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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 
คําหลัก : กุงกุลาดํา; ระบบภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส;  ไวรัสตัวแดงดวงขาว;  Viral responsive protein 15; microRNA 



 
 Abstract 

Project Code : RSA5580024 
Project Title :  Study of antiviral immunity of the black tiger shrimp, Penaeus monodon : Characterization of 
a viral responsive gene and identification of miRNAs involved in WSSV infection 
Investigator : Assistant Professor Dr. Kunlaya Somboonwiwat   Chulalongkorn University 
E-mail Address : kunlaya.s@chula.ac.th 
Project Period : 16 July 2012 – 15 July 2015 
 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. 
Keywords : Penaeus monodon; Antiviral immunity; White spot syndrome virus; Viral responsive protein 15 
(PmVRP15); microRNA 
 



1. บทนํา 

 อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงเปนแหลงรายไดที่สําคัญของประเทศไทย โดยการสงออกกุงมีมูลคามากกวา
สองพันลานดอลลารสหรัฐในป 2009 ดังนั้นการพัฒนาการเลี้ยงกุงอยางยั่งยืนจึงสําคัญตอเศรษฐกิจไทยอยางยิ่ง 
อยางไรก็ตามการเลี้ยงกุงในปจจุบันประสบปญหาโรคติดเชื้อในกุงโดยเฉพาะการติดเชื้อไวรัสที่สําคัญ เชน ไวรัส
ตัวแดงดวงขาว (White spot syndrome virus; WSSV) ไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus; YHV) และไวรัส
ทอรา (Taura syndrome virus; TSV) สงผลกระทบตอการเลี้ยงกุงในประเทศไทย ดังนั้นความเขาใจเก่ียวกับ
กลไกการตานทานเชื้อไวรัสจึงสําคัญตอการพัฒนาแนวทางการควบคุมโรคในกุงใหมีประสิทธิภาพ 

 ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปนดีเอ็นเอสายคู จัดอยูในตระกูล Nimaviridae จีนัส 
Whispovirus ปจจุบันไดทราบลําดับเบสของจีโนมไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีพบในไทย จีน และไตหวัน ซึ่งลําดับ
เบสของไวรัสจากทั้งสามแหลงมีเปอรเซ็นตความเหมือนรวมกันสูงถึง 99.3% ไวรัสตัวแดงดวงขาวสามารถติด
เชื้อไดในกุงทุกชนิดรวมถึงสัตวกลุม crustaceans ชนิดอื่นๆ เชน ปู ล็อบสเตอร เปนตน เมื่อกุงติดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาวจะทําใหกุงตาย 100% ภายใน 3-10 วันหลังติดเชื้อ ในปจจุบันเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวยังคงเปน
ไวรัสท่ีกอโรครุนแรง และเปนปญหาสําคัญตออุตสาหกรรมกุง 

 กุงมีระบบภูมิคุมกันแบบที่มีมาแตกําเนิด (innate immune system) 1) การตอบสนองโดยอาศัยเซลล
ประกอบดวย phagocytosis nodule formation และ encapsulation และ 2) การตอบสนองโดยน้ําเลือด
ประกอบดวย clotting system prophenoloxidase system และการสรางสารออกฤทธิ์ตางๆ เชน เปปไทดตาน
จุลชีพ protease และ proteinase inhibitor (Bachère 2000; Donpudsa et al. 2010; Tassanakajon et al. 
2011) อยางไรก็ตามขอมูลของกลไกตานทานไวรัสในกุงมีอยูนอยเนื่องจากขอจํากัดในการศึกษาไดแก การขาด
ลําดับเบสของจีโนมกุง และการขาดเซลลเพาะเลี้ยงที่มีความเสถียรเพียงพอสําหรับการศึกษาแบบ in vitro 

 การศึกษากลไกการตานทานไวรัสใน Drosophila ซึ่งเปนโมเดลในการศึกษาระบบภูมิคุมกันที่มีมาแต
กําเนิดมีมานานกวาทศวรรษ ระบบภูมิคุมกันนี้ตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสโดยเกิดการสงสัญญาณกระตุนการ
ทํางานของวิถีตางๆเพื่อกําจัดไวรัสรวมถึงวิถีการยับยั้งการแสดงออกของยีนดวยอารเอ็นเอขนาดเล็กเพื่อ
ตอบสนองตอเชื้อไวรัส ปจจุบันไดมีการคนพบยีนที่ถูกกระตุนเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสและยีนที่มีการแสดงออก
เพื่อใหกุงสามารถอยูรอดในสภาวะที่มีการติดเชื้อไวรัส จากการวิเคราะห microarray ของกุง P. monodon ที่ติด
เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและเชื้อไวรัสหัวเหลือง จากการทํา suppression subtractive cDNA libraries ของกุง 
P. monodon ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวไดพบยีนชนิดหนึ่ง ใหชื่อวา virus responsive protein (PmVRP15) 
ซึ่งมีการแสดงออกสูงหลังจากติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนั้นยังพบวายีน 
PmVRP15 แสดงออกสูงในเนื้อเยื่อตางๆของกุง ไดแก เซลลเม็ดเลือด เหงือก หัวใจ และอวัยวะน้ําเหลือง ในกุง
ที่เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (Prapavorarat et al. 2010) งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการทํางานของโปรตีน 
PmVRP15 และการควบคุมยีนนี้เพื่อใหเขาใจหนาที่ของยีนมากขึ้น 

 Double-stranded RNA (dsRNA) ทั้งจากที่เซลลสรางขึ้นและที่ไดรับจากภายนอกสามารถเกิด
กระบวนการ RNA interference (RNAi) ซึ่งเปนหนึ่งในวิถีการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยอาศัยอารเอ็นเอ
ขนาดเล็ก และความจําเพาะของลําดับเบส RNA silencing มีบทบาททั้งในการควบคุมการแสดงออกของยีนและ



กระบวนการตานทานไวรัสในพืชและสัตวไมมีกระดูกสันหลัง แตกตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมที่มีการตอบสนอง
ของ pan-antiviral interferon ซึ่งมีวัฒนาการสูงกวาการใช RNA silencing กระบวนการ RNAi ใน Drosophila 
ถูกคนพบแลว 3 วิถี ไดแก small interfering RNA (siRNA) microRNA (miRNA) และ Piwi-interacting 
(piRNA) (Fullaondo and Lee 2012)สวนในกุงมีการคนพบโปรตีนหลายชนิดท่ีเกี่ยวของกับ RNAi ยีนหลาย
ชนิดในส่ิงมีชีวิตสามารถถูกยับยั้งไดโดยการฉีด dsRNA ที่จําเพาะตอยีนเขาสูส่ิงมีชีวิต ซึ่งการฉีด dsRNA ที่
จําเพาะตอยีนของไวรัสสามารถปองกันการแพรกระจายของโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสในกุงได (Saksmerprome et 
al. 2009; Yodmuang et al. 2006) 

 microRNA (miRNA) เปนอารเอ็นเอที่ไมแปลรหัส มีขนาด 20-22 นิวคลีโอไทด ทําหนาที่ในการควบคุม
การแสดงออกของยีน การสังเคราะหเริ่มจาก primary miRNA (pri-miRNA) ถอดรหัสโดย RNA polymerase II 
ในนิวเคลียส จากนั้นผานกระบวนการตางๆ ไดเปน precursor miRNA (pre-miRNA) แลวถูกสงออกสูไซ
โทพลาสซึมโดย exportin 5 และถูกตัดโดย RNase III enzyme Dicer ไดเปน miRNA duplex ขนาดประมาณ 
21 นิวคลีโอไทด หลังจากนั้น mature miRNA จะเขารวมกับ RNA-induced silencing complex (RISC) ซึ่ง
สามารถไปควบคุม mRNA เปาหมายโดยเขาคูกับ mRNA เปาหมายบริเวณ 3’UTR สงผลใหเกิดการสลายของ 
RNA หรือ การยับยั้งการแปลรหัส miRNA ถูกคนพบในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ซึ่งมีบทบาทในพัฒนาการและ
กระบวนการทํางานของรางกายรวมถึงระบบภูมิคุมกัน งานวิจัยเผยวา miRNA ควบคุมระบบภูมิคุมกันโดย
ตอบสนองตอสวนประกอบของแบคทีเรีย เชน Lipopolysaccharide (LPS) ในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมพบ 
miRNA ทําหนาที่ในระบบภูมิคุมกัน เชน miR-24 และ miR-93 ในหนูควบคุมการแสดงออกของโปรตีน 
vesicular stomatitis virus (VSV) และ miRNA อื่นๆ ที่ยับยั้งการ replication ของ human immunodeficiency 
virus-1 (HIV-1) โดยจับที่บริเวณจีโนมของไวรัส เชน miR-28 miR-125b miR-150 miR-223 และ miR-382 

 งานวิจัยเกี่ยวกับ miRNA ในกุงมีการตีพิมพครั้งแรกเมื่อป พ.ศ. 2554 โดยมีการคนพบ miRNA 35 ชนิดใน
เซลลเม็ดเลือดของกุง Masupenaeus japonicus ซึ่ง 15 ชนิดมีความคลายคลึงกับ miRNA ในสัตวกลุม arthropod ท่ี
เหลืออีก 20 ชนิดคาดวาเปน miRNA ท่ียังไมมีการคนพบมากอน นอกจากนั้นยังพบวามี miRNA 22 ชนิดมีการ
แสดงออกเปล่ียนแปลงไปเมื่อกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงคาดไดวา miRNA นาจะมีบทบาทสําคัญตอระบบ
ภูมิคุมกันของกุง (Ruan et al. 2011) จากนั้นในป พ.ศ. 2555 มีการศึกษา miRNA ในกุง M. japonicus ท่ีติดไวรัสเปน
เวลา 0, 6, 24. และ 48 ชั่วโมง โดยใชวิธี small RNA sequencing พบ miRNA ของกุง 63 ชนิด โดย 31 ชนิดมีการ
แสดงออกอยางมีนัยสําคัญในการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสซึ่งมี 25 ชนิดท่ีมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นและ 6 ชนิดท่ีมี
การแสดงออกลดลง นอกจากนั้นไดมีการทํานายยีนเปาหมายดวย TargetScan และ miRanda algorithm พบวาเปนยีน
ท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน (Huang et al. 2012) หลังจากนั้นมีการศึกษาหนาท่ีของ miRNA ท่ีเกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันมากขึ้น และพบวา miRNA ท่ีคนพบควบคุมยีนในระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด ไดแก phagocytosis, 
apoptosis และ ระบบ pro-phenoloxidase (Huang et al. 2014; Yang et al. 2012) นอกจากนี้ยังมีการศึกษา miRNA 
ของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีผลตอการติดเชื้อในกุงพบวา miRNA ของไวรัสสามารถควบคุมยีนของไวรัสเองแลวสงผลให
กระตุนการติดเชื้อมากขึ้น (He et al. 2014; He and Zhang 2012) และในป พ.ศ. 2557 มีการศึกษา miRNA ในกุงขาว 
(Litopenaeus vannamei) ดวยวิธี Solexa deep sequencing, cross-species miRNA microarray และการคนหา 
miRNA จากฐานขอมูล ESTs ของกุงโดยใช miRNA ท่ีอนุรักษจาก miRBase เปน query ซึงไดคนพบ miRNA 394 
ชนิดท่ีมีการอนุรักษและพบ miRNA 20 ชนิดท่ีไมยังเคยมีการคนพบ 



 แมจะมีการศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันของกุงอยางแพรหลาย ความรูพ้ืนฐานเกี่ยวกับการตอบสนองตอการ
ติดเชื้อไวรัสของระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิดก็ยังไมเพียงพอ งานวิจัยนี้สนใจท่ีจะคนหาการตอบสนองตอไวรัสในกุงท่ี
ควบคุมโดยกระบวนการ RNA interference และกลไกท่ีถูกเหน่ียวนําขึ้นเพ่ือตานเชื้อไวรัส ดังนั้นผูวิจัยมีจุดประสงคท่ีจะ
ศึกษาลักษณะของโปรตีน PmVRP15 ซึ่งเปนโปรตีนท่ีมีการตอบสนองสูงในกุงกุลาดํา Penaeus monodon ท่ีติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว และระบุชนิด miRNA ซึ่งเปนโมเลกุลท่ีสําคัญในกระบวนการ RNA interference ซึ่งนาจะควบคุม
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง 



2. วิธีการทดลอง 

2.1 ศึกษาหนาที่ของ PmVRP15 ตอการการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา โดยเทคนิค RNAi 
และ protein-protein interaction assay 
 2.1.1 ตรวจสอบระดับการแสดงออกยีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวหลังจากทําการยับย้ังการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 

 สราง double stranded RNA (dsRNA) ที่มีความจําเพาะกับยีน PmVRP15 (ไพรเมอร PmVRP15-T7-
F/PmVRP15-R และ PmVRP15-T7-R/PmVRP15-F) และยีน GFP (ไพรเมอร GFPT7-F/GFP-R และ 
GFPT7-R/GFP-F) (ตารางท่ี 2.1)  โดย dsRNA  GFP ใชสําหรับการทดลองควบคุม โดยใช T7 RiboMAX™ 
Express Large Scale RNA Production Systems (Promega) นํากุงกุลาดําสุขภาพดีขนาด  3-5 กรัม จํานวน 
 9 ตัวตอกลุม ฉีด dsRNA ในปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอกรัมกุง หลังจากนั้น  24 ชั่วโมง ทําการฉีดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาว ในปริมาณที่ทําใหกุงตาย 100% ภายในเวลา 3 วัน พรอมกับ dsRNA ปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอ
กรัมกุง หลังจากกุงติดเชื้อไวรัสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงเก็บตัวอยางเลือดกุง โดยรวมกุง 3 ตัวเขาดวยกันโดยจะ
ถือวาเปน 1 ชุด  สกัดอารเอ็นเอและเปลี่ยนเปน cDNA สายแรก โดยใช First-strand cDNA synthesis kit 
(Fermentas) จากนั้นทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยใชเทคนิค RT-PCR และ  
Real-time PCR โดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน PmVRP15 (PmVRP15-F/R สําหรับ RT-PCR และ 
PmVRP15-qrt-F/R สําหรับ Real-time PCR) (ตารางท่ี 2.1) เพื่อตรวจสอบความสามารถของ 
PmVRP15dsRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 และในการทดลองนี้ศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีนของไวรัสซึ่งเปนยีนโครงสรางของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการแสดงออกจําเพาะในแตละชวง
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยใชคูไพรเมอร
ที่จําเพาะกับยีนของไวรัส ไดแก คูไพรเมอร VP28-F/R สําหรับ RT-PCR และ VP28-qrt-F/R สําหรับ  
Real-time PCR (ตารางท่ี 2.1) เพื่อตรวจสอบยีน VP28 (Late phase) คูไพรเมอร WSSV477-F/R สําหรับ  
RT-PCR และ WSSV477-qrt-F/R สําหรับ Real-time PCR (ตารางที่ 2.1) เพื่อตรวจสอบยีน WSSV477 (Early 
phase) และคูไพรเมอร ie1-F/R สําหรับ RT-PCR และ ie1-qrt-F/R สําหรับ  Real-time PCR (ตารางท่ี 2.1) 
เพื่อตรวจสอบยีน ie-1 (Immediate early phase) และใชคูไพรเมอร EF-1-F/R (ตารางท่ี 2.1) ในการตรวจหา
ยีน EF-1α ซึ่งใชเปน Internal control 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
ตารางที ่2.1 คูไพรเมอรที่ใชในการทดลองตรวจสอบระดับการแสดงออกยีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวหลังจาก
การยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 

Primer name Sequence (5´→3´) 
EF-1-F 
EF-1-R 
GFP-F 
GFP-R 
GFP-FT7 
GFP-RT7 
PmVRP15-T7-F 
PmVRP15-T7-R 
PmVRP15-F 
PmVRP15-R 
VP28-F 
VP28-R 
VP28-qrt-F 
VP28-qrt-R 
ie1-qrt-F 
ie1-qrt-R 
477-qrt-F 
477-qrt-R 

GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC 
CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG  
ATGGTGAGCAAGGGGGAGGA 
TTACTTGTACAGCTCGTCCA 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCAAGGGGGAGGA 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGG TTACTTGTACAGCTCGTCCA 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGCGACCGAGCCAAGAG 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTGAGCTGACGGAAGGCC 
CGATCACCACTCTCGTTCTT 
GTACTAACAGCGAACCCATC 
TCACTCTTTCGGTCGTGTCG  
CCACACACAAAGGTGCCAAC 
GGGAACATTCAAGGTGTGGA 
GGTGAAGGAGGAGGTGTTGG 
AGCAAGTGGAGGTGCTATGT 
CCATGTCGATCAGTCTCTTC 
GGCCAAGTCATGGAGATCTA 
CCATCCACTTGGTTGCAGTA 

 

 2.1.2 การคนหาโปรตีนจากกุงกุลาดําที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวและโปรตีนของไวรัสตัวแดง
ดวงขาวที่เกิดอันตรกิริยากับโปรตีน PmVRP15 โดยใชเทคนิค Yeast-two-hybrid screening 

  2.1.2.1 สราง library ของยีนจากเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 เตรียม total RNA จากเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เวลา 6 และ 48 
ชั่วโมง นํามาใชสําหรับการสราง library ดวย Make Your Own “Mate & Plate™” Library System (Clontech)  
นํา total RNA ที่เตรียมได 2 μg โดยนํามาจากตัวอยางละ 1 μg มาสราง first strand cDNA โดยใช oligo-dT 
primer สราง ds-cDNA โดยเพิ่มจํานวนยีนดวยเทคนิค LD-PCR  นําผลิตภัณฑที่ไดมาทําใหบริสุทธ์ิโดยผาน
คอลัมน CHROMA SPIN™ TE-400 (Clontech) จากนั้นนําไปแทรนสฟอรมเขาสูเซลลยีสต  
Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ Y187 คัดเลือกแทรนสฟอรมแมนทบนอาหารแข็ง synthetic dropout ที่
ขาดกรดอะมิโน leucine (SD/-Leu) และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 3-4 วัน  จากนั้นเก็บโคโลนีทั้งหมดใน 
freezing medium และแบง library เปนหลอด ๆ ละ 1 mL  

