองยงัสังเกตไดว้า่โปรตีนท่ีไดจ้ากการใช ้eluter ต่างกนันั้นจะมี peptide ท่ีมี
ขนาดใกลเ้คียงกนัคือประมาณ 30 kDa ซ่ึงพบไดใ้นการใช ้eluter แต่ละแบบซ่ึงสอดคลอ้งกบัในงานวจิยัของ 
Ratanapo และ Chulavatnatol (1990) ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่ monodin มีขนาด subunit ประมาณ 27 kDa 
และมี native MW เท่ากบั 420 kDa ซ่ึงน่าจะมีหนา้ท่ีส าคญัต่อระบบภูมิคุม้กนัของกุง้กุลาด า ดงันั้นใน
งานวจิยัน้ีจึงเลือก peptide จ  านวน 3 ช้ินท่ีมีขนาด 31.2, 26.3 และ 23.7 kDa มาท าการหาล าดบักรดอะมิโน
บริเวณปลาย N-terminal ผลการวเิคราะห์แสดงใหเ้ห็นล าดบักรดอะมิโนท่ีต่างกนัซ่ึงยนืยนัความหลากหลาย
ของ peptide ท่ีมีคุณสมบติัจ าเพาะต่อ sialic acid ในกุง้กุลาด า 

ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ N-terminal ทั้ง 3 ช้ินกบัของโปรตีนอ่ืน ๆท่ีมีรายงานใน 
GenBank database พบวา่ peptide ทั้ง 3 ช้ินมีความแตกต่างกบัโปรตีนอ่ืนๆ ทีมีรายงานมาก่อนและอาจเป็น
เพราะล าดบักรดอะมิโนมีขนาดท่ีสั้นจึงท าใหก้ารก าหนดชนิดของ peptide ทั้ง 3 ช้ินจึงไม่สามารถท าได ้ 
ดงันั้นจึงตอ้งออกแบบ primer จากล าดบักรดอะมิโนของ N-terminal ทั้ง 3 ช้ิน เพื่อใชใ้นการท า PCR ซ่ึงผล
การท า degenerate PCR โดยการใช ้ combination ของ forward และ reverse primer ท่ีสร้างข้ึนจ านวน 6 
combination และ amplify ใน 9 อวยัวะไดแ้ก่ haemocyte, hepatopancreas, epidermis, IT, intestine, 
lymphoid organ, stomach, muscle, และ heart ผลท่ีไดย้งัไม่พบ DNA ท่ี encode เป็น peptide ทั้ง 3 ช้ิน 
เช่นเดียวกบัผลการหายนีจาก cDNA library โดยใช ้ antibody ซ่ึงผลท่ีไดคื้อไม่พบ plaque ท่ีผลิตโปรตีนท่ี
จ าเพาะกบั antibody ท่ีสร้างไว ้ 
 
 
 



ตารางท่ี 10 แสดง C-type lectin ท่ีมีการศึกษาวจิยัในกุง้ทะเล 
 

Species Lectin name Agglutinating activity References 
Fenneropenaeus merguiensis FmLC,  V.harveyi Rattanaporn, et al., 2010 

FmL V.harveyi Rittidach et al., 2007 
Fenneropenaeus chinensis Fclectin gram-negative bacteria 

gram-positive bacteria 
WSSV 

Liu et al., 2007 
 

FchsL gram-negative bacteria 
gram-positive bacteria 
WSSV 

Sun et al., 2008 
 

FcLec1 gram-negative bacteria 
gram-negative bacteria 
WSSV 

Sun et al., 2008 
 

FcLec2 gram-negative bacteria 
WSSV 

Zhang et al., 2009a 
 

FcLec3 Vibrio, WSSV Wang et al., 2009a 
FcLec4 Vibrio, WSSV Wang et al., 2009b 
FcLec5 Vibrio, WSSV Xu et al., 2010 

