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 กุงกุลาดํา Penaeus monodon เปนสปชีรท่ีมีความสําคัญตออุตสาหกรรมการเล้ียงกุงของประเทศไทย แตการ
ระบาดของเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวทําใหเกิดความเสียหายตอเศรษฐกิจอยางมาก ท้ังนี้เพ่ือศึกษาระบบภูมิคุมกันของกุง
ตอเชื้อไวรัส ในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีน viral responsive protein 15 (PmVRP15) ท่ีมีการ
แสดงออกเพ่ิมมากขึ้นหลังจากกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และคนหาและศึกษาลักษณะสมบัติของ miRNA ท่ี
เกี่ยวของกับการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสในกุง เมื่อยับย้ังการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยเทคนิค RNA 
interference ในกุงท่ีติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวาการแสดงออกของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว และอัตราการตายของ
กุงลดลง ชี้ใหเห็นวายีน PmVRP15 มีความสําคัญกับการเพ่ิมจํานวนไวรัสในกุง และยังพบวาโปรตีน WSV399 สามารถ
จับกับโปรตีน PmVRP15 ดวยตรวจสอบดวยเทคนิค Yeast two-hybrid และ Co-immunoprecipiation เมื่อหาตําแหนง
บนไวรัสตัวแดงดวงขาวดวย เทคนิค immunobloting analysis และ immunoelectron microscopy พบวาโปรตีน 
WSV399 เปนโปรตีนโครงสรางท่ีอยูในสวนของ Tegument นอกจากนี้ไดศึกษาการควบคุมการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดและศึกษาลักษณะสมบัติของโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 จากน้ันทําการ
หาสวนท่ีสําคัญท่ีเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน พบวาบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -525 ถึง -
428 และ ตําแหนง -287 ถึง -209 นาจะเปนบริเวณท่ีมี repressor และ activator มาจับและควบคุมการแสดงออกของ
ยีนตามลําดับ จากนั้นใชโปรแกรมคอมพิวเตอร และใชเทคนิค Site-directed mutagenesis ในการตรวจสอบตําแหนงท่ี
มีผลตอการแสดงออกของยีน จากผลการทดลองพบวาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง - 525 ถึง -428 มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีจําเพาะกับ interferon regulatory factor (IRF) ซึ่งคาดวาทําหนาท่ีเปน repressor ในการควบคุมการแสดงออก
ของยีน PmVRP15 และ บริเวณลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -287 ถึง -209 พบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีจําเพาะกับ 
octamer transcription factor (Oct-1) และ nuclear factor of activated T cells (NFAT) ท่ีคาดวาทําหนาท่ีเปน 
activator ในการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 งานวิจัยอีกสวนหนึ่งไดทําการคนหาไมโครอารเอ็นเอ 
(microRNA; miRNA) ซึ่งเปน RNA ขนาดเล็กท่ีทําหนาท่ีควมคุมกระบวนการตางๆ ในส่ิงมีชีวิตรวมถึงระบบภูมิคุมกัน 
โดยใชเทคนิค  Next generation sequencing โดยสามารถระบุชนิดของ miRNA homolog ท่ีแสดงออกในเซลลเม็ด
เลือดของกุงกุลาดําท่ีติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวได 46 ชนิด เมื่อวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA homolog ท่ีสนใจ
จํานวน 16 ชนิดดวยเทคนิค Stem-loop real-time RT-PCR พบวามี miRNA 11 ชนิดท่ีมีการแสดงออกเปล่ียนแปลงไป
หลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และ miRNA 2 ชนิด ไดแก pmo-miR-317 และ pmo-miR-750 มีระดับการ
แสดงออกเปล่ียนแปลงไปอยางมาก จากการทํานายยีนเปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร พบวา 
miRNA สามารถจับกับบริเวณ 5’UTR ORF และ 3’UTR ของยีนเปาหมายที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของกุง เชนยีน
ในโปรแกรมการตายของเซลล เปปไทดตานจุลชีพ ระบบโพรฟนอลออกซิเดส โปรติเนส ตัวยับย้ังโปรติเนส การส่ือสาร
ของเซลล และโปรตีนฮีตช็อค จากนั้นศึกษาหนาท่ีของ pmo-bantam ท่ีมีความอนุรักษในส่ิงมีชีวิตดวย Luciferase 
reporter assay พบวา pmo-bantam สามารถควบคุมการแสดงออกของ Kunitz-type serine protease inhibitor 