 



  2.1.2.2 เตรียม bait plasmid สําหรับการทํา yeast two-hybrid screening 

 ทําการเพ่ิมจํานวนยีน PmVRP15 สวน ORF ยีน PmVRP15 เฉพาะสวนที่เปนปลาย N  
(PmVRP15-N) และปลาย C (PmVRP15-C) ดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับสวนของยีน 
PmVRP15 แตละสวน ซึ่งไพรเมอร Forward จะมีลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะกับเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ
ไพรเมอร Reverse จะมีลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะกับเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (ตารางท่ี 2.2) จากนั้นนํา
ผลิตภัณฑพีซีอารที่ได และพลาสมิด pGBKT7 ซึ่งเปน bait vector มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 
EcoRI จากนั้นโคลนชิ้นยีน PmVRP15 แตละชิ้นเขาสูพลาสมิด pGBKT7 ไดเปนรีคอมบิเนนทพลาสมิด 
pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 ตามลําดับ และแทรนสฟอรมเขาสู 
Escherichia coli โดยวิธีอิเล็กโทรพอเรชั่น ทําการคัดโคลนรีคอมบิแนนทที่สามารถเจริญไดบนอาหารแข็ง LB ที่
มียาปฏิชีวนะ kanamycin นําโคลนรีคอมบิแนนทมาเลี้ยงเพิ่มจํานวนเพื่อสกัดพลาสมิด และนําไปตรวจสอบ
ความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดของรีคอม-บิแนนทพลาสมิด สําหรับนําไปทํา Yeast two-hybrid screening 
ตอไป 

ตารางที่ 2.2 คูไพรเมอรที่ใชในการทํา Yeast-Two-hybrid screening และยืนยันปฏิสัมพันธของโปรตีน  
W399 กับ PmVRP15 

Primer name Sequence (5´→3´) 
N-VRP15-NdeI-F 
N-VRP15-EcoRI-R 
C-VRP15-NdeI-F 
C-VRP15-EcoRI-R 
WSV399-XhoI-F 
WSV399-EcoRI-R 

GCGCATATGTTAACAGAGACTTAGTAAACCTG 
GTGCTGAATTCTTATGTTGAGACGAATGGTATGG 
GCGCATATGTATGCTAGGGGGAAGTTCAAA 
GCTCGGAATTCTAAATGCTCTACTGACATGTTGTG 
CGCCTCGAGGTTCCAGAAATGGTTTGAATCGTT 
GCCGAATTCGCTTTGTTTGATAATACAATTTTCACCTTGT 

 

  2.1.3.3 การทดสอบ autoactivation และ toxicity ของ bait plasmid 

 แทรนสฟอรม pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 100 ng เขา
สูเซลลยีสต S. cerevisiae สายพันธุ Y2H Gold ตามรายละเอียดใน Matchmaker™Gold Yeast Two-Hybrid 
System (Clontech) แลวนํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง synthetic dropout ที่ขาดกรดอะมิโน tryptophan (SD/-trp) 
SD/-trp ที่มี X-alpha-Gal (SDO/X) และ SD/-trp ที่มี X-alpha-Gal และ aureobasidin A(SDO/X/A)  บมที่
อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 3-5 วัน  ถาหากผลที่ไดถาเกิดโคโลนีสีฟาแสดงวา PmVRP15 pGBKT7-N-
PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 ที่สนใจสามารถกระตุนการแสดงออกของ reporter gene ของยีสตได
ดวยตัวเอง จะไมสามารถนํา pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 ไป
ศึกษาตอได ดังนั้นรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีไมทําใหเกิด autoactivation จึงจะนําไปใชในการศึกษาตอไป  
หลังจากนั้นทําการทดสอบความเปนพิษของ pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-
PmVRP15 โดยแทรนสฟอรม pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 และ 
pGBKT7 100 ng เขาสูเซลลยีสต S. cerevisiae สายพันธุ Y2H Gold เชนเดียวกับการทํา autoactivation แต



เลี้ยงบนอาหารแข็ง SD/-trp เทานั้น  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 3-5 วัน  ถา pGBKT7-PmVRP15 
pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 ไมเปนพิษตอเซลลยีสต ขนาดและจํานวนโคโลนีของ
เซลลที่มีเวกเตอร pGBKT7 และ pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 
ควรจะใกลเคียงกัน 

  2.1.3.4 การทํา Yeast two-hybrid screening 

 ในการทดลองนี้ไดใชยีน PmVRP15 3 แบบ คือ ORF ของ PmVRP15 (PmVRP15) และยีน 
PmVRP15 เฉพาะสวนที่เปนปลาย N (PmVRP15-N) และ เฉพาะสวนที่เปนปลาย C (PmVRP15-C) ซึ่งจะทํา
การหาโปรตีนที่สามารถเกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน PmVRP15 ในสองกลุมโปรตีน คือกลุมโปรตีนในเซลลเม็ด
เลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และกลุมโปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาว เริ่มจากนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pGBKT7-PmVRP15 pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-PmVRP15 ทรานฟอรเขาสูยีสต S. cerevisiae 
สายพันธุ Y2H gold จากน้ันนําไป mate กับ library ของยีสต S. cerevisiae สายพันธุ Y187 ที่มียีนที่พบในเม็ด
เลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และ library ของยีสต S. cerevisiae สายพันธุ AH109 ที่มียีนของไวรัสตัว
แดงดวงขาวที่อยูในยีสต (รวมมือกับ ดร.แสงจันทร เสนาปน) โดยจะทําการคัดเลือกหาโปรตีนที่เกิดปฏิสัมพันธ
กัน โดยนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง double dropout ที่ไมมีกรดอะมิโน leucine และtryptophan  
(SD/-Leu/-Trp/X) โดยจะมี X-α-gal เปนซับเสตรทของ α-galactosidase ซึ่งจะชวยคัดเลือกโคลนยีสตที่
ตองการ โดยจะคัดเลือกโคโลนีที่มีสีฟา จากนั้นทําการยืนยันโดยนําโคโลนียีสตที่ไดไปคัดเลือกอีกครั้งบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง high stringency quadruple dropout ที่ไมมีกรดอะมิโน leucine tryptophan adenine และ 
histidine (SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X/A) โดยจะมี X-α-gal และยา Aureobasidin A จากนั้นนําโคลนของยีนที่
ไดมา segregate จนไดเปนโคโลนีเด่ียว ทําการสกัดพลาสมิดออกจากเซลลยีสต และนําไปตรวจสอบลําดับ 
นิวคลีโอไทด และนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank ตอไป 

  2.1.3.5 การยืนยันการเกิดปฏิสัมพันธของโปรตีนที่สนใจดวยวิธี Co-transformation 

 นําพลาสมิดรีคอมบิแนนทที่มียีนที่พบวาโปรตีนเกิดปฏิสัมพันธกับ  PmVRP15 มาแทรนสฟอรมรวมกับ
เวกเตอร pGBKT7 หรือ pGBKT7-PmVRP15 หรือ pGBKT7-N-PmVRP15 หรือ pGBKT7-C-PmVRP15 และ
นํามาคัดเลือกโคลนบนอาหารแข็งชนิด SD/-Leu/-Trp/X และ SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X/A ถาโคโลนีของยีสต 
ที่มีพลาสมิดจากโคลนที่สนใจและเวกเตอร pGBKT7 มีการแสดงออกของยีน reporter บน SD/-Leu/-Trp/-Ade/-
His/X/A ได ถือวาเปนการเกิดอันตรปฎิกริยาที่ไมถูกตอง (false positive)  

 2.1.4 ศึกษาการเกิดปฏิสัมพันธระหวางโปรตีน PmVRP15 กับ โปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 
ดวยเทคนิค Co-Immunoprecipitation (CO-IP) 

 ทําการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท PmVRP15 ในระบบของ E. coli นําโคลนท่ีมีพลาสมิดรีคอมบิแนนท 
pET22b+_PmVRP15 มาผลิตโปรตีนโดยนําโคโลนีเด่ียวของโคลนมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มียา 
แอมพลิซิลิน เปนเวลาขามคืน เขยา 250 rpm ที่ 37 oC จากนั้นนําเชื้อที่ลงไวไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม จน 
OD600 มีคาประมาณ 0.4 จากนั้นเหนี่ยวนําใหมีการผลิตโปรตีนโดยเติม IPTG ใหความเขมขนสุดทายเปน  
1 mM  เหนี่ยวนําใหเซลลผลิตโปรตีนเปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําการปนเก็บเซลลที่ความเร็ว 5000xg 10 นาที นํา



เซลลไปทําใหแตกโดยการ Freeze-Thaw 3 ครั้ง และใชเครื่อง Sonicator จากนั้นแลวปนแยกเก็บสวนที่เปน 
Inclusion bodies ทําการละลายโปรตีนออกมาดวย 8M urea และนําไปทําใหบริสุทธ์ิดวย Ni- column และ
วิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE และ Western blot  

  2.1.4.1 ทําการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท WSV399 ในระบบของ E. coli 

 ผลิตพลาสมิดรีคอมบิเนนท WSV399 สําหรับผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท WSV399  โดยทําการเพิ่ม
จํานวนยีน WSV399 โดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน WSV399 (ตารางท่ี 2.2) ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่จดจํา
โดยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI และ EcoRI ที่ดานปลาย 5’ และ ปลาย 3’ ของยีนตามลําดับ จากนั้นทําการโคลน
ชิ้นยีนที่ตัดดวยเอนไซม XhoI และ EcoRI เขาสูเวคเตอร pBAD/Myc-His A และนําพลาสมิดรีคอมบิแนนทที่
ไดทรานฟอรมเขาสู E. coli TOP10 (Invitrogen) เพื่อผลิตโปรตีน นําโคโลนีเด่ียวของโคลนรีคอมบิแนนทไป
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มียาแอมพลิซิลิน เปนเวลาขามคืนเขยา 250 รอบตอนาทีที่ 37 oC จากนั้นนําเชื้อที่
ลงไวไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม จน OD600 มีคาประมาณ 0.5 จากนั้นเหนี่ยวนําใหเซลลผลิตโปรตีนโดยใช 
L-Arabinose ที่มีความเขมขนสุดทายเปน 0.2% เลี้ยงเซลลตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําการปนเก็บเซลลที่
ความเร็ว 5000xg 10 นาที นําเซลลไปทําใหแตกโดยการ Freeze-Thaw 3 ครั้ง และใชเครื่อง Sonicator แลว
ปนแยกเพื่อเก็บสวนที่เปน Soluble และนําไปทําใหบริสุทธ์ิดวย Ni- column และนําวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค 
SDS-PAGE และ Western blot 

  2.1.4.2 ศึกษาการเกิดปฏิสัมพันธของโปรตีน PmVRP15 และ WSV399 ดวยเทคนิค  
Co-Immunoprecipitation  

 นําโปรตีนรีคอมบิแนนท PmVRP15 และ WSV399 มาผสมกันบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทํา co-immunoprecipitation โดยใช ProFound™ c-Myc Tag IP/Co-IP Kit 
(Thermo Scientific) โดยนําโปรตีนที่ผสมกันแลวไปบมกับ agarose bead ที่ติดดวย anti-c-Myc ในคอลัมนที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน จากนั้นปนเอาโปรตีนที่ไมจับกับคอลัมนออก และทําการลาง
คอลัมน สุดทายทําการชะ โปรตีนที่จับกับคอลัมนออกมา และนําไปวิเคราะหผลดวยเทคนิค SDS-PAGE และ 
Western blot 

 2.1.5 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไวรัส WSV399 ในเลือดกุงกุลาดําหลังติดเช้ือไวรัส 
ตัวแดงดวงขาว 

 เนื่องจากตองการตรวจสอบการแสดงออกของยีนไวรัสตังแดงดวงขาว WSV399 ในเลือดกุงกุลาดําที่
ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ระยะเวลาตางๆ โดยเริ่มจากนํากุงกุลาดําที่ปลอดเช้ือขนาดประมาณ 15 กรัม 
จํานวน 25 ตัว นํามาฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในปริมาณที่ทําใหกุงตาย 100% ภายในเวลา 5 วันหลังจากติด
เชื้อ ทําการเก็บเลือดกุงที่เวลา 0 3 6 12 24 36 และ 48 ชั่วโมงหลังติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยจะเก็บเวลา
ละ 3 ตัว จากนั้นนํามาสกัดอารเอนเอโดยการใช TRI Reagent® (Molecular Research Center) จากนั้นทําการ
กําจัด DNA ดวยเอนไซม DNase (New England Biolabs) นําอารเอนเอท้ังหมด 1 μg มาสราง cDNA ดวย 
First-strand cDNA synthesis kit (Fermentus) จากนั้นทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนไวรัสตัวแดงดวง
ขาว WSV399 โดยจะเปรียบเทียบกับยีน marker ของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการแสดงออกในระยะตางๆหลัง



กุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ประกอบดวย ยีน ie-1 มีการแสดงออกในระยะ Immediate early ยีน 
WSV477 มีการแสดงออกในระยะ Early และยีน vp28 มีการแสดงออกในระยะ Late และใชยีน EF-1 เปน 
internal control ดวยเทคนิค RT-PCR โดยในปฏิกิริยาประกอบดวย cDNA (1:5 dilution) 1 l 1xPCR buffer 
dNTP 0.1 μM คูไพรเมอรที่จําเพาะของแตละยีน 0.2 μM ไดแก คูไพรเมอร wsv399-F/R สําหรับยีน wsv399 คู
ไพรเมอร ie1-F/R สําหรับยีน ie-1 คูไพรเมอร wsv477-F/R สําหรับยีน wsv477 คูไพรเมอร vp28-F/R สําหรับ
ยีน vp28 และคูไพรเมอร EF-1-F/R สําหรับยีน EF-1 (ตารางท่ี 2.3) เอนไซม Taq DNA polymerase 
(RBC Bioscience) 1.25 Unit โดยจะใช PCR condition ดังนี้ Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR 
cycle Denature step 94 oC 15 วินาที, Annealing step 60 oC 30 วินาที, Extension step 72 oC 30 วินาที 
จํานวน 30 รอบ และ Final extension 72 oC 5 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.5% Agarose gel 
electrophoresis 

ตารางที่ 2.3 แสดงคูไพรเมอรที่ใชตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

Primer name Sequence (5´→3´) 
EF-1-F 
EF-1-R 
ie1-F 
ie1-R 
wsv477-F 
wsv477-R 
vp28-F 
vp28-R 
wsv399-F 
wsv399-R 
pET16b-WSV399-NdeI-F 
pET16b-WSV399-BamHI-R 

GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC
CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG  
GACTCTACAAATCTCTTTGCCA 
CTACCTTTGCACCAATTGCTAG 
CGCGGATCCATGTATATCTTCGTCGA 
CCGGAATTCTTATAAGAAATGTACAA 
TCACTCTTTCGGTCGTGTCG  
CCACACACAAAGGTGCCAAC 
CGCCTCGAGGTTCCAGAAATGGTTTGAATCGTT 
GCCGAATTCGCTTTGTTTGATAATACAATTTTCACCTTGT 
GCAGCCATATG-TTCCAGAAATGGTTTGAATCGT 
GCAGCGGATCCTTATTTGTTTGATAATACAATTTTCACCT 

 
 2.1.6 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนบนไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยเทคนิค Western blot และ 
Immunoelectron microscopy 

  2.1.6.1 ผลิตโปรตีนรีคอมบิเนนท WSV399 และทําใหบริสุทธิ์ เพ่ือนําไปผลิตแอนติบอด้ี
ที่จําเพาะกับ WSV399 

 เนื่องจากตองการผลิตแอนติบอด้ีที่จําเพาะกับโปรตีน WSV399 เพื่อนําไปศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีน WSV399 บนไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงตองทําการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท WSV399 (rWSV399) เริ่ม
จากการสรางพลาสมิดรีคอมบิแนนท wsv399 โดยทําการเพิ่มจํานวนยีน wsv399 ดวยเทคนิค PCR นํา 
พลาสมิด pGADT7-WSV399 ที่ไดจากการทํา Yeast two-hybrid screening มาเปน template ใชคูไพรเมอรที่
จําเพาะกับยีน wsv399 ที่ออกแบบใหมีเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI (New England Biolabs) สําหรับ
ไพรเมอร Forward (pET16b-WSV399-NdeI-F: 5' GCAGCCATATGTTCCAGAAATGGTTTGAATCGT 3') 
และ Reverse (pET16b-WSV399-BamHI-R: 5' GCAGCGGATCCTTATTTGTTTGATAATACAATTTTCAC 



CT 3') ตามลําดับ และใชเอนไซม KOD Taq polymerase (TOYOBO) โดยจะใช PCR condition ดังนี้  
Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR cycle Denature step 94 oC 30 วินาที, Annealing step  
55 oC 30 วินาที, Extension step 68 oC 30 วินาที จํานวน 30 รอบ และ Final extension 72 oC 5 นาที 
จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.5% Agarose gel electrophoresis นําผลิตภัณฑ PCR มาทําใหบริสุทธ์ิดวย 
Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid) จากน้ันนําผลิตภัณฑ PCR และ เวคเตอร pET16b 
(Norvagen) มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI จากนั้นนํามาทําใหบริสุทธ์ิดวย Gel/PCR DNA 
fragments extraction kit (Geneaid) และ เชื่อมเวคเตอร pET16b กับยีน wsv399 เขาดวยกันโดยใชเอนไซม 
Ligation High Ver. 2 (TOYOBO) บมที่ 16 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําเขาสู E. coli DH5 (RBC 
Bioscience) ดวยวิธี CaCl2-transformation และคัดเลือกโคลนที่มีรีคอมบิเนนทพลาสมิด pET16b-wsv399 บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) ที่มียาแอมพลิซิลิน 100 μg/μl (LB-amp) นําโคลนที่มี 
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pET16b-wsv399 ไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน wsv399 ดวยเทคนิค DNA 
sequencing 