Marsupenaeus japonicus MjLecA WSSV Song et al., 2010 
MjLecB WSSV Song et al., 2010 
MjLecC WSSV Song et al., 2010 

Litopenaeus vannamei LvLec WSSV Zhang et al., 2009b 
LvCTL1 WSSV Zhao et al., 2008 
LvLT E.coli Ma et al., 2007 

Litopenaeus setiferus LsL gram-negative bacteria 
gram-positive bacteria 

Alpuche et al., 2005 

Penaeus monodon PmLT WSSV Ma et al., 2008 
PmAV WSSV Liu et al., 2003 

 

ณ ปัจจุบนัมีงานวจิยัและศึกษาลกัษณะสมบติัของยนี lectinในกุง้ทะเลข้ึน (ตารางท่ี 10) รวมถึง 
lectin ในกุง้กุลาด าดว้ย เม่ือน าล าดบันิวคลิโอไทดข์อง sialic acid binding protein ท่ีไดจ้ากการศึกษาวจิยัคร้ัง
น้ีไปเปรียบเทียบกบัขอ้มูลล าดบันิวคลิโอไทดข์อง lectin ในกุง้ทะเลอ่ืน ๆ เท่าท่ีมีรายงานก็ยงัไม่พบวา่มีชนิด
ใดท่ีมีโครงสร้างโมเลกุลท่ีคลา้ยกนั นอกจากน้ีมีการสร้าง EST cDNA libraries จากอวยัวะของกุง้กุลาด า
เกือบจะคลอบคลุมอวยัวะและสถานะท่ีส าคญัของกุง้ทั้งหมด โดย Tassanakajon และคณะ (2006) ไดท้  าการ



สร้าง EST libraries จ านวน 15 libraries โดยคลอบคลุม 6 อวยัวะของกุง้กุลาด าไดแ้ก่ eyestalk, 
hepatopancrease, haematopoietic tissue, haemocyte, lymphoid organ, และ ovary จากกุง้ท่ีอยูใ่นสถานะต่าง 
ๆกนั ไดแ้ก่ กุง้ปกติ กุง้ท่ีไดรั้บความเครียดจากอุณหภูมิ การติดเช้ือแบคทีเรียและไวรัส โดยมีจ านวนรวม
ของ transcript ท่ีไดรั้บการวเิคราะห์ล าดบันิวคลิโอไทด์แลว้ทั้งหมดประมาณ 10,100 โคลน สามารถระบุวา่
เป็นยนีของ lectin ไดป้ระมาณ 123 โคลน เม่ือน าล าดบันิวคลิโอไทดข์อง N-terminal จาก sialic acid binding 
protein ทั้ง 3 ส่วนท่ีไดจ้ากงานวจิยัน้ีไปเปรียบเทียบกบั transcript ทั้งหมดรวมถึงท่ีเป็น lectin ทั้งหมดดว้ย 
ผลท่ีไดก้็ยงัไม่มียนีใดท่ีมีความคลา้ยคลึงกบั sialic acid binding protein ทั้ง 3 ส่วน จากผลลพัธ์ท่ีไดน้ี้ท าให้
ประเมินไดว้า่โปรตีนท่ีไดจ้ากงานวจิยัน้ีน่าจะมีเอกลษัณ์ทางโครงสร้างโมเลกุลท่ีแตกต่างจากโปรตีนอ่ืนๆ 
มาก และยนีท่ี encode โปรตีนในการศึกษาคร้ังน้ีอาจมีขนาดท่ีใหญ่มากท าใหก้ารหาล าดบันิวคลิโอไทดด์ว้ย
วธีิ PCR และการตรวจวดั library ดว้ย antibody จะท าไดย้าก ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งหาแนวทางอ่ืนๆ เพิ่มข้ึน
โดยอาจท าการศึกษาทาง proteomics เพิ่มข้ึนโดยการท า internal peptide sequencing และ เทคนิค mass 
spectrometry ใหม้ากข้ึน 
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