(KuSPI) โดยจับท่ีบริเวณ 3’UTR ของยีนเปาหมายได การแสดงออกของ pmo-bantam และยีนเปาหมาย KuSPI ใน
อวัยวะน้ําเหลืองของกุงกุลาดําท่ีติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว มีความสอดคลองกัน  จากผลการทดลองขางตนสรุปไดวา 
miRNA มีหนาท่ีในการควบคุมการแสดงออกยีนในระบบภูมิคุมกันท่ีเกี่ยวของกับการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสในกุง 
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 Penaeus monodon is one of an important species for shrimp aquaculture in Thailand. However, viral 
infectious disease caused by white spot syndrome virus (WSSV) is vital to shrimp leading to economic 
collapse. To gain more knowledge on shrimp defense against viral infection, in this study, we characterized a 
viral responsive protein 15 (PmVRP15), the highly up-regulated gene identified in hemocyte of WSSV-infected 
shrimp with unknown function, as well as identified and characterized miRNAs that are involved in antiviral 
response. RNAi-mediated silencing of PmVRP15 gene in WSSV-infected shrimp showed a significant 
decrease in WSSV gene expression and the cumulative mortality of WSSV-infected shrimp suggesting its 
important role in viral propagation. The interaction between PmVRP15 and a WSSV protein, WSV399, was 
identified by yeast two-hybrid screening and co-immunoprecipitation (Co-IP). Immunobloting analysis (in vitro) 
and immunoelectron microscopy (in vivo) identified WSV399 as the tegument protein. Moreover, the regulation 
of PmVRP15 gene expression was studied by identification and characterization the promoter sequences. 
Promoter deletion assay identified (-525/-428) and (-287/- 209) nucleotide positions as repressor and activator 
binding sites, respectively. The computational analysis and site directed mutagenesis revealed that the 
repressor binding site (-525/-428) is regulated by interferon regulatory factor (IRF) and activator binding sites 
in (-287/-209) region are regulated by octamer transcription factor (Oct-1) and nuclear factor of activated T 
cells (NFAT). Moreover, microRNAs (miRNAs), a small RNA that functions in regulating various biological 
processes including immune system, were identified by Next generation sequencing. Forty-six miRNAs 
homologs that are expressed in WSSV-infected P. monodon hemocyte were identified and 16 interested 
miRNAs were analyzed for the expression profile by stem-loop real-time PCR. Eleven out of 16 miRNAs were 
differently expressed upon WSSV infection. Two miRNAs, pmo-miR-315 and pmo-miR-750, were highly 
responsive miRNAs upon WSSV infection. The target mRNAs focusing on immune-related genes of the 
identified miRNAs in P. monodon were predicted by in-house software against P. monodon EST database. 
From the prediction, miRNAs were targeted at 5’UTR, ORF and 3’UTR regions of several immune-related 
gene involved in apoptosis, antimicrobial peptides, prophenoloxidase system, proteinase and proteinase 
inhibitor, signaling transduction and heat-shock protein. To characterize the miRNA function, regulation of 
Kunitz-type serine protease inhibitor (KuSPI) by pmo-bantam which is highly conserved among organisms 
was analyzed by luciferase reporter assay. Correlation of pmo-bantam and KuSPI expression was revealed in 
lymphoid organ of WSSV-infected shrimp. These results implied that miRNA might play roles as immune gene 
regulators in shrimp antiviral response. 
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