 นํารีคอมบิเนนทพลาสมิด pET16b-wsv399 (rpET16b-wsv399) เขาสู E. coli BL21 (DE3) เพื่อทําการ
ผลิตโปรตีนรีคอมบิเนนท WSV399 (rWSV399) เริ่มจากการนําโคโลนีเด่ียวของ E. coli BL21 (DE3) ที่มี 
rpET16b-wsv399 มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-amp ที่ 37 oC ขามคืน เพื่อเปน starter จากนั้นนํา starter มา
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-amp ใหม (ในอัตราสวน 1:100) 37 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จนได OD600 ประมาณ 
4-5 ทําการเหนี่ยวนําใหมีการผลิต rWSV399 โดยการใส Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ที่
ความเขมขนสุดทายเปน 1 mM หลังจากนั้น 4 ชั่วโมงจะเก็บเซลล E. coli ทั้งหมดโดยจะนําไปปนเหว่ียงที่  
8000 × g เปนเวลา 10 นาที ละลายเซลลในบัฟเฟอร 1× PBS, pH 7.4 และทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง 
Sonicator จากนั้นนําไปปนเหว่ียงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนตะกอน (Inclusion bodies) มา
ละลายใน 1× PBS, pH 7.4 ที่มี 1.5% N-Lauroylsarcosine sodium salt (Sigma) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  
2 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําใหบริสุทธ์ิดวย Ni-NTA bead (Qiagen) ทําการบมโปรตีนกับ Ni-NTA bead ที่ถูกทํา
ใหอิ่มตัวดวยบัฟเฟอร 1× PBS, pH 7.4 ที่ 4 oC ขามคืน จากนั้นลางโปรตีนที่ไมจับกับ Ni-NTA bead ออกดวย
บัฟเฟอร 1× PBS, pH 7.4 และนํา Ni-NTA bead ที่จับกับ rWSV399 ไปวิเคราะหดวย 12.5% SDS-PAGE ทํา
การวัดปริมาณโปรตีนโดยการเทียบกับปริมาณโปรตีน BSA มาตรฐานท่ีนําไปวิเคราะหบน 12.5% SDS-PAGE 
เดียวกัน โดยโปรตีน rWSV399 ที่บริสุทธ์ิจะถูกตัดออกจาก 12.5%  SDS-PAGE และสงไปผลิต antibody ใน 
mouse ตอไป 

  2.1.6.2 ขั้นตอนการทําไวรัสใหบริสุทธิ์จาก fresh water crayfish (Procambarus 
clarkii) ที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 ในการทดลองนี้ใช crayfish, P. Clarkii ขนาด 20-25 g ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลา 4-10 วัน
มาสกัดไวรัสโดยอางอิงจากงานวิจัยของ Xie and Yang (2005) โดยทําการตัดสวนที่เปนกานตารวมถึงตา (eye 
stock) และในสวนของตับและตับออน (hepatopancreas) ออก จากนั้นนําสวนที่เหลือมาปนใหเปนเนื้อเดียวกัน
ในบัฟเฟอร TESP (ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl 5 mM EDTA 500 mM NaCl, pH 8.5) ที่มีสารยับยั้งการ
ทํางานของ proteinase (PMSF) 1 mM โดยใชอัตราสวน น้ําหนักของ crayfish 1 g ตอบัฟเฟอร TESP 10 ml 



หลังจากเปนเนื้อเยื่อ crayfish เปนเนื้อเดียวกันไดทําการปนเหว่ียงที่ 3,500 × g เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสมา
กรองดวยผาขาวบาง (400 mesh) แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วสูง 30,000 × g เปนเวลา 30 นาที จากนั้นจะ
เห็นเยื่อสีชมพูติดอยูกนหลอด ใหใช Dropper เปาออกเบาๆ แลวเก็บสวนที่เปนตะกอนสีขาว  มาละลายใน
บัฟเฟอร TM (ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl 10 mM MgCl2 pH 7.5) จากนั้นนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
3,000 × g เปนเวลา 5 นาที และนําสวนใสมาปนเหว่ียงที่ความเร็วสูง 30,000 × g เปนเวลา 20 นาที ใช 
Dropper เปาเยื่อสีชมพูออกและใชบัฟเฟอร TM ละลายตะกอนขาว (ไวรัสตัวแดงดวงขาว) มาเก็บไวที่ - 80 oC 
กอนจะนําไปใชในการทดลองตอไป โดยไวรัสที่สกัดออกจาก crayfish จะนํามาตรวจสอบคุณภาพดวยเทคนิค 
SDS-PAGE และ Transmission electron microscopy และทําการวัดความเขมขนของโปรตีนดวยเทคนิค 
Bradford 

  2.1.6.3 แยกสวนโครงสรางของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 นําไวรัสที่สกัดออกจาก crayfish มาทําการแยกเปนสองสวนคือ Envelope และ Nucleocapsid เปน
เวลา 30 นาที ที่ 4 oC เก็บตะกอนมาละลายในบัฟเฟอร TMN (ประกอบดวย 20 mM Tris- HCl 150 mM NaCl 
2 mM MgCl2, pH 7.5) ที่มี Triton-X 100 1 % และเขยาเบาๆท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการ
ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 20,000 × g เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 oC เก็บสวนใส (สวนของ Envelope) และนําสวน
ตะกอนมาละลายในบัฟเฟอร TMN ที่มี Triton-X 100 1 % อีกครั้งหนึ่ง และเขยาเบาๆท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 
30 นาที จากนั้นทําการปนเหว่ียงที่ความเร็ว 20,000 × g เปนเวลา 20 นาที ที่ 4 oC เก็บสวนที่เปนตะกอน 
(สวนของ Nucleocapsid) มาละลายดวยบัฟเฟอร TMN ทําการตรวจสอบคุณภาพในการแยกสวนโครงสรางของ
ไวรัสดวยเทคนิค SDS-PAGE และวัดความเขมขนของโปรตีนดวยเทคนิค Bradford 

  2.1.6.4 ตรวจหาบริเวณที่มีโปรตีน WSV399 ดวยเทคนิค Western blot และ  
Immunoelectron microscopy 

 การตรวจหาบริเวณที่มีโปรตีน WSV399 ในโครงสรางของไวรัสดวยเทคนิค Western blot เริ่มจากการ
นําไวรัสตัวแดงดวงขาวที่สกัดจาก crayfish และ สวนของไวรัสแตละสวนที่ถูกแยกออกจากกัน คือ สวนของ 
Envelope และ Nucleocapsid สวนละ 15 g มาวิเคราะหดวย 12.5% SDS-PAGE เพื่อแยกโปรตีนตามขนาด 
จากนั้นทําการถายโอน (Transfer) โปรตีนทั้งหมดลงในเมมเบรน Polyvinylidene difluoride (PVDF) ทําการ 
Blocking โดยการบมเมมเบรนกับ  Skim milk 5% ในบัฟเฟอร 1× TBS-T (0.5% Tween 20 in TBS buffer) ที่ 
4 oC ขามคืน ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร 1× TBS-T 3 รอบ รอบละ 10 นาทีบนเครื่องเขยา (See-saw rocker) 
จากนั้นบมเมมเบรนกับ purified polyclonal mouse anti-WSV399 antibody ที่ถูกทําใหเจือจาง 2,500 เทา ใน 
2.5% skim milk, 1× TBS-T ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร 1× TBS-T  
3 รอบ รอบละ 10 นาที นําเมมเบรนมาบมกับ horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse secondary 
antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) ที่ถูกทําใหเจือจาง 5,000 เทา ใน 2.5% skim milk, 
1× TBS-T ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร 1× TBS-T 3 รอบ รอบละ 10 นาที 
และทําการตรวจหาโปรตีน WSV399 ดวย สาร chemiluminescence (Western Lightning® Plus-ECL, 
(Perkin-Elmer, Inc.)) บนแผนฟลม 



 ในสวนของการตรวจหาบริเวณที่มีโปรตีน WSV399 ในโครงสรางของไวรัสตัวแดงดวงขาว ดวยเทคนิค 
Immunoelectron microscopy เริ่มจากนําสารละลายไวรัสที่สกัดไดจาก crayfish 10 μl มาหยดลงบน carbon- 
coated nickel grids (150 mesh) ทิ้งไว 5 นาทีแลวซับออก แลวทําการ Blocking โดยการใสบัฟเฟอร Blocking 
(ประกอบดวย 5% bovine serum albumin 5% normal serum 0.1% cold water skin gelatin 10 mM 
phosphate buffer 150 mM NaCl, pH 7.4) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จากนั้นหยด purified polyclonal 
mouse anti-WSV399 antibody ที่ถูกทําใหเจือจาง 50 เทา ในบัฟเฟอร Incubation (ประกอบดวย 0.1% 
Aurion Basic-c 15 mM NaN3 10 mM phosphate buffer 150 mM NaCl, pH 7.4) ลงบน Grid โดยบมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง ลาง Grid ดวยบัฟเฟอร Incubation 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นหยด goat 
anti-mouse secondary antibody ที่ตอดวย 18-nm-diameter gold particles ที่ถูกทําใหเจือจาง 50 เทา ใน
บัฟเฟอร Incubation ลงบน Grid โดยบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง Grid ดวยบัฟเฟอร Incubation 
3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที ลางดวยน้ํา distilled water อีก 2 ครั้ง เพื่อกําจัดเกลือออก และทําการยอมไวรัสดวย
เทคนิค Negative staining ดวยสาร 1% phosphotungstic acid, pH 7.2 (PTA) เปนเวลา 3 นาที จากนั้นนํา 
Grid ไปวิเคราะหผลดวยเทคนิค Transmission electron microscopy 

 2.1.7 ตรวจสอบความเกี่ยวของของยีน WSV399 กับการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวใน 
กุงกุลาดํา 

 จากผลการทดลองท่ีผานมาพบวาโปรตีน PmVRP15 สามารถจับกับโปรตีน WSV399 ของไวรัสตัวแดง
ดวงขาว ซึ่งเปนโปรตีนโครงสรางที่อยูในสวนของ Tegument จึงอยากทราบความเกี่ยวของของ WSV399 ใน
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง โดยทําการยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 ในกุงที่ติดเชื้อ 
ไวรัสตัวแดวงขาวและตรวจสอบอัตราการตายของกุง 

  2.1.7.1 สรางอารเอนเอสายคูที่จําเพาะกับยีน WSV399 (WSV399 dsRNA) 

 ทําการเพิ่มจํานวนยีน WSV399 โดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะ 2 คูคือ WSV399-T7-F/WSV399-R และ 
WSV399-F/ WSV399-T7-R (ตารางท่ี 2.4) ทําใหยีน WSV399 มีลําดับนิวคลีโอไทดของ T7 promoter อยูที่
ปลาย 5’ และ 3’ ตามลําดับ ใน PCR reaction ประกอบดวย 10x Reaction buffer 5 μl dNTP mix ความ
เขมขน 10 mM 0.5 μl DNA แมแบบ (pBAD-WSV399) ความเขมขัน 50 ng/μl 1 μl ใช คู primer (WSV399-
T7-F/WSV399-R และ WSV399-F/ WSV399-T7-R) ความเขมขน 10 μM อยางละ 0.5 μl และ Taq 
polymerase (RBC Bioscience) 0.25 μl โดยจะใช PCR condition ดังนี้ Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้น
เขาสู PCR cycle Denature step 94 oC 15 วินาที, Annealing step 60 oC 30 วินาที, Extension step 72 oC 
30 วินาที จํานวน 35 รอบ และ Final extension 72 oC 5 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.2% Agarose 
gel electrophoresis โดยจะตัดเจลเฉพาะบริเวณที่มีผลิตภัณฑ PCR ออกมาทําใหบริสุทธ์ิดวย Gel/ PCR DNA 
purification kit (Favorgen) จากนั้นนําไปวัดความเขมขันดวย spectrophotometer นําผลิตภัณฑ PCR ที่
บริสุทธ์ิ 1μg มาสรางเปนอารเอนเอสายคูดวย T7 RiboMAX™ Express RNAi System (Promega) จากนั้น
นําไปตรวจสอบผลดวย 1.2% Agarose gel electrophoresis และวัดความเขมขันดวย spectrophotometer เก็บ
ที่ -20 oC กอนนําไปทําการทดลองตอไป โดยในการทดลองนี้ไดใชอารเอนเอสายคูที่จําเพาะกับยีน GFP  



(GFP dsRNA) เปนตัวควบคุม ขั้นตอนการสรางใชคูไพรเมอร GFP-T7-F/GFP-R และ GFP-F/ GFP-T7-R 
(ตารางท่ี 2.4) และทําตามขั้นตอนที่กลาวมาดานบน 

  2.1.7.2 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนไวรัสหลังจากยับย้ังการแสดงออกของยีน 
WSV399 ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 ในการทดลองนี้ใชกุงกุลาดําปลอดเชื้อขนาด 3-5 กรัม โดยจะแบงการทดลองออกเปน 2 กลุมดังนี้ กลุม
ที่ 1 เปนกลุมควบคุมคือ กุงที่ฉีดดวยอารเอ็นเอสายคูของยีน GFP (GFP dsRNA) 10 μg/g กุง กลุมที่ 2 เปน
กลุมทดลองคือ กุงที่ฉีดดวยอารเอ็นเอสายคูของยีน WSV399 (WSV399 dsRNA) 10 μg/g กุง โดยกุงทั้งสอง
กลุมถูกฉีดดวยอารเอ็นเอสายคูที่บมกับไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เจือจาง 10-7 เทา (เปน dose ที่กุงตาย 100 % 
ภายใน 3 วันหลังจากติดเชื้อ) หลังจากกุงติดเชื้อ 24 ชั่วโมง ทําการเก็บเลือดกุงของทั้งสองกลุม นํามาสกัดอาร
เอ็นเอทั้งหมดดวย GENEzol (Geneaid) จากนั้นนําไปสราง First-strand cDNA ดวย RevertAidTM First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) ทําการวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน VP28 ซึ่งเปนยีน
โครงสรางสวน envelope ของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการแสดงออกในระยะ late ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาว ซึ่งนํามาใชเปนยีน marker ในการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจํานวนของไวรัสในกุงที่ติดเชื้อ โดย
จะทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกลาวดวยเทคนิค RT-PCR ใน PCR reaction ประกอบดวย  
10x Reaction buffer 5 μl dNTP mix ความเขมขน 10 mM 0.5 μl cDNA เจือจาง 5 เทา 1 μl ใช คู primer 
VP28-F/VP28R (ตารางท่ี 2.4) ความเขมขน 10 μM อยางละ 0.5 μl และ Taq polymerase (RBC Bioscience) 
0.25 μl โดยจะใช PCR condition ดังนี้ Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR cycle Denature step 
94 oC 15 วินาที, Annealing step 60 oC 30 วินาที, Extension step 72 oC 30 วินาที จํานวน 35 รอบ และ 
Final extension 72 oC 5 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.2% Agarose gel electrophoresis โดยทําการ
ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
WSV399 ดวยคูไพรเมอร WSV399_RT_F/WSV399_RT_R (ตารางท่ี 2.4) และใชยีน EF-1α เปน internal 
control ใชคูไพรเมอร EF-1α -F/ EF-1α R (ตารางท่ี 2.4) ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนตามขั้นตอน
ดานบน 

  2.1.7.3 ตรวจสอบอัตราการตายของกุงที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวหลังจากยับย้ังการ
แสดงออกของยีน WSV399 ของไวรสัตัวแดงดวงขาว 

 ในการทดลองนี้ใชกุงกุลาดําปลอดเชื้อขนาด 3-5 กรัม โดยจะแบงการทดลองออกเปน 2 กลุมดังนี้ กลุม
ที่ 1 เปนกลุมควบคุมคือ กุงที่ฉีดดวยอารเอนเอสายคูของยีน GFP (GFP dsRNA) 10 μg/g กุง กลุมที่ 2 เปน
กลุมทดลองคือ กุงที่ฉีดดวยอารเอนเอสายคูของยีน WSV399 (WSV399 dsRNA) 10 μg/g กุง ใชกุง 10 ตัวตอ
กลุมทดลอง และทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา โดยกุงทั้งสองกลุมถูกฉีดดวยอารเอนเอสายคูที่บมกับไวรัสตัวแดง
ดวงขาวที่เจือจาง 10-7 เทา (เปน dose ที่กุงตาย 100 % ภายใน 3 วันหลังจากติดเชื้อ) จากนั้นตรวจสอบอัตรา
การตายทุกๆ 6 ชั่วโมงหลังกุงติดเชื้อและนําผลการทดลองมาวิเคราะหตอไป 

 

 



ตารางที่ 2.4 คูไพรเมอรที่ใชตรวจสอบการแสดงออกของยีนไวรัสหลังจากยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 
ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

Primer Sequence (5' to 3') 
WSV399_F TTCCACATCGCATTCGCA 
WSV399_R CACGGGGATCAATATCTTGGA 
WSV399_T7_F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTCCACATCGCATTCGCA 
WSV399_T7_R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCACGGGGATCAATATCTTGGA 
GFP_F ATGGTGAGCAAGGGGGAGGA 
GFP_R TTACTTGTACAGCTCGTCCA 
GFP_T7_F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCAAGGGGGAGGA 
GFP_T7_R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCA 
VP28_F TCACTCTTTCGGTCGTGTCG 
VP28_R CCACACACAAAGGTGCCAAC 
WSV399_RT_F CGCCTCGAGGTTCCAGAAATGGTTTGAATCGTT 
WSV399_RT_R GCCGAATTCGCTTTGTTTGATAATACAATTTTCACCTTGT 
EF-1α_F GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC 
EF-1α_R CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG 

 

2.2 ศึกษาการจัดเรียงตัวของยีนและบริเวณควบคุมของยีน PmVRP15 ในจีโนมของกุงกุลาดํา 

 2.2.1.เตรียมรีคอมบิเนนทพลาสมิดที่มีโปรโมเตอร PmVRP15 

 จากผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ 5’ flanking promoter ดวยเทคนิค genome walking 
พบวามีขนาดประมาณ 2 กิโลคูเบส เนื่องจากตองการศึกษาการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 จึงทํา
การตรวจหาบริเวณจําเพาะที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน จึงทําการตัดสวนของ 5’ flanking 
promoter ใหมีขนาดเล็กลง โดยกําหนดใหปลายดาน 3’ บริเวณหนา start codon (narrow down promoter) 
และตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร ในการทดลองนี้เริ่มจากการเลือกชวงบน 5’ flanking 
promoter โดยชวงที่เลือกมาทําการทดลองคือ บริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -2047 ถึง +612  
-1621 ถึง +612 -1147 ถึง +612 -907 ถึง +612 -727 ถึง +612 -525 ถึง +612 -427 ถึง +612 -387 ถึง +612 
-287 ถึง +612 -208 ถึง +612 -92 ถึง +612 และ -34 ถึง +612 จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของ 
โปรโมเตอรนั้นๆดวยเทคนิค PCR ใช Genomic DNA ของกุงกุลาดํา เปนแมแบบ ใชคูไพรเมอรจําเพาะตอ
บริเวณ 5’ flanking promoter นั้นๆ (ตารางท่ี 2.5) และใชเอนไซม KOD Taq polymerase (TOYOBO) โดยจะ
ใช PCR condition ดังนี้ Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR cycle Denature step 94 oC  
30 วินาที, Annealing step 55 oC 30 วินาที, Extension step 68 oC 30 วินาที จํานวน 30 รอบ และ Final 
extension 72 oC 5 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.0% Agarose gel electrophoresis นําผลิตภัณฑ 
PCR มาทําใหบริสุทธ์ิดวย Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid) จากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR 
และเวคเตอร pGL3 (Promega) มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ XhoI จากนั้นนํามาทําใหบริสุทธ์ิดวย 



Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid) และ เชื่อมเวคเตอร pGL3 กับ 5’ flanking promoter แต
ละชิ้น เขาดวยกันโดยใชเอนไซม Ligation High Ver. 2 (TOYOBO) บมที่ 16 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้น
นําเขาสู E. coli DH5 (RBC Bioscience) ดวยวิธี CaCl2-transformation และทําการตรวจหา positive 
colonies บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) ที่มียาแอมพลิซิลิน 100 μg/μl (LB-amp) นําโคลนท่ี
มีรีคอมบิเนนทพลาสมิด ไปตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดของ 5’ flanking promoter ดวย
เทคนิค DNA sequencing 

 2.2.2 ตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร (Promoter activity assay) ดวย 
Dual luciferase reporter assay 

 หลังจากไดพลาสมิดรีคอมบิเนนทที่มี 5’ flanking promoter ของยีน PmVRP15 แลว จึงนําไปทําการ
ตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร โดยพลาสมิดรีคอมบิเนนทที่นํามาทําการทดลองมีดังนี้ 
p(-2047/+612) p(-1621/+612) p(-1147/+612) p(-907/+612) p(-727/+612) p(-525/+612) p(-427/+612)  
p(-387/+612) p(-287/+612) p(-208/+612) p(-92/+612) และ p(-34/+612) นําพลาสมิดท่ีตองใชในการทดลอง
มาทําใหบริสุทธ์ิดวย Qiagen plasmid mini kit (Qiagen) จากนั้นทําการตรวจวัดความเขมขนของพลาสมิดท่ี 
A260 ดวยเครื่อง UV-spectrophotometer จากนั้นนําพลาสมิดเขาสูเซลลแมลง S2 (Drosophila Schneider 2 
(S2) cell) เริ่มจากการนําเซลล S2 มาเล้ียงใน 24-well plate โดยทําการตัวใหมีปริมาณเซลล 8 × 105 เซลลตอ 
1 well ในอาหาร complete Schneider’s Drosophila Medium ที่มีสวนประกอบของ heat-inactivated FBS 
10% และยาปฏิชีวนะ (penicillin G 50 units และ streptomycin sulfate 50 μg ตอ 1 ml ของอาหารเลี้ยงเชื้อ, 
Invitrogen) จากนั้นเตรียมพลาสมิดท่ีสําหรับการตรวจวัดความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร  
(p(-2047/+612) p(-1621/+612) p(-1147/+612) p(-907/+612) p(-727/+612) p(-525/+612) p(-427/+612)  
p(-387/+612) p(-287/+612) p(-208/+612) p(-92/+612) และ p(-34/+612)) และ พลาสมิดท่ีชวยตรวจวัด
ความสามารถในการนําพลาสมิดเขาสูเซลล S2 คือ phRL/AcMNPVie1 โดยใช Effectene transfection reagent 
(Qiagen) เพื่อนําพลาสมิดเขาสูเซลล S2 หลังจาก 60 ชั่วโมง ทําการเก็บเซลล และทําการตรวจสอบ
ความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรดวย Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) โดยจะทําการ
ตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีน Firefly Luciferase ของพลาสมิดรีคอมบิเนนท pGL3 ที่มีสวนของโปรโมเตอร
ตออยูดับยีน Firefly Luciferase และทําการตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีน Renilla Luciferase ของพลาสมิด
ควบคุม phRL-AcMNPv ie-1 ที่มีโปรโมเตอร AcMNPv ie-1 ตออยูกับยีน Renilla Luciferase โดยจะนําคาที่
ไดมา Normallize กับคา Firefly Luciferase ในแตละตัวอยาง เพื่อนํามาคํานวนคาความสามารถในการทํางาน
ของโปรโมเตอรตอไป 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 2.5 แสดงคูไพรเมอรที่ใชเพิ่มจํานวน 5’ flanking promoter ของยีน PmVRP15 

Primer name Sequence (5´→3´) 

promo-2047SacIF 
promo-1621SacIF 
promo-1147SacIF 
promo-907SacIF 
promo-727SacIF 
promo-427SacIF 
promo-525SacIF 
promo-387SacIF 
promo-208SacIF 
promo-287SacIF 
promo-92SacIF 
promo-34SacIF 
promo+612XhoIR 

CGCGGAGCTC-CCTAGATGGAAAGAAGAAAAAAAATACTTTTGA 
ACAGAGCTC-CCACTCAGGCCAGATGTGGTATACAGTT 
AGCGAGCTC-TGGGAGCTGCTCTTATCCAATGTGATGC 
AGCAGGAGCTC-TGAGTCCGATGCTCTAACACTCG 
AGCAGGAGCTC-GCTGAACCTGTGTTTTCTGCTTGT 
AGCAGGAGCTC-TCACTCCTGCTCGGTTTTCC 
TATGAGCTC-CCGTAGTGAACAGCTCCGGGTCTT 
AGCAGGAGCTC-GTCGAGAGATTTTTTGTTGGGCATCA 
AGCAGGAGCTC-ACCTATGCGCTGATAATGGCTT 
AGCAGGAGCTC-TGAAGTATTTATATTTGTATTTTGTAACATTAATGA 
GGCGAGCTC-CTTCAGGTTCAAGTGCAAAACGTCATCC 
AGCAGGAGCTC-CTCAGTAATATAAAGCACAGTTCCCACG 
GCAGTCTCGAG-TGCGTAGCTAATGGGATGAGGA 

 
 2.2.3 ยืนยันบริเวณดานปลาย 5’ ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค 
Deletion mutagenesis 

 จากผลการหาชวงบน 5’ flanking promoter ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 พบวาบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -428 และ -287 ถึง -209 นาจะมีบริเวณที่จับ
สําหรับ ตัวกดการแสดงออก (Repressor) และ ตัวกระตุนการแสดงออก (Activator) ตามลําดับ เพื่อยืนยันวาทั้ง
สองชวงมีผลตอการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 จึงทําการตัดนิวคลีโอไทดทั้งสองชวงนั้นออก 
(Promoter deletion assay) และตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร (Promoter activity 
assay) ที่เปลี่ยนแปลงไป สําหรับการตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -428 จะใช p(-727/+612) เปน
แมแบบ และสําหรับการตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 จะใช p(-387/+612) เปนแมแบบ ดวย
เทคนิค Rolling PCR โดยจะใชคูไพรเมอร p(-727/+612) del(-525/-428)F/R ในการสรางพลาสมิด 
รีคอมบิแนนท p(-727/+612) del(-525/-428) และคูไพรเมอรp(-387/+612) del(-287/-209)F/R ในการสราง 
พลาสมิดรีคอมบิเนนท p(-387/+612) del(-287/-209) (ตารางท่ี 2.6) และใชเอนไซม KOD Taq polymerase 
(TOYOBO) โดยจะใช PCR condition ดังนี้ Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR cycle Denature 
step 94 oC 30 วินาที, Annealing step 55 oC 30 วินาที, Extension step 68 oC 7 นาที จํานวน 30 รอบ และ 
Final extension 72 oC 30 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหผลดวย 1.0% Agarose gel electrophoresis นํา
ผลิตภัณฑ PCR มาทําใหบริสุทธ์ิดวย Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid) เชื่อมผลิตภัณฑ 
PCR ที่บริสุทธ์ิใหเปนวง โดยใชเอนไซม Ligation High Ver. 2 (TOYOBO) บมที่ 16 oC เปนเวลาขามคืน 
จากนั้นนําเขาสู E. coli DH5 (RBC Bioscience) ดวยวิธี CaCl2-transformation และทําการตรวจหา positive 



colony บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB agar ที่มียาแอมพลิซิลิน 100 μg/μl (LB-amp) นํา Positive clone ไป
ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing 

 จากนั้นนําไปตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรดวย Dual-Luciferase® Reporter 
Assay (Promega) โดยจะทําการเปรียบเทียบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร p(-727/+612) ซึ่งเปน 
Wild type เทียบกับ p(-727/+612) del(-525/-428) ซึ่งเปน Mutant และ p(-387/+612) ซึ่งเปน Wild type เทียบ
กับ p(-387/+612) del(-287/-209) ซึ่งเปน Mutant และนําไปวิเคราะหผลการทดลองตอไป 

ตารางที่ 2.6 แสดงคูไพรเมอรที่ในการยืนยันบริเวณที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 

Primer name Sequence (5´→3´) 

p(-727/+612) del(-525/-428)F 
p(-727/+612) del(-525/-428)R 
p(-387/+612) del(-287/-209)F 
p(-387/+612) del(-287/-209)R 

TCACTCCTGCTCGGTTTTCCCGCC 
GTGAGCCCACCCTGACCCCAGGT 
ACCTATGCGCTGATAATGGCTTT 
AAAAGTATGTAAAATTAGATACTAACGCTTCTTATC 

 2.2.4 ตรวจหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่สามารถจับบริเวณดานปลาย 5’ ที่
ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -428 และ -287 ถึง -209 มีบริเวณที่จับสําหรับ ตัวกดการ
แสดงออก (Repressor) และ ตัวกระตุนการแสดงออก (Activator) ที่พบวาเกี่ยวของกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 มาตรวจหาบริเวณที่จําเพาะกับ Transcription factor โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรในการทํานาย ดังนี้ TF search Ver.1.3 Match 1.0 (TRANSFAC® Public database) และ 
Alibaba (TRANSFAC® Public database) จากนั้นนําไปตรวจสอบกับ JASPAR database อีกรอบ เพื่อยืนยัน
บริเวณจับของ Transcription factor เพื่อนําไปทําการทดลองตอไป 

 2.2.5 ตรวจหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค Site-directed mutagenesis 

 หลังจากทําการทํานายตําแหนงที่คาดวาจะมี Transcription factor มาจับ และควบคุมการแสดงออก
ของยีน พบวาสวนของโปรโมเตอรที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -429 มีบริเวณจับของ 
Transcription factor ดังนี้ CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) ที่ตําแหนง -460 ถึง -452  
Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1 (PU.1) ที่ตําแหนง -493 ถึง -484 
Myb proto-oncogene protein (Myb) ที่ตําแหนง -517 ถึง -511 proto-oncogene c-Rel transcription factor 
(Rel) ที่ตําแหนง -508 ถึง -499 Interferon Regulatory factor (IRF) ที่ตําแหนง -485 ถึง -481 และ Nuclear 
transcription factor Y subunit beta (NFYB) ที่ตําแหนง -480 ถึง -475 ในสวนของบริเวณโปรโมเตอรที่ลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 มีบริเวณจับของ Transcription factor ดังนี้  Octamer transcription 
factor binding site 1 (Oct-1) ที่ตําแหนง -275 ถึง -268 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) ที่
ตําแหนง -268 ถึง -260 Nuclear factor of activated T-cells transcription factor (NFAT) ที่ตําแหนง -229  
ถึง -224 และ Ultrabithorax (Ubx) ที่ตําแหนง -257 ถึง -252 จากนั้นทําการเปล่ียนลําดับเบส (Site-directed 



mutagenesis) ตรงตําแหนงที่จําเพาะกับ transcription factor ดวยเทคนิค Rolling PCR โดยจะใชคูไพรเมอรที่
ทําการออกแบบใหมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณที่จําเพาะกับ transcription factor นั้นๆ 
(ตารางท่ี 2.7) และใชเอนไซม KOD Taq polymerase (TOYOBO) โดยจะใช PCR condition ดังนี้  
Pre-denature 94 oC 2 นาที จากนั้นเขาสู PCR cycle Denature step 94 oC 30 วินาที, Annealing step  
55 oC 30 วินาที, Extension step 68 oC 7 นาที จํานวน 30 รอบ และ Final extension 72 oC 30 นาที จากนั้น
นําไปวิเคราะหผลดวย 1.0% Agarose gel electrophoresis นําผลิตภัณฑ PCR มาทําใหบริสุทธ์ิดวย Gel/PCR 
DNA fragments extraction kit (Geneaid) เชื่อมผลิตภัณฑ PCR ที่บริสุทธ์ิใหเปนวง โดยใชเอนไซม  
Ligation High Ver. 2 (TOYOBO) บมที่ 16 oC เปนเวลาขามคืน จากนั้นนําเขาสู E. coli DH5  
(RBC Bioscience) ดวยวิธี CaCl2-transformation และทําการตรวจหา positive colone บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
LB agar ที่มียาแอมพลิซิลิน 100 μg/μl (LB-amp) นํา Positive clone ไปตรวจสอบความถูกตองของลําดับ 
นิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing จากนั้นนําไปตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร
ดวย Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) และนํามาวิเคราะหผลการทดลองตอไป 

ตารางที่ 2.7 แสดงคูไพรเมอรที่ใชในการตรวจหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่เกี่ยวของกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค Site-directed mutagenesis 

Primer name Sequence (5´→3´) 
p(-525/+612)muC/EBP_F 
p(-525/+612)muC/EBP_R 
p(-525/+612)muPU.1_F 
p(-525/+612)muPU.1_R 
p(-525/+612)muMyb_F 
p(-525/+612)muMyb_R 
p(-525/+612)muRel_F 
p(-525/+612)muRel_R 
p(-525/+612)muIRF_F 
p(-525/+612)muIRF_R 
p(-525/+612)muNFYB_F 
p(-525/+612)muNFYB_R 
p(-287/+612)muOct-1_F 
p(-287/+612)muOct-1_R 
p(-287/+612)muC/EBP_F 
p(-287/+612)muC/EBP_R 
p(-287/+612)muNFAT_F 
p(-287/+612)muNFAT_R 
p(-287/+612)muUbx_F 
p(-287/+612)muUbx_R 

CTTAAACCGTACGGGTCTGA 
CCATTGATAGAGCGCGATCT 
ACCATGAAACCGATAGATCGC 
GAATTGTAGTGAAAGACCCGGA 
ATTTCCGGGTCTTTCACTACAAAAGAGGATG 
GCGCACTACGGGAGCTCGGTA 
TGGCACTACAAAAGAGGATGAAACC 
GATTCGGAGCTGTTCACTACGGG 
CAATAGATCGCGCTCTATCTTTGGC 
GCGTCATCCTCTTTTGTAGTGAAAGA 
GCAAGATCGCGCTCTATCTTTGG 
GATTTCATCCTCTTTTGTAGTGAAAGACCC 
ATCGTTTGTAACATTAATGATAATGTCA 
TACGATAAATACTTCAGAGCTCGG 
ATGGCATTAATGATAATGTCATATAATCTT 
AAGGTACAAATATAAATACTTCAGAGCTCG 
GGAAAGAAATGAGAATAAACCTATGC 
TAATTCTAAAGATTATATGACATTATCATTAATG 
CAATAATGTCATATAATCTTTAGAAGGAAAAAAG 
TCGATGTTACAAAATACAAATATAAATACTTCA 

 



2.3 ระบุชนิดของ miRNAs และ mRNA เปาหมายจากกุงกุลาดําที่เกี่ยวของกับการติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว 

 2.3.1 ระบุชนิดของ miRNAs จากกุงกุลาดําที่เกี่ยวขางกับการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

  2.3.1.1 เตรียม RNA ขนาดเล็กจากเซลลเม็ดเลือดในกุงที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 เลี้ยงกุงกุลาดําขนาด 15-20 กรัม ที่ความเค็ม 15 ppt ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาบริเวณกลามเนื้อ
ของกุงกุลาดํา  ในปริมาณที่ทําใหกุงตาย 100% ภายในเวลา 3 วัน และเก็บเลือดท่ี 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังจาก
การติดเชื้อ เก็บตัวอยางจากกุงกุลาดําเวลาละ 20 ตัว โดยใชสารละลายตานการแข็งตัวของเลือด 10% sodium 
citrate ปนเก็บเซลลเม็ดเลือดโดยนํามาเซนทริฟวจที่ 800 x g เปนเวลา 15 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  

 สกัด  RNA ขนาดเล็กท้ังหมด โดยใช mirVanaTM miRNA Isolation Kit (Ambion) นําเซลลเม็ดเลือดกุง
ที่เวลา 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ มาเติม Lysis/Binding buffer และนําไป homogenize จากนั้นเติม 
miRNA Homogenate Additive แชในน้ําแข็ง 10 นาที สกัด RNA โดยใช Acid Phenol:Chloroform นํา
สารละลายใสสวนบนซึ่งมี RNA ถายลงหลอดใหม และเติม absolute ethanol ในอัตราสวน 1.25 เทาของ
ปริมาตรต้ังตน จากนั้นนําสารละลายมาผาน Glass-fiber filter ให RNA ขนาดเล็กท้ังหมดจับอยูบน filter แลว
ลาง filter ดวย Washing Solution และใช Nuclease-free water ชะ RNA ออกจาก filter เก็บ RNA ที่ -80 
องศาเซลเซียส 

  2.3.1.2 สรางหองสมุด miRNA และหาลําดับนิวคลิโอไทดของ miRNA 

 นํา RNA ขนาดเล็กท้ังหมดมาหาลําดับนิวคลิโอไทดดวยเทคนิค Next Generation Sequencing 
(Illumina) โดยนํา RNA ขนาดเล็กท้ังหมด ปริมาณ 1 ไมโครกรัม มาตอดวย adapter ที่จําเพาะตอปลาย 3’OH 
ของ miRNA และตอ adapter ที่ปลาย 5’ phosphate ดวยเอนไซม T4 RNA ligase จากนั้นใชเอนไซม 
SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) สราง First strand cDNA เพิ่มจํานวน DNA ดวยเทคนิค 
PCR และทําบริสุทธ์ิ PCR product โดยนํามาแยกตามขนาดผาน 6% Novex TBE PAGE gel (Invitrogen) 
และเลือก PCR product ขนาด 145 - 160 นิวคลิโอไทด มาสกัดโดยใช Nuclease-free water เก็บ Small RNA 
library ไว -80 องศาเซลเซียส ตรวจสอบคุณภาพของ Small RNA library ดวยเทคนิค real time PCR โดยใช 
KAPA library quantification kit (KAPA Biosystems) และตรวจสอบขนาดของ Small RNA library ดวย  
High sense DNA kit (Agilent) จากนั้นนํา Small RNA library มาเจือจางจนไดความเขมขน 2 nM และ 
denature ดวย 0.2 M NaOH เพื่อทําให DNA เปนสายเด่ียว นํา denature small RNA library มาหาลําดับ
นิวคลิโอไทดดวยเครื่อง MiSeq (Illumina) 

  2.3.1.3 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและระบุชนิดของ miRNA 

 นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการทํา Next Generation Sequencing มาวิเคราะหหาชนิดของ 
miRNA โดยใช MiSeq Reporter software (Illumina) และ CLC Genomics Workbench software (CLC Bio) 
เริ่มจากการตัดลําดับนิวคลีโอไทดของ 3’ และ 5’ adapter ออก จากนั้นเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพตํ่า
ออก คัดเลือกสายนิวคลีโอไทดที่มีขนาด 18 – 24 นิวคลีโอไทดเทานั้นมาวิเคราะหตอ โดยนําขอมูลลําดับ 



นิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank ผานทาง National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) โดยโปรแกรม BLASTN เพื่อกําจัดขอมูล rRNA tRNA หรือ mRNA ที่เสียสภาพทําใหเกิด
สาย RNA มีขนาดเล็ก นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล miRBase 19.0 (http://www.mirbase.org) 
เพื่อหา miRNA จากกุงกุลาดําที่เหมือนกับ miRNA ที่มีรายงานมากอนหนานี้ 

 2.3.2 วิเคราะหระดับการแสดงออกของ miRNA ในกุงกุลาดําที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 วิเคราะหระดับการแสดงออกของ miRNA ในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โดยเก็บเซลลเม็ดเลือดจากกุงกุลาดําที่เวลา 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เวลาละ 
3 ตัว และนํามาสกัด total RNA โดยใช mirVanaTM miRNA Isolation kit (Ambion) และวัดความเขมขนดวย 
NanoDrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific) ออกแบบไพรเมอรสําหรับการทํา Stem-loop PCR 
primer (ตารางท่ี 2.8) Kramer (2011) สราง first strand cDNA โดยใช pooled total RNA จากตัวอยางกุง  
3 ตัว ตัวละเทากัน ปริมาณ 1.5 μg เปนแมแบบ และใชไพรเมอร Stem-loop RT primer ที่มีลําดับนิวคลีโอไทด
จําเพาะตอ miRNA แตละชนิด และทําปฏิกิริยา reverse transcription โดยใชเอนไซม SuperScript III RT 
จากนั้นนํา cDNA ที่จําเพาะตอ miRNA แตละชนิดมาทํา real-time PCR โดยใช CFX96 Touch Real-time 
PCR Detection System (Bio-Rad) ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) 
Universal reverse primer และ Forward primer (ตารางท่ี 2.8) ที่จําเพาะตอ miRNA แตละชนิดทําปฏิกิริยาที่ 
98°C เปนเวลา 2 นาที และ 95°C เปนเวลา 5 วินาที และ 62°C เปนเวลา 30 วินาที ทั้งหมด 40 รอบ โดยทํา 
Melt curve analysis เพื่อตรวจสอบความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR โดยใช U6 เปน internal control 

 2.3.3 ทํานายยีนเปาหมายของ miRNA ที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันจากกุงกุลาดําดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร 

 ทํานายยีนเปาหมายของ miRNA ที่ไดจากการทํา Next Generation Sequencing อาศัยโปรแกรม 
miRNA Target Identification-V0.5 พัฒนาโดย ดร.กุลวดี สมบูรณวิวัฒน สาขาวิชาวิศวกรรมซอฟตแวร 
(หลักสูตรนานาชาติ) สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง บริเวณปลาย 5’ ตําแหนงนิวคลี
โอไทดที่ 2-8 ของ miRNA จะสามารถจับกับบริเวณของยีนเปาหมายอยางจําเพาะ เนื่องจากกุงยังไมมี
ฐานขอมูลจีโนม ดังนั้นในงานวิจัยนี้ใช EST database ของกุงกุลาดําเปนฐานขอมูลในการหายีนเปาหมายของ 
miRNA นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายมาระบุชนิดโดยสืบคนกับฐานขอมูล NCBI ดวยโปรแกรม 
BLASTX คัดเลือกยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันพรอมกับระบุตําแหนงของ miRNA บนยีนเปาหมาย ไดแก
บริเวณ 5’UTR 3’UTR และ ORF จากนั้นทํานายโครงสรางการจับกันของ miRNA กับยีนเปาหมายดวย
โปรแกรม RNAhybrid โดยมีคา minimum free energy นอยกวาหรือเทากับ -20 kcal/mol  

 

 

 

 



ตารางที่ 2.8 ไพรเมอรที่ในการทํา stem-loop realtime RT-PCR ของ miRNA ที่พบในกุงกุลาดํา 

Primer name Sequence (5'-3')
Universal reverse primer CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
pmo-miR-1-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCATAC
pmo-miR-1-3p_Forward primer GCGCCGCTGGAATGTAAAGAAG
pmo-miR-2a-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCATCA
pmo-miR-2a-3p_Forward primer CGGACGTATCACAGCCAGCTTTG
pmo-miR-7-5p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTACC
pmo-miR-7-5p_Forward primer GCGGGGTGAAAGACATGGGTAG
pmo-miR-9a-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAGCT
pmo-miR-9a-3p_Forward primer GCGGGGTCTTTGGTGATCTAGCT
pmo-miR-71-5p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTACC
pmo-miR-71-5p_Forward primer GCGGGGTGAAAGAGATGGGTGG
pmo-miR-99a-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGGGT
pmo-miR-99a-3p_Forward primer GCCCTGCAAGCTCGATTCTATGG
pmo-miR-100-5p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAGTT
pmo-miR-100-5p_Forward primer GCCACGAACCCGTAGATCCG
pmo-miR-184-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCCTT
pmo-miR-184-3p_Forward primer CCAGCATGGACGGAGAACTGA
pmo-miR-190_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCAAG
pmo-miR-190_Forward primer GGCGGGCGCAGATATGTTTGATATTC
pmo-miR-275-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCTACA
pmo-miR-275-3p_Forward primer CGGGGGTCAGGTACCTGATGTAG
pmo-miR-305-5p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCACCT
pmo-miR-305-5p_Forward primer GCGCCGATTGTACTTCATCAGGT
pmo-miR-315_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCTG
pmo-miR-315_Forward primer CGGGCGTTTTGATTGTTGCTCAG
pmo-miR-317-3p_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGGATA
pmo-miR-317-3p_Forward primer GCACTCTGAACACAGCTGGTGG
pmo-miR-750_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCTGGA
pmo-miR-750_Forward primer CGCCTGCCAGATCTAACTCTTCC
pmo-miR-965_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGGGAA
pmo-miR-965_Forward primer CGGGCGTAAGCGTATGGCTTTTC
pmo-bantam_RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGCTT
pmo-bantam_Forward primer GCCGCGTGAGATCATTGTGAAAG
U6_Forward primer CTCGCTTCGGCAGCACA
U6_Reverse primer AACGCTTCACGAATTTGCGT  

 
 2.3.4 ตรวจสอบการจับกันของ miRNA กับ mRNA เปาหมายโดยใชเทคนิค Luciferase activity 
assay 

 จากการทํานาย mRNA เปาหมายของ pmo-bantam คือ Kunitz-type protease inhibitor (KuSPI) และ 
beclin-1 associated autophagy key regulator (ATG14) ตามลําดับ จึงวิเคราะหความสามารถในการจับกัน
ของ miRNA กับ mRNA เปาหมายโดยใชเทคนิค Luciferase activity assay  เตรียมพลาสมิด luciferase 
reporter ที่มีสวนของ mRNA เปาหมายบริเวณ binding site ของ miRNA โดยเพิ่มจํานวนชิ้นยีนเปาหมาย 
KuSPI และ ATG14 จาก cDNA ของเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยไพรเมอรตาราง
ที่ 2.9 จากนั้นโคลนชิ้นยีนที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิเขาสูเวกเตอร pmirGLO (Promaga) จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล 
HEK293-T ใน 24-well plate บมที่อุณหภูมิ 37°C 5% CO2 เปนเวลา 1 วัน แลว co-transfect 20 pmol ของ 
pmo-bantam mimic (TGAGATCATTGTGAAAGCTG) pmo-miR-750 mimic (CCAGATCTAACTCTTC 



CAGCTC) หรือ miRNA scramble (GTCTCACGTACTAATATCAC) รวมกับ 200 ng ของ pmirGLO-KuSPI 
หรือ pmirGLO-ATG14 โดย Effectene transfection reagent (QIAGEN) เขาสูเซลล HEK293-T บมตอเปน
เวลา 48 ชั่วโมง แลวเก็บเซลลมาวัด luciferase activity โดยใช Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay 
System (Promaga) วัดแสงที่เกิดขึ้นดวย SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular 
Devices)  

ตารางที่ 2.9 ไพรเมอรสําหรับเพิ่มจํานวนยีนเปาหมายบริเวณ binding site ของ pmo-bantam และ  
pmo-miR-750  

Primer Sequence (5'-3') 

Kunitz_F_SacI GAGAGCTCAGATCCGGGAATGCAC 
Kunitz_R_XbaI CGTCTAGAAAGTACAACATTTACTCAAATGATA 
BEC_SAC1_F ATGCAGAGCTCCTAGCTATTAGCGAGGCTCAG 
beclin_xho1_R ATGCACTCGAGGCTGTTCACCCAGCTCATTT 

 

 2.3.5 วิเคราะหระดับการแสดงออกของ miRNA ในเนื้อเย่ือตางๆของกุงกุลาดํา 

 ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวเขาสูกลามเนื้อของกุงกุลาดําขนาด 15-20 กรัม จากนั้นเก็บเนื้อเยื่อหลังฉีดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเปนเวลาตางๆท่ี 0 6 24 และ 48 ชั่วโมง ซึ่งแตละเวลาแบงกุงเปน 3 ชุด ชุดละ 3 ตัว โดย
เนื้อเย่ือท่ีเก็บ ไดแก เซลลเม็ดเลือด (hemocyte) เหงือก (gill) อวัยวะน้ําเหลือง (lymphoid organ) และกระเพาะ
อาหาร (stomach) จากนั้นสกัด RNA ทั้งหมดโดยใช mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion) ตามดวยการ
สราง cDNA ดวยไพรเมอรที่มีความจําพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของ pmo-bantam และ U6 จาก RNA ทั้งหมด 
600 ng ดวยเอนไซม SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) โดยใชไพรเมอร pmo-bantam_RT 
primer หรือ U6_Reverse primer (ตารางท่ี 2.8) จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของ miRNA ดวยเทคนิค 
real-time PCR โดยใช U6 เปน internal control ดวยเอนไซม SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) 

 2.3.6 การตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA เปาหมายในเนื้อเย่ือกุงกุลาดํา 

 mRNA เปาหมายของ pmo-bantam คือ Kunitz-type protease inhibitor (KuSPI) ตามลําดับ จึงทํา
การตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA เปาหมายของ miRNA ที่สนใจที่ตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดง
ดวงขาว นํา RNA ที่สกัดไดจากขอ 2.3.4 ซึ่งประกอบดวย RNA จากเนื้อเยื่อกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่
เวลา 0 6 24 และ 48 ชั่วโมง ปริมาณ 300 นาโนกรัม มาสราง cDNA โดยใชไพรเมอร oligo-dT และเอนไซม 
reverse transcriptase จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA เปาหมายดวย real-time PCR ดวย
เอนไซม SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) และ normalized การแสดงออกของยีนเปาหมายดวยยีน 
EF-1α โดยใชไพรเมอรตามตารางที่ 2.10 

 



ตารางที่ 2.10 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรในการตรวจสอบการแสดงออกยีนเปาหมายของ pmo-bantam 
pmo-miR-750 และ EF-1α 

Primer Sequence (5'-3') 

KuSPI_F AGTCTCATCTTCGTCGCCTCTG 
KuSPI_R GAACCTATGGAAACGGGCTTTGC 
EF-1α_F GGTGCTGGACAAGCTGAAGGC 
EF-1α_R CGTTCCGGTGATCATGTTCTTGATG 

 

 



3.ผลงานวิจัย 
3.1 ศึกษาหนาที่ของ PmVRP15 ตอการการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา โดยเทคนิค RNAi 
และ protein-protein interaction assay 

 3.1.1 ผลของการยับย้ังการแสดงออกของยีน PmVRP15 ตอการแสดงออกของยนีไวรัสตัวแดง
ดวงขาวในกุงกุลาดํา 

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา Penaeus monodon ที่ติดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาวโดยใชเทคนิค suppression subtractive hybridization (SSH) โดย Prapavorarat et al. (2010) มี
การคนพบยีนชนิดใหมชื่อ viral responsive protein 15 (PmVRP15) ซึ่งมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นอยางมาก
ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงคาดวายีนนี้นาจะมีความสาคัญตอการตอบสนองตอเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาวในกุงกุลาดํา ในงานวิจัยนี้จึงตองการศึกษาหนาที่ของยีน PmVRP15 นี้ จึงไดใชเทคนิค RNA interference 
(RNAi) ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 และศึกษาผลกระทบของการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 ตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของกุงกุลาดํา จากการทดลองฉีด dsRNA-PmVRP15 เขาไปใน
กุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวพบวาสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ได (รูปที่ 3.1A) เมื่อ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนบงชี้ระดับการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในระยะตางๆ ไดแก ยีน IE-1 (very 
early stage) ยีน WSV477 (early stage) และยีน VP28 (late stage) ในกุงที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 เทียบกับกุงกลุมควบคุมที่ฉีดดวย dsRNA-GFP พบวามียีนดังกลาวการแสดงออกลดลง 83.5% 
85.5% และ 94.8% ตามลาดับ (รูปที่ 3.1B) จากผลที่ไดชี้ใหเห็นวายีน PmVRP15 มีความเกี่ยวของกับการติด
เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เมื่อตรวจสอบอัตราการตายสะสมของกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกลุมที่ถูก
ยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 เทียบกับกลุมควบคุมที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน GFP พบวาในกลุม
ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 มีอัตราการตายที่ชากวาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม กลุม
ควบคุมจะตายครบ 100% หลังกุงติดเชื้อ 90 ชั่วโมง แตในกลุมที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 จะตาย 
100% หลังกุงติดเชื้อ 102 ชั่วโมง โดยที่ 66-102 ชั่วโมงหลังกุงที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 มี
อัตราการตายสะสมนอยกวาอยางมีนัยสําคัญประมาณ 50% (รูปที่ 3.1C) 

 

 

 



 
รูปที่ 3.1 ผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา 
(A) ทําการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) โดยใช 
PmVRP15dsRNA (B) ศึกษาการแสดงออกของยีนที่บงชี้ระดับการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ในระยะตางๆ 
หลังการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยใชเทคนิค real-time 
RT-PCR เทียบกับกลุมควบคุมที่ฉีด GFPdsRNA ในสภาวะติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและ (C) ตรวจสอบ
อัตราการตาย หลังการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เทียบกับ
กลุมควบคุม  

 3.1.2 การคนหาโปรตีนจากกุงกุลาดําและโปรตีนจากเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เกิดปฏิสัมพันธ
กับ โปรตีน PmVRP15 โดยใชเทคนิค Yeast two-hybrid screening 

 ในงานวิจัยนี้ใชเทคนิค Yeast two-hybrid screening เพื่อคนหาโปรตีนในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํา
ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว และโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่สามารถเกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน 
PmVRP15 ได โดยสราง bait vector เพื่อใชในการ screen จากการทดลอง พบวา bait vector ที่มียีนของ 
PmVRP15 (pGBKT7-PmVRP15) ไมเปนพิษตอเซลลยีสต และโปรตีน PmVRP15 ไมกระตุนใหเกิด 
autoactivation อยางไรก็ตามไมพบโปรตีนที่สามารถเกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน PmVRP15 ได ซึ่งคาดวามี
สาเหตุจากการท่ีโปรตีน PmVRP15 มีสวนของ transmembrane ทําใหโปรตีนไมสามารถเขาไปเกิดปฏิสัมพันธ
กับโปรตีนอื่นๆ ภายในนิวเคลียสได ดังนั้นจึงทําการทดลองโดยตัดสวนที่เปน transmembrane ของโปรตีน 
PmVRP15 ออก และนํายีน PmVRP15 เฉพาะสวนที่ code ใหดานปลาย N (PmVRP15-N) และเฉพาะสวนที่ 
code ใหดานปลาย C (PmVRP15-C) มาสราง bait vector pGBKT7-N-PmVRP15 และ pGBKT7-C-
PmVRP15 ตามลาดับ เพื่อใชในการ screen จากการทํา Yeast two-hybrid screening ไมพบโปรตีนจากเซลล
เม็ดเลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่เกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน PmVRP15 ทั้งสองสวน อยางไรก็ตามพบ
โปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 2 ชนิด คือ WSV399 และ WSV020 ที่สามารถเกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน 

A B 

C 



PmVRP15_N ได แตไมพบโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เกิดปฏิสัมพันธกับโปรตีน PmVRP15_C ได 
จากนั้นทําการยืนยันผล Yeast two-hybrid screening โดยการทํา Co-transformation ระหวางเวคเตอรที่ผลิต
โปรตีน WSV399 และ WSV020 กับเวคเตอร pGBKT7-N-PmVRP15 ที่ผลิตโปรตีน PmVRP15_N พบวามี
เฉพาะโปรตีน WSV399 เทานั้นที่สามารถจับกับ โปรตีน PmVRP15_N ได (รูปที่ 3.2) 

 
รูปที่ 3.2 การตรวจสอบการเกิดปฏิสัมพันธระหวางโปรตีน PmVRP15 และโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว โดย
การทํา co-transformation ระหวาง (A) โปรตีน PmVRP15-N กับ WSV020 (B) PmVRP15-N กับ WSV399 
(C) แสดงตัวควบคุมที่ใหผลบวกและลบ 

 3.1.3 ยืนยันการเกิดปฏิสัมพันธระหวางโปรตีน PmVRP15 กับ โปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว 
ดวยเทคนิค Co-Immunoprecipitation (Co-IP) 

 จากผลการทดลองขางตนพบวา โปรตีน WSV399 เกิดปฏิสัมพันธกับสวน N-terminus ของโปรตีน 
PmVRP15 ได ดังนั้นจึงทําการยืนยันผลการจับกันของโปรตีนทั้งสองตัวดวยเทคนิค Co-Immunoprecipitation 
โดยการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทของโปรตีน PmVRP15 (rPmVRP15) และ WSV399 (rWSV399)  ในระบบ 
E. coli  โดยไดทําการโคลนยีน WSV399 เขาสูเวคเตอร pBAD/Myc-His A และนําไปแทรนสฟอรมเขาสู E. coli 
TOP10 เพื่อผลิตโปรตีน rWSV399 โดยโปรตีนที่ผลิตไดนี้มีทั้ง c-Myc taq และ 6x His-taq อยูทางดานปลาย C 
ซึ่งจะมีขนาดประมาณ 26 kDa จากการทดลองพบวาสามารถผลิตโปรตีน rWSV399 ซึ่งมีขนาดเทากับที่
คาดการณไวได โดยพบโปรตีนอยูทั้งในสวน inclusion bodies และสวน soluble (รูปที่ 3.3) ในการทดลองนี้
เลือกนําโปรตีนในสวน soluble มาทําการทดลองตอ โดยนําไปทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยใช Ni-NTA affinity 
chromatography แลวนําไปทํา Co-Immunoprecipitation กับโปรตีน rPmVRP15 จากการทดลองพบวาโปรตีน 
PmVRP15 สามารถจับกับ WSV399 ได (รูปที่ 3.4) 



 
 
รูปที่ 3.3 โปรตีน rWSV399 ที่ผลิตไดจาก E. coli หลังจากเหนี่ยวนําใหเซลลผลิตโปรตีนโดยใช 0.02% 
Arabinose เก็บเซลลมาทําใหแตกโดยการ sonication จากนั้นแยกสวน inclusion bodies (1) และสวน soluble 
protein (2) มาตรวจสอบโปรตีนที่ผลิตได โดยใช CGP staining (ซาย) และ Western blot โดยใช Anti c-Myc 
antibody (ขวา) 

รูปที่ 3.4 ทดสอบการเกิดปฏิสัมพันธระหวางโปรตีน PmVRP15 กับโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว WSV399 
โดยเทคนิค Co-immunoprecipitation 

Lane: 1 โปรตีน rPmVRP15 ท่ีบริสุทธิ์ 
  2 โปรตีน rWSV399 ท่ีบริสุทธิ์บางสวน 
 3 Flow through หลังโปรตีนผสม rPmVRP15-rWSV399 ผาน Anti-c-Myc agarose bead 
 4 Wash fraction no.1 หลังโปรตีนผสม rPmVRP15-rWSV399 ผาน Anti-c-Myc agarose bead 
  5 Wash fraction no.2 หลังโปรตีนผสม rPmVRP15-rWSV399 ผาน Anti-c-Myc agarose bead 
 6 Elution fraction fraction จากคอลัมนท่ีทําการทดลอง  
 7 Elution fraction fraction จากคอลัมนควบคุมท่ีผานโปรตีน rPmVRP15 เพียงอยางเดียว 
 8 Elution fraction fraction จากคอลัมนควบคุมท่ีผานโปรตีน rWSV399 เพียงอยางเดียว  
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 3.1.4 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไวรัส WSV399 ในเม็ดเลอืดกุงกุลาดําหลังติดเช้ือ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 เนื่องจากการศึกษาการเกิดปฏิสัมพันธกันระหวางโปรตีน PmVRP15 และโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวง
ขาว พบวาโปรตีน PmVRP15 สามารถจับกับโปรตีน WSV399 ได จึงทําการศึกษาการแสดงออกของยีนไวรัส 
wsv399 เพื่อศึกษาวาเปนยีนที่แสดงออกอยูในระยะใดหลังจากกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว เมื่อเปรียบเทียบ
กับยีน ไวรัสที่เคยมีการศึกษาวามีการแสดงออกของยีนชวงใดหลังการติดเชื้อ ประกอบดวย ยีน ie-1 มีการ
แสดงออกในระยะ Immediate early ยีน wsv477 มีการแสดงออกในระยะ Early และยีน vp28 มีการแสดงออก
ในระยะ Late พบวายีน wsv399 มีการแสดงออกในระยะ Late เหมือนยีน vp28 (รูปที่ 3.5) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปที่ 3.5 แสดงผลการแสดงออกของยีน wsv399 ในเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ 0 3 6 
12 24 36 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ 

 3.1.5 ศึกษาบริเวณที่มีการแสดงออกของโปรตีน WSV399 ในไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยเทคนิค 
Western blot และ Immunoelectron microscopy 

 การศึกษาบริเวณท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน WSV399 ในไวรัสตัวแดงดวงขาวจําเปนตองใช 
antibody ที่จําเพาะกับโปรตีน WSV399 จึงเริ่มจากการผลิตพลาสมิดรีคอมบิเนนท wsv399 จากผลการทดลอง
ในรูปที่ 3.6 พบวาสามารถเพิ่มจํานวนยีน wsv399 ที่มีขนาด 522 คูเบส และทําการสรางพลาสมิดรีคอมบิแนนท 
pET16b-wsv399 (rpET16b-wsv399) ไดสําเร็จ จากนั้นนํา rpET16b-wsv399 เขาสู E. coli BL21 (DE3) เพื่อ
ทําการผลิตโปรตีนรีคอมบิเนนท WSV399 (rWSV399) พบวาหลังจากเหนี่ยวนําดวย IPTG 3 ชั่วโมง สามารถ
ผลิตโปรตีนไดสําเร็จ โดยโปรตีน rWSV399 มีขนาดประมาณ 26 กิโลดัลตัน และโปรตีนสวนมากอยูในสวนของ 
Inclusion bodies (รูปที่ 3.7) เนื่องจากโปรตีน rWSV399 มีการติด Histidine tag ดังนั้นจึงนํามาทําใหบริสุทธ์ิ
ดวยคอลัมน Ni-NTA (รูปที่ 3.8) นําโปรตีนที่บริสุทธ์ิไปผลิต antibody (anti-WSV399) และทําการตรวจสอบ
ความจําเพาะของ anti-WSV399 (รูปที่ 3.9)  

 เนื่องจากตองการหาบริเวณที่โปรตีน WSV399 ที่แสดงออกบนไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงทําการสกัด
ไวรัสจาก Crayfish (P. clarkii) และทําการตรวจสอบคุณภาพของไวรัสที่สกัดไดดวยเทคนิค Transmission 
electron microscopy (รูปที่ 3.10) จากนั้นนําไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ไดไปตรวจหาบริเวณที่โปรตีน rWSV399 มี

 



แสดงออกดวยเทคนิค Western blot หลังจากทําการแยกไวรัสออกเปนสองสวนคือ Envelope และ 
Nucleocapsid พบวาโปรตีน WSV399 มีการแสดงออกทั้งสองสวน (รูปที่ 3.11) จึงสามารถสรุปไดวา โปรตีน 
WSV399 เปนโปรตีนโครงสรางของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่อยูในสวนของ Tegument ซึ่งเปนบริเวณที่อยูระหวาง 
สวนที่เปน Envelope และ Nucleocapsid และไดใชเทคนิค Immunoelectron microscopy ในการยืนยันหา
บริเวณที่โปรตีน WSV399 ที่แสดงออกโดยการติดตามเม็ดทองขนาด 18 nm ที่ติดอยูกับ 2nd Antibody ที่ใช
ติดตาม mouse anti-WSV399 antibody WSV399 จากผลการทดลองพบวาโปรตีน WSV399 มีการแสดงออก
อยูในสวนของ Tegument ในไวรัสตัวแดงดวงขาว (รูปที่ 3.12) 

 
รูปที่ 3.6 แสดงผลการสรางพลาสมิดรีคอมบิเนนท pET16b-wsv399 โดย Lane M คือ DNA marker  
 Lane 1 คือ ผลิตภัณฑ PCR ของยีน wsv399 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI/BamHI  
 Lane 2 คือ เวคเตอร pET16b ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI   
 Lanes 3 ถึง 5 คือ โคลน Positive ท่ีถูกคัดเลือกโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

 
รูปที่ 3.7 แสดงผลการผลิตโปรตีนรีคอมบิเนนท WSV399 (rWSV399) ใน E. coli BL21(DE3) ทําการวิเคราะห
การแสดงออกของโปรตีนดวย (A) 12.5% SDS-PAGE และ (B) Western blot 
 Lane M คือ Prestained protein marker (Fermentas)  
 Lane 1 คือโปรตีน rWSV399 หลังจากเหนี่ยวนําการแสดงออกดวย IPTG เปนเวลา 0 ชั่วโมง  
 Lane 2 คือโปรตีน rWSV399 หลังจากเหนี่ยวนําการแสดงออกดวย IPTG เปนเวลา 3 ชั่วโมง  
 Lane 3 โปรตีน rWSV399 ในสวนของ Soluble  
 Lane 4 คือ โปรตีน rWSV399 ในสวนของ Inclusion bodies 

 

 

 

 



 
รูปที่ 3.8 แสดงผลการทําโปรตีน rWSV399 ใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมน Ni-NTA โดย  
 Lane M คือ Prestained protein marker  
 Lane 1 คือโปรตีน rWSV399 หลังจากเหนี่ยวนําการแสดงออกดวย IPTG เปนเวลา 0 ชั่วโมง  
 Lane 2 คือโปรตีน rWSV399 หลังจากเหนี่ยวนําการแสดงออกดวย IPTG เปนเวลา 3 ชั่วโมง  
 Lane 3 คือ โปรตีน rWSV399 ท่ีละลายออกมาจากสวนของ inclusion bodies  
 Lane 4 คือ flow-through fraction จากคอลัมน Ni-NTA  
 Lanes 5-7 คือ wash fraction no.1-3 จากคอลัมน Ni-NTA  
 Lane 8 คือ elution fraction ท่ีมีโปรตีน rWSV399 ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์จากคอลัมน Ni-NTA 

รูปที่ 3.9 แสดงผลการตรวจสอบความจําเพาะของ anti-WSV399 polyclonal antibody ที่ผลิตจากหนูกับโปรตีน
รีคอมบแินนท WSV399 ดวยเทคนิค Western blot 

 
รูปที่ 3.10 ตรวจสอบคุณภาพของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่สกัดจาก Crayfish (Procambarus clarkii) ดวยเทคนิค 
Transmission electron microscopy 

 
 



 
 
รูปที่ 3.11 แสดงผลการตรวจสอบบริเวณการแสดงออกของโปรตีน WSV399 โดยทําการแสดงผลการวิเคราะห
โปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาวที่สกัดได (Intact WSSV) และโปรตีนไวรัสที่ทําการแยกสวนเปน Envelope และ 
Nucleocapsid ดวยเทคนิค SDS-PAGE (รูปดานซาย) และตรวจสอบบริเวณการแสดงออกของโปรตีน 
WSV399 ในไวรัสตัวแดงดวงดวยเทคนิค Western blot (รูปดานขวา) ซึ่งจะใช antibody ที่จําเพาะกับโปรตีน 
WSV399 (anti-WSV399) เปนตัวตรวจหาบริเวณที่มีการแสดงออกของโปรตีน WSV399 ในแตละสวนของ
โปรตีนไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 
รูปที่ 3.12 แสดงผลการตรวจสอบบริเวณการแสดงออกของโปรตีน WSV399 บนตัวไวรัสตัวแดงดวงขาว ดวย
เทคนิค Immunoelectron microscopy โดยจะใชการติดตามเม็ดทองที่มีขนาด 18 nm ที่ใชติดอยูกับ secondary 
antibody ที่มีความจําเพาะตอ anti-WSV399 
 



 3.1.6 ตรวจสอบความเกี่ยวของของยีน WSV399 กับการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง
กุลาดํา 

 จากรายงานผลงานวิจัยที่ผานมาพบวาโปรตีน PmVRP15 สามารถจับกับโปรตีน WSV399 ของไวรัส
ตัวแดงดวงขาวซึ่งเปนโปรตีนโครงสรางสวน Tegument แตยังไมทราบหนาที่ที่แนชัด ในการทดลองนี้ไดใช
เทคนิค RNA interference ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 และตรวจสอบความเกี่ยวของของยีน
กับการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง ในสวนแรกไดทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ซึ่งเปนยีน
โครงสรางสวน envelope ของไวรัสตัวแดงดวงขาวที่มีการแสดงออกในระยะ late ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง
ขาว ซึ่งนํามาใชเปนยีน marker ในการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจํานวนของไวรัสในกุงที่ติดเชื้อ พบวา
หลังจากยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว การแสดงออกของยีน VP28 
ไมแตกตางกัน (รูปที่ 3.13A) เมื่อเปรียบเทียบกลุมทดลอง (กลุมที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399) และ
กลุมควบคุม (กลุมที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน GFP) แตเมื่อตรวจสอบอัตราการตายของกุง พบวาในกลุมกุงที่
ยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวมีอัตราการตายนอยกวากุงกลุมควบคุม  
(รูปที่ 3.13B) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวายีน WSV399 มีสวนเกี่ยวของในการเพิ่มจํานวนไวรัสของกุง 
โดยในงานวิจัยที่ผานมาพบวาไวรัสในกลุมที่มีสารพันธุกรรมเปนดีเอนเอสายคู ใชโปรตีนโครงสรางสวน 
Tegument ในระบบการขนสงไวรัสจาก cytoplasm เขาสู nucleus (Kelly et al. 2009) และยังมีรายงานวา
โปรตีน VP26 ซึ่งเปนโปรตีนโครงสรางสวน Tegument ของไวรัสตัวแดงดวงขาว สามารถจับกับโปรตีน actin 
(Xie and Yang 2005) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีการรายงานวาทํางานในระบบการขนสงไวรัส ทําใหสามารถสรุปไดวา
โปรตีน WSV399 อาจจะเกี่ยวของในการเพิ่มจํานวนไวรัสของกุง ในสวนของระบบการขนสงไวรัสจาก 
cytoplasm เขาสู nucleus 

รูปที่ 3.13 แสดงผลการตรวจสอบความเกี่ยวของของยีน wsv399 กับการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุง
กุลาดําดวยเทคนิค RNA interference (A) ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP28 ในเซลลเม็ดเลือดกุงที่ติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวหลังยับยั้งการแสดงออกของยีน (B) ตรวจสอบอัตราการตายของกุง เมื่อยับยั้งการ
แสดงออกของยีน WSV399 

A

B



3.2 ศึกษาการจัดเรียงตัวของยีนและบริเวณควบคุมของยีน PmVRP15 ในจีโนมของกุงกุลาดํา 

 3.2.1 การจัดเรียงตัวของยีนและบริเวณควบคุมของยีน PmVRP15 ในจีโนมของกุงกุลาดํา 

 เนื่องจากยีน PmVRP15 มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นหลังจากกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงสนใจ
ศึกษาการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยจากผลการศึกษา กอนหนานี้มีขอมูลยีนที่ครบสมบูรณ
ซึ่งมีขนาด 759 bp โดยมีสวน 5’UTR ขนาด 101 bp สวน 3’UTR ขนาด 244 bp และมี ORF ขนาด 414 bp 
จากศึกษาการจัดเรียงตัวของยีน PmVRP15โดยการออกแบบไพรเมอรจากขอมูล cDNA และนํามาทํา PCR 
เพิ่มจํานวนชิ้นยีนจากจีโนมิกดีเอ็นเอ แลวนําชิ้นยีนที่ไดไปทําการโคลนเขาสูเวคเตอร TA เพื่อนําไปหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของจีโนมิกสดีเอ็นเอไปเปรียบ เทียบกับลําดับของนิวคลีโอไทดของ 
PmVRP15 cDNA พบวา ยีน PmVRP15 ประกอบดวย 4 exons ขนาด 50 161 122 และ 138 bp แทรกดวย  
3 introns ขนาด 541 113 และ 430 bp โดยพบวา exon 1 อยูในสวน 5’UTR และสวนของ open reading 
frame ของยีน PmVRP15 ประกอบดวย exon 3 สวน ต้ังแต exon 2-4 (รูปที่ 3.14) เมื่อวิเคราะหบริเวณรอยตอ
ระหวาง exon และ intron ทุก ๆ ชวงรอยตอ พบวา มีลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 5’-spliced site และ 3’-spliced 
site เปนลําดับอนุรักษ GT และ AG ตามลําดับ 

 ทําการหาลําดับคลีโอไทดบริเวณท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยใชเทคนิค genome 
walking โดยสามารถหาลําดับนิวคลีโอไทดบนจีโนมทางดานปลาย 5’ ไดขนาดประมาณ 2 กิโลคูเบส เมื่อนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดบนจีโนมทางดานปลาย 5’ ไปทํานายสวนที่เปนโปรโมเตอรและสวนที่ควบคุมการแสดงออก
ของยีน พบ TATA box หนึ่งตําแหนงอยูที่บริเวณตําแหนง -26 และ transcription factor binding site หลาย
ตําแหนง เชน CAAT enhancer-binding protein  (C/EBP) 9 ตําแหนง Oct-1 2 ตําแหนง และ  Sp1  
1 ตําแหนง (รูปที่ 3.15) 



 
 

รูปที่ 3.14 การจัดเรียงตัวของยีนบนจีโนม PmVRP15 ลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ intron ที่แทรกอยูระหวาง 
exon (แถบสีเหลือง) ของยีน PmVRP15 โดยสวนของ Start codon แสดงแถบสีแดงตัวอักษรหนาอยูใน exon 
ที่ 2 ตําแหนงของ Transcription start site ถูกทํานายดวยโปรแกรม Neural Network Promoter Prediction 
และสวนของโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 คือบริเวณที่ขีดเสนใต 
 



 
 

รูปที ่3.15 ลําดับของนิวคลโีอไทดบริเวณที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 โดยเทคนิค Genome 
Walking 
 

 



 3.2.2 ศึกษาการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 

 จากผลการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 5’ flanking promoter ของยีน PmVRP15 พบวามีขนาด
ประมาณ 2 พันกิโลคูเบส เนื่องจากตองการหาบริเวณที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 จึงทําการตัดสวนของ 5’ flanking promoter ใหมีขนาดเล็กลงเรื่อยๆ (Narrow down) โดยใชเทคนิค 
PCR โดยในสวนแรกไดทําการจะไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -2047 ถึง +612  
(-2047/+612) -1621 ถึง +612 (-1621/+612) -1147 ถึง +612 (-1147/+612) -525 ถึง +612 (-525/+612) และ 
-92 ถึง +612 (-92/+612) (รูปที่ 3.16, Lane 1-5) จากนั้นทําการโคลนเขาเวคเตอร pGL3 basic (Promega) 
เพื่อสรางพลาสมิดรีคอมบิเนนทสําหรับตรวจสอบความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร ดังนี้  
p(-2047/+612), p(-1621/+612), p(-1147/+612), p(-525/+612) และ p(-92/+612) จากนั้นนําพลาสมิดรีคอม
บิเนนทเขาสูเซลล S2 เพื่อตรวจวัดความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร จากผลการทดลองพบวาลําดับนิ
วคลีโอไทดที่ตําแหนง -1147 ถึง -92 นาจะเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 เนื่องจาก
ความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรจะลดลงหลังจากทําการตัดสวนของ 5’ flanking promoter ใหมี
ขนาดเล็กลงเรื่อยๆ (รูปที่ 3.17) ดังนั้นจึงนําชวง -1147 ถึง -92 ของ 5’ flanking promoter มาทําใหมีขนาดเล็ก
ลง (Narrow down) โดยใชเทคนิค PCR ไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -907 ถึง +612  
(-907/+612) -727 ถึง +612 (-727/+612) -427 ถึง +612 (-427/+612) และ -208 ถึง +612 (-208/+612)  
(รูปที่ 3.16, Lane 6-9) จากนั้นทําการโคลนเขาเวคเตอร pGL3 basic (Promega) เพื่อสรางพลาสมิด 
รีคอมบิเนนท p(-907/+612) p(-727/+612) p(-525/+612) p(-427/+612) และ p(-208/+612) จากนั้นนํา 
พลาสมิดรีคอมบิเนนทเขาสูเซลล S2 เพื่อตรวจวัดความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร จากผลการ
ทดลองพบสวนที่นาสนใจสองตําแหนงคือ ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 ซึ่งคาดวานาจะมีตัวกด
การแสดงออกของยีน (Repressor) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 เพราะหลังจากตัดลําดับ 
นิวคลีโอไทดชวงนี้ออกไป พบวาจะความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรเพิ่มขึ้นประมาณ 50 % (รูปที่ 
3.18) และอีกสวนหนึ่งคือลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -427 ถึง -92 ซึ่งคาดวานาจะมีตัวกระตุนการแสดงออก
ของยีน (Activator) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 เพราะหลังจากตัดลําดับนิวคลีโอไทดชวงนี้
ออกไป พบวาจะความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรจะลดลงประมาณ 70 % (รูปที่ 3.18) แตเนื่องจาก
สวนของโปรโมเตอรที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -427 ถึง -92 มีความยาวมากเกินไป ทําใหคาดการณ
บริเวณที่มีความจําเพาะในการควบคุมการแสดงออกของยีนไดยาก จึงทําการตัดสวนของโปรโมเตอรใหมีขนาด
เล็กลงดวยเทคนิค PCR ไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -387 ถึง +612 (-387/+612)  
-287 ถึง +612 (-287/+612) และ -34 ถึง +612 (-34/+612) (รูปที่ 3.16, Lane 10-12) จากนั้นทําการโคลนเขา
เวคเตอร pGL3 basic (Promega) เพื่อสรางพลาสมิดรีคอมบิเนนท p(-387/+612) p(-287/+612) และ  
p(-34/+612) จากนั้นนําพลาสมิดรีคอมบิเนนทเขาสูเซลล S2 เพื่อตรวจวัดความสามารถในการทํางานของ 
โปรโมเตอร พบวาที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 นาจะมีตัวกระตุนการแสดงออกของยีน 
(Activator) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 เพราะหลังจากตัดลําดับนิวคลีโอไทดชวงนี้ออกไป 
พบวาจะความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรลดลงประมาณ 40 % (รูปที่ 3.19) จากการทดลองนี้
สามารถสรุปไดวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 และ  -287 ถึง -209 เปนบริเวณที่เกี่ยวของกับ
การควบคุมการแสดงออกของยีน โดยคาดวานาจะมีตัวกดการแสดงออกของยีน (Repressor) และ ตัวกระตุน
การแสดงออกของยีน (Activator) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ตามลําดับ 



รูปที่ 3.16 แสดงผลการเพิ่มจํานวนของผลิตภัณฑ PCR ของ 5’ flanking promoter ของยีน PmVRP15 ดวย
เทคนิค PCR เพื่อนําไปตรวจหาบริเวณที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15  
ประกอบดวยรายละเอียดดังนี้  

 Lane M คือ DNA marker  
 Lane 1 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -2047 ถึง +612  
 Lane 2 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -1621 ถึง +612  
 Lane 3 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -1147 ถึง +612  
 Lane 4 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -907 ถึง +612  
 Lane 5 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง  -727 ถึง +612  
 Lane 6 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -525 ถึง +612  
 Lane 7 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง  -427 ถึง +612  
 Lane 8 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -387 ถึง +612  
 Lane 9 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -287 ถึง +612  
 Lane 10 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง  -208 ถึง +612  
 Lane 11 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง -92 ถึง +612  
 Lane 12 คือ ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง  -34 ถึง +612 
 Lane 13 คือ เวคเตอร pGL3-basic (Promega) 



 
รูปที่ 3.17 แสดงความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 จากลําดับนิวคลีโอไทดที่
ตําแหนง -2047 ถึง -92  

 

รูปที่ 3.18 แสดงความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 จากลําดับนิวคลีโอไทดที่
ตําแหนง -1147 ถึง -92 
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รูปที่ 3.19 แสดงความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 จากลําดับนิวคลีโอไทดที่
ตําแหนง -427 ถึง -34 
 

 3.2.3 ยืนยันบริเวณดานปลาย 5’ ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค 
Deletion mutagenesis 

 จากผลการศึกษาบริเวณที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 พบวาลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 และ  -287 ถึง -209 เปนบริเวณท่ีเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออก
ของยีน โดยคาดวานาจะมีตัวกดการแสดงออกของยีน (Repressor) และ ตัวกระตุนการแสดงออกของยีน 
(Activator) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ตามลําดับ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงทําการยืนยันวา
บริเวณดังกลาวเปนบริเวณควบคุมการแสดงออกของยีน จากผลการทดลองหลังจากตัดสวนของนิวคลีโอไทดที่
ตําแหนง -525 ถึง -427 ออก (Mutant: p(-727/+612)del(-525/-428)) ความสามารถในการทํางานของ 
โปรโมเตอรเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับ Wildtype: p(-727/+612) (รูปที่ 3.20) และ หลังจากตัดสวนของนิวคลีโอไทดที่
ตําแหนง -287 ถึง -209 (Mutant: p(-387/+612)del(-287/-209)) ออก ความสามารถในการทํางานของ 
โปรโมเตอรลดลงเมื่อเทียบกับ Wildtype: p(-387/+612) (รูปที่ 3.21) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา
บริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 มีตัวกดการแสดงออกของยีน (Repressor) มาควบคุมการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 และที่บริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 มีตัวกระตุนการ
แสดงออกของยีน (Activator) มาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 

 

 

 

 

 

 

 



รูปที่ 3.20 แสดงผลการยืนยันบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 ที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน PmVRP15 วาเปนบริเวณจับของตัวยับยั้งการแสดงออกของยีน (Repressor) โดยทําการเปรียบเทียบ
ความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรหลังจากตัดสวนของนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 ออก 
(Mutant: p(-727/+612)del(-525/-428)) เทียบกับความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร Wildtype:  
p(-727/+612) 

รูปที่ 3.21 แสดงผลการยืนยันบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 ที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน PmVRP15 วาเปนบริเวณจับของตัวกระตุนการแสดงออกของยีน (Activator) โดยทําการเปรียบเทียบ
ความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรหลังจากตัดสวนของนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 ออก 
(Mutant: p(-387/+612)del(-287/-209)) เทียบกับความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอร Wildtype:  
p(-387/+612) 
 3.2.4 ตรวจหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่สามารถจับบริเวณดานปลาย 5’ ที่
ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 นําสวนโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 ที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 และ -287 ถึง  
-209 มาตรวจสอบหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่สามารถจับบนโปรโมเตอรสวนนั้นๆได 
(Transcription factor binding site) จากผลการทดลองพบวาที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 พบ 
Transcription factor binding site 6 บริเวณ ไดแก Myb proto-oncogene protein transcription factor (Myb) 
ที่ตําแหนง (-517/-511) proto-oncogene c-Rel transcription factor (Rel) ที่ตําแหนง (-508/-499) Spleen 
focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1 (PU.1) ที่ตําแหนง (-493/-484) Interferon 
regulatory factors (IRF) ที่ตําแหนง (-484/-476) Nuclear transcription factor Y subunit beta (NFYB) ที่



ตําแหนง (-480/-472) และ CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) ที่ตําแหนง (-460/-452) (รูปที่ 3.22) 
ในสวนของบริเวณโปรโมเตอรที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 พบ Transcription factor binding 
site 4 บริเวณ ไดแก Octamer transcription factor binding site 1 (Oct-1) ที่ตําแหนง (-275/-268) 
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) ที่ตําแหนง (-268/-260) Nuclear factor of activated T-cells 
transcription factor (NFAT) ที่ตําแหนง (-229/-224) และ Ultrabithorax (Ubx) ที่ตําแหนง (-257/-252)  
(รูปที่ 3.23) 

 
รูปที่ 3.22 ลําดับนิวคลีโอไทดและตําแหนงที่ทํา Site-directed mutagenesis ของโปรโมเตอรของยีน 
PmVRP15 บริเวณ -523 ถึง -427 (A) แสดงบริเวณของ Transcription factor binding site ที่สามารถตรวจหา
ไดบนชวงของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427 ที่อยูบนโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 และ (B) 
แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ถูกทําใหเปลี่ยนแปลงไปเพื่อตรวจหา Transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออก
ของยีน PmVRP15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1 (PU.1) 
 

The consensus sequence of PU.1  5'-AAA-G[A/C/G]G-GAA-G- 3’ 

Consensus PU.1 binding site    5'- AAA-GAG-GAA-G - 3’ 
promoVRP15 (-493/-484) PU.1   5’- AAA-GAG-GAT-G -3’ 
promoVRP15 (-493/-484)  mutated-PU.1  5’- ATT- CAC- CAT-G -3’ 

The consensus sequence of C/EBP beta  5'-T[TG]N-NGN-AA[TG]-3' 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) beta 

Consensus C/EBP beta binding site    5'- TTN-NGN-AAT-3’ 
promoVRP15 (-460/-452) C/EBP beta    5’- TTT-GGC-AAT-3’ 
promoVRP15 (-460/-452)  mutated-C/EBP beta   5’- AAT-GGC-TTA-3’ 

The consensus sequence of Myb  5’-AACTGCC-3' 

Myb proto-oncogene protein transcription factor (Myb) 

Consensus Myb binding site    5'- AACTGCC -3’ 
promoVRP15 (-517/-511) Myb   5’- AACAGCT -3’ 
promoVRP15 (-517/-511) mutated-Myb   5’- CGCATTT -3’ 

The consensus sequence of Rel  5’-NGGNNTTTCC -3' 

proto-oncogene c-Rel transcription factor (Rel) 

Consensus Rel binding site   5’- NGGNNTTTCC -3’ 
promoVRP15 (-508/-499) Rel   5’- GGGTCTTTCA -3’ 
promoVRP15(-508/-499) mutated-Rel  5’- GAATCTGGCA -3’ 

The consensus sequence of IRF  5’- G(A)AAA(G/C)(T/C)GAAA(G/C)(T/C) -3’ 

Interferon regulatory factors (IRF) 

Consensus IRF binding site    5’- AAA(G/C)(T/C)GAAA(G/C)(T/C) -3’ 
promoVRP15 (-484/-476) IRF   5’- AGGATGAAACCGAT -3’ 
promoVRP15 (-484/-476) mutated-IRF   5’- AGGATGACGCCAAT -3’ 

The consensus sequence of NFYB    5’- CCAATCAG -3’ 

Nuclear transcription factor Y subunit beta (NFYB) 

Consensus NFYB binding site   5’- CCAATCAG -3’ 
promoVRP15 (-480/-472) NFYB   5’- CCGATAGA -3’ 
promoVRP15 (-480/-472) mutated-NFYB  5’- TCGCAAGA -3’ 

B 



 
รูปที่ 3.23 ลําดับนิวคลีโอไทดและตําแหนงที่ทํา Site-directed mutagenesis ของโปรโมเตอรของยีน 
PmVRP15 บริเวณ --287 ถึง -209 (A) แสดงบริเวณของ Transcription factor binding site ที่สามารถตรวจหา
ไดบนชวงของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 ที่อยูบนโปรโมเตอรของยีน PmVRP15 และ (B) 
แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่ถูกทําใหเปลี่ยนแปลงไป (Site-directed mutagenesis) เพื่อตรวจหา Transcription 
factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 
  

 3.2.5 ตรวจหาบริเวณจําเพาะของ transcription factor ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค Site-directed mutagenesis 

 เนื่องจากไดทําการตรวจสอบ transcription factor binding site บนสวนของโปรโมเตอรที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีน PmVRP15 เพื่อหา transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 จึงทํา
การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดที่บริเวณ transcription factor binding site โดยบริเวณนิวคลีโอไทดที่ถูก
เปลี่ยนแปลงไดแสดงในรูปที่ 3.22 (สําหรับสวนโปรโมเตอรที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -427) และ 
16 (สําหรับสวนโปรโมเตอรที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209) จากนั้นทําการตรวจสอบ
ความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรอีกครั้งหนึ่ง จากผลการทดลองพบวาหลังจากทําการเปลี่ยนแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงที่จับของ Interferon regulatory factors (IRF) ตรงชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่  
-484 ถึง -476 ทําใหความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรเพิ่มขึ้น เมื่อเทียบกับ Wildtype (รูปที่ 3.24) จึง
สามารถสรุปไดวา Interferon regulatory factors เปนตัวควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ซึ่งทําหนาที่
เปนตัวยั้บยั้งการแสดงออก (Repressor) และเมื่อทําการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงที่จับของ 
Octamer transcription factor 1 (Oct-1) ตรงชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ -275 ถึง -268 และ Nuclear factor of 
activated T-cells (NFAT) ตรงชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ -229 ถึง -224 ทําใหความสามารถในการทํางานของ
โปรโมเตอรลดลง เมื่อเทียบกับ Wildtype (รูปที่ 3.25) จึงสามารถสรุปไดวา Oct-1 และ NFAT เปนตัวควบคุม
การแสดงออกของยีน PmVRP15 ซึ่งทําหนาที่เปนตัวกระตุนการแสดงออก (Activator)  

 

The consensus sequence of Oct-1  5’-ATT-TGC-AT-3' 

Octamer transcription factor binding site 1 (Oct-1)  

Consensus Oct-1 binding site    5'- AAT-TGC-AT-3’ 
promoVRP15 (-275/-268) Oct-1    5’- ATT-TGT-AT-3’ 
promoVRP15 (-275/-268)  mutated-Oct-1   5’- CGT-AAT-CG-3’ 

The consensus sequence of C/EBP beta  5'-T[TG]N-NGN-AA[TG]-3' 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) beta 

Consensus C/EBP beta binding site   5'- TTN-NGN-AAT-3’ 
promoVRP15 (-268/260) C/EBP beta   5’- TTT-TGT-AAC-3’ 
promoVRP15 (-268/260)  mutated-C/EBP beta  5’- CCT-TAT-GGC-3’ 

The consensus sequence of NFAT  5’-GGA-AAA-3' 

Nuclear factor of activated T-cells transcription factor (NFAT) 

Consensus NFAT binding site   5'- GAA-AAA-3’ 
promoVRP15 (-229/-224) NFAT   5’- GAA-AAA-3’ 
promoVRP15 (-229/-224)  mutated-NFAT  5’- TTA-GGA-3’ 

The consensus sequence of Ubx 5’-TAA-T[TG]G-3' 

Ultrabithorax (Ubx) 

Consensus Ubx binding site    5’--TAA-T[TG]G-3’ 
promoVRP15 (-257/-252) Ubx    5’- TAA-TGA-3’ 
promoVRP15 (-257/-252)  mutated-Ubx   5’- CGA-CAA-3’ 

A 

B 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 3.24 แสดงผลความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรหลังจากทําการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด
บางสวนบน Transcription factor binding site (Site-directed mutagenesis) บนโปรโมเตอรของยีน 
PmVRP15 บนชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -525 ถึง -428 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.25 แสดงผลความสามารถในการทํางานของโปรโมเตอรหลังจากทําการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด
บางสวนบน Transcription factor binding site (Site-directed mutagenesis) บนโปรโมเตอรของยีน 
PmVRP15 บนชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง -287 ถึง -209 



3.3 ระบุชนิดของ miRNAs และ mRNA เปาหมายจากกุงกุลาดําที่เกี่ยวของกับการติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว 

 3.3.1 ระบุชนิดของ miRNAs จากกุงกุลาดําที่เกี่ยวขางกับการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว  

 จากการทํา Next generation sequencing เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดจาก small RNA library ของ
เซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เวลา 0 6 และ 48 ชั่วโมง ไดแก miHcW_0 
miHcW_6 และ miHcW_48 พบวาแตละ library มีจํานวน read เทากับ 157,026 196,468 และ 107,556 reads 
ตามลําดับ และเมื่อขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาตัดลําดับนิวคลีโอไทดของ adapter ออก จํานวน read ของแตละ 
library เหลือเทากับ 27,013 34,179 และ 26,209 reads ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหขอมูลพบวา small RNA 
ที่ไดมีขนาด 19-21 นิวคลีโอไทด (รูปที่ 3.27) นําขอมูลมาวิเคราะหโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา 
small RNA  สวนใหญเปน contaminated RNA จํานวน miRNA homolog ที่พบใน library miHcW_0 
miHcW_6 และ miHcW_48 และจํานวน unknown small RNA แสดงในตารางท่ี 3.1 โดย miRNA homolog ที่
พบใน small RNA library ของเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวมีทั้งหมด 46 ชนิด ดัง
แสดงในตารางที่ 3.2 

 
รูปที่ 3.26 กราฟแสดงขนาดของ small RNA ของเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่
เวลา 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ หลังจากการตัดบริเวณ 5’ และ 3’ Adapter 

ตารางที่ 3.1 จํานวน miRNA ที่ไดจาก small RNA library ของเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัว
แดงดวงขาวที่เวลา 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ 

miHcW_0 miHcW_6  miHcW_48
Total reads 157026 196468 107556
Trimmed 3' and 5' adapter 27013 34179 26209
Contamination RNA 25611 32147 25193
microRNA homolog 596 1040 118
Unknown small RNA 809 992 898

Type
Number of reads

 



ตารางที่ 3.2 ลําดับและขนาดของนิวคลโีอไทดของ miRNA จากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัส 
ตัวแดงดวงขาว 

No miRNA name Sequence Length (nt)
1 pmo-bantam TGAGATCATTGTGAAAGCTG 20
2 pmo-let-7-3p CTGTACAACTTGCTAACTTTC 21
3 pmo-let-7-5p TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTT 24
4 pmo-miR-1000-5p ATATTGTCCCGTCACAGCAGT 21
5 pmo-miR-100-5p AACCCGTAGATCCGAACTTG 20
6 pmo-miR-12-5p TGAGTATTACATCAGGTACTGG 22
7 pmo-miR-1260 CGAATCCCACCGCTGCCACC 20
8 pmo-miR-1-3p TGGAATGTAAAGAAGTATGG 20
9 pmo-miR-184-3p TGGACGGAGAACTGATAAGGGT 22

10 pmo-miR-190-5p AGATATGTTTGATATTCTTGGT 22
11 pmo-miR-193-3p TACTGGCCTGCTAAGTCCC 19
12 pmo-miR-2001 TTGTGACCGTTATAATGGGC 20
13 pmo-miR-252-5p CTAAGTACTAGTGCCGCAGGA 21
14 pmo-miR-263a-5p AATGGCACTGGAAGAATTCACG 22
15 pmo-miR-275-3p TCAGGTACCTGATGTAGC 18
16 pmo-miR-2765 TTGGTAACTCCACCACCGTTG 21
17 pmo-miR-276a-3p TAGGAACTTCATACCGTGCT 20
18 pmo-miR-279 TGACTAGATCCACACTCATCC 21
19 pmo-miR-281-2-5p AAGAGAGCTATCCGTCGACA 20
20 pmo-miR-282-5p TAGCCTCTCCTTGGCTTTGTC 21
21 pmo-miR-2898 TACCCCGCATCTCCACCATG 20
22 pmo-miR-2a CAGCCAGCTTTGATGAGCGT 20
23 pmo-miR-2a-3p TATCACAGCCAGCTTTGATGA 21

No miRNA name Sequence Length (nt)
24 pmo-miR-2b TATCACAGCCACCTTTGATGA 21
25 pmo-miR-305-5p ATTGTACTTCATCAGGTGC 19
26 pmo-miR-307a-3p TCACAACCTCCTTGAGTGAG 20
27 pmo-miR-315 TTTTGATTGTTGCTCAGAAG 20
28 pmo-miR-316 TGTCTTTTTCTGCTTTGCTGCCG 23
29 pmo-miR-317-3p TGAACACAGCTGGTGGTATCCC 22
30 pmo-miR-33a-5p ATGCATTGTAGTTGCATTG 19
31 pmo-miR-34-5p TGGCAGTGTGGTTAGCTGGTTG 22
32 pmo-miR-6490 CGACCTCGAGTGGAGGGA 18
33 pmo-miR-6493-3p AGGGGGAAACCGCGCTGAGC 20
34 pmo-miR-6493-5p CGTCCGGCAGGTTTTACCCC 20
35 pmo-miR-71-3p ATCTCACTACCTTGTCTTTC 20
36 pmo-miR-71-5p TGAAAGACATGGGTAGTGA 19
37 pmo-miR-750 CCAGATCTAACTCTTCCAGC 20
38 pmo-miR-7-5p TGGAAGACTAGTGATTTTGTTG 22
39 pmo-miR-8-5p CATCTTACCGGACAGCATTA 20
40 pmo-miR-87-3p GTGAGCAAAGTTTCAGGTGTG 21
41 pmo-miR-92b-3p AATTGCACTAGTCCCGGCCT 20
42 pmo-miR-965 TAAGCGTATGGCTTTTCCCC 20
43 pmo-miR-981 TTCGTTGTCGTCGAAACCTG 20
44 pmo-miR-99a-3p CAAGCTCGATTCTATGGG 18
45 pmo-miR-9a-5p TCTTTGGTGATCTAGCTG 18
46 pmo-miR-9b ATAAAGCTAGATTACCAAAGC 21  

 
 3.3.2 วิเคราะหระดับการแสดงออกของ miRNA ในเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติดเช้ือไวรัสตัวแดง
ดวงขาว 

 การวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ที่ตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเซลลเม็ด
เลือดกุงกุลาดําที่ 0 6 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการฉีดเชื้อ อาศัยเทคนิค stem-loop real-time PCR โดยใช U6 
เปน internal control miRNA บางชนิดมีระดับแสดงออกเปลี่ยนแปลงไป และบางชนิดระดับการแสดงออกไม
เปลี่ยนแปลงหลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว (รูปที่ 3.27) มี miRNA จํานวน 11 ชนิดจาก 16 ชนิดท่ีมี
การแสดงออกเปลี่ยนแปลงไปในเซลลเม็ดเลือดกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ระดับการแสดงออกของ  
pmo-miR-7-5p pmo-miR-275-3p pmo-miR-305-5p pmo-miR-317-3p และ pmo-bantam ไมเปลี่ยนแปลงที่  
6 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ pmo-miR-9a-5p มีระดับการแสดงออกลดลง 2.69 เทาที่ 6 ชั่วโมงและที่
เวลา 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อเพิ่มขึ้นมาเทากับที่ 0 ชั่วโมง ระดับการแสดงออกของ pmo-miR-2a-3p 
pmo-miR-71-5p pmo-miR-99a-3p pmo-miR-184-3p pmo-miR-190 และ pmo-miR-965 ไมเปลี่ยนแปลงที่  
6 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ แตระดับการแสดงออกลดลงที่ 48 ชั่วโมง 1.76 1.61 1.78 3.12 1.92 และ 1.82 
เทาตามลําดับ สําหรับการแสดงออกของ pmo-miR-100-5p เพิ่มขึ้น 1.67 เทาที่ 6 ชั่วโมงและลดลง 2.34 เทาที่ 
48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ pmo-miR-1-3p มีระดับการแสดงออกเพิ่มขึ้น 1.59 เทาที่ 6 ชั่วโมงและเพิ่มขึ้น 
1.54 เทาที่ 48 ชั่วโมง ระดับการแสดงออกของ pmo-miR-315 เพิ่มขึ้นที่ 6 และ 48 ชั่วโมง 2.01 และ 5.99 เทา



ตามลําดับ สําหรับ pmo-miR-750 ระดับการแสดงออกลดลง 11.78 และ 9.63 เทาที่ 6 และ 48 ชั่วโมง
ตามลําดับ 

 
รูปที่ 3.27 ระดับการแสดงออกของ miRNA ที่ตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดําท่ี 0 6 
และ 48 ชั่วโมง อาศัยเทคนิค stem-loop real-time PCR โดยสกัด RNA ออกจากเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติด
เชื้อที่ 0 6 และ 48 ชั่วโมง และใชเปนแมแบบในการสราง cDNA โดยใช stem-loop primer ที่มีความจําเพาะกับ 
miRNA ที่สนใจ จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของ miRNA ดวย primer และ SsoFast EvaGreen Supermix 
(Bio-Rad) โดยใช cDNA เปนแมแบบ บนเครื่อง CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System โดยใช 
U6 เปน internal control (* หมายถึง p < 0.05) 

 3.3.3 ทํานายยีนเปาหมายของ miRNA ที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันจากกุงกุลาดําดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร 

 จากการทํานาย mRNA เปาหมายของ miRNA ดวยโปรแกรม miRNA Target Identification-V0.5 และ 
RNAhybrid โดยใชฐานขอมูล P. monodon EST database (In-house database) พบวา miRNA อาจจะมี
ความสามารถในการควบคุมการแสดงออกของ mRNA เปาหมายที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในกุง ไดแก เปป
ไทดตานจุลชีพ เชน CrustinPm4 Penaeidin3b Antilipopolysaccharide factor isoform 3 การส่ือสารของเซลล 
เชน Integrin Serine/threonine-protein kinase โปรตีนฮีตช็อค เชน Heat shock protein 40 Heat shock 
protein 70 ระบบโพรฟนอลออกซิเดส เชน Clip domain serine proteinase 2 Prophenoloxidase-activating 
enzyme 1a โปรแกรมการตายของเซลล เชน Caspase 2 Apoptosis-inducing factor Beclin-1-like protein 



เปนตน (ตารางที่ 3.3) จากการทํานายตําแหนงของ mRNA ที่จับโดย miRNA พบ miRNA สามารถจับไดทั้ง
บริเวณ 5’ Untranslated region (5’UTR) 3’ Untranslated region (3’UTR) และ Open reading frame (ORF) 

 3.3.4 ตรวจสอบการจับกันของ miRNA กับ mRNA เปาหมายโดยใชเทคนิค Luciferase activity 
assay 

 จากขอมูลการวิเคราะหการแสดงออกของ pmo-miR-750 พบวามีการแสดงออกลดลงอยางมาก
หลังจากติดเชื้อไวรัสดวงแดงขาว ที่ 6 และ 48 ชั่วโมง เมื่อนํามาทํานาย mRNA เปาหมาย พบวาอาจจะควบคุม
การแสดงออกของยีน beclin-1 associated autophagy key regulator (ATG14) ซึ่งทําหนาที่เกี่ยวกับ
กระบวนการ Autophagy โดย pmo-miR-750 สามารถจับบริเวณ 3’UTR ของยีน ATG14 สําหรับการทํานาย 
mRNA เปาหมายของ pmo-bantam พบวามียีนเปาหมายหลายชนิดท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน เชน การ
ส่ือสารของเซลล โปรติเนส ตัวยับยั้งโปรติเนส โปรแกรมการตายของเซลล เปนตน ยีนเปาหมายของ  
pmo-bantam ที่มีความนาสนใจ คือ Kunitz-type protease inhibitor (KuSPI) จากการทํานายพบวา miRNA 
จับที่บริเวณ 3’UTR ของยีนเปาหมาย อีกท้ัง pmo-bantam นั้นมีความอนุรักษในส่ิงมีชีวิตตางๆ ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้สนใจที่จะระบุหนาที่ของ pmo-miR-750 และ pmo-bantam  

 จากการวิเคราะหการจับกันของ pmo-bantam กับยีน KuSPI และ pmo-miR-750 กับยีน ATG14 ดวย
เทคนิค Luciferase activity assay พบวา pmo-bantam สามารถยับยั้งการแสดงออกของ Luciferase ได
ประมาณ 61% เมื่อเปรียบเทียบกับ Negative control แต miRNA scramble ซึ่งเปน control ก็สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของ Luciferase ไดเชนกัน (ลดลงประมาณ 38.19%) (รูปที่ 3.28A) ซึ่งมีความเปนไปไดวา  
pmo-bantam มีความสามารถในการจับบริเวณของ 3’UTR binding site ของยีน KuSPI ได แตมีความเปนไป
ไดวาปริมาณ pmo-bantam และ miRNA scramble ที่ใชมากเกินไป ดังนั้นจะตองหาสภาวะในการทดลองที่
เหมาะสมและทําการทดลองซ้ําตอไป วิเคราะหความสามารถในการจับกันของ pmo-miR-750 กับยีน AIG14 
พบวา pmo-miR-750 ไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของ Luciferase ได ดังนั้น pmo-miR-750 ไมสามารถ
ควบคุมการแสดงออกของยีน AIG14 บริเวณ ORF ได (รูปที่ 3.28B) 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 3.3 ทํานาย mRNA เปาหมายของ miRNA ที่เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันในกุงกลุาดํา โดยใชฐานขอมูล 
EST 

Function mRNA 
target

Target gene miRNA (Target site)

Crustin Pm4 antimicrobial peptide miR-2a (ORF)
Penaeidin 3b antimicrobial peptide miR-6493-5p (5'UTR), miR-981 (ORF, 3'UTR)
Anti-lipopolysaccharide factor isoform 3 miR-6489-5p (ORF)
i-type lysozyme-like protein 1 miR-965 (ORF)
Integrin miR-317-3p (ORF), miR-92b-3p (ORF)
Integrin alpha like miR-317-3p (ORF), miR-34-5p (ORF)
Tyrosine-protein kinase miR-8-5p (3'UTR), miR-981 (ORF)

Serine/threonine-protein kinase-like
miR-1000-5p (ORF), miR-87-3p (ORF), miR-276a-3p 
(ORF), miR-33a-5p (ORF), bantam (ORF), miR-9a-5p 
(ORF), miR-276a-3p (ORF)

Serine/threonine-protein kinase

miR-981 (ORF), miR-307a-3p (ORF), miR-9a-5p (ORF), 
miR-9a-5p (5'UTR), miR-6241 (ORF), miR-4448 
(3'UTR), miR-2a-3p (3′UTR), miR-315 (5'UTR), miR-
276a-3p (ORF), let-7-5p (ORF), miR-305-5p (ORF)

Serine/threonine-protein phosphatase
miR-2001 (3′UTR), bantam (ORF, 3'UTR), miR-2a-3p 
(3′UTR)

cAMP-dependent protein kinase miR-275-3p (ORF)
Heat shock protein miR-9a-5p (ORF)
Heat shock protein 40 miR-71-5p (3'UTR)
Heat shock protein 67B2 miR-317-3p (ORF), miR-6244 (ORF), miR-965 (ORF)
Heat shock protein 70 miR-9a-5p (ORF)
DnaJ homolog dnj-2 precursor miR-282-5p
Thioredoxin miR-71-3p (ORF)
Thioredoxin domain-containing protein-like miR-2373-3p (ORF), miR-2a-3p (3'UTR), miR-2b 
Glutathione peroxidase miR-6244 (ORF)
Copper/zinc superoxide dismutase miR-33a-5p (5′UTR)
Serine proteinase inhibitor 7 miR-184-5p (ORF), miR-9a-5p (ORF)
Kunitz-type serine protease inhibitor bantam (3′UTR), miR-307a-3p (ORF), miR-276a-3p 

Serine proteinase
bantam (ORF), miR-92b-3p (ORF), miR-316 (ORF), miR-
1032 (ORF), miR-316 (ORF)

Cathepsin C miR-275-3p (ORF)
Cathepsin D miR-1260 (ORF), miR-307a-3p (ORF)

Blood clotting system Proclotting enzyme miR-2a (ORF), miR-2a-3p (ORF), miR-2b (ORF)

Cell death protein
miR-307a-3p (ORF), miR-1000-5p (ORF), miR-184-5p 
(5′UTR)

Caspase 2 miR-9a-5p (ORF)
Apoptosis regulatory protein Siva let-7-3p (ORF)
Apoptosis-inducing factor bantam (ORF), miR-2001 (ORF)
Apoptotic chromatin condensation inducer miR-316 (ORF), miR-9a-5p (ORF)
Inhibitor of apoptosis protein miR-6489-5p (ORF)

Autophagy-related protein 2-like protein
miR-275-3p (ORF), miR-92b-3p (ORF), miR-9a-5p 
(5′UTR)

Beclin 1-associated autophagy-related key regulator miR-750 (ORF), miR-9a-5p (ORF)
Beclin-1-like protein miR-307a-3p (ORF, 3′UTR), miR-1032 (ORF)
Clip domain serine proteinase 2 miR-2a (3'UTR), miR-1260 (ORF)
Prophenoloxidase-activating enzyme 1a miR-315 (5′UTR)

Pattern recognition C-type lectin 1 miR-2b (ORF)
Chitinase miR-2898 (ORF)

Cadherin
miR-2a (ORF), miR-981 (ORF), miR-2001 (ORF), miR-
275-3p (ORF), miR-9161 (ORF)

Cadherin-like miR-981 (ORF)
Alpha2 macroglobulin miR-6237 (ORF)

Other immune 
molecules

Antimicrobial peptides

Proteinase/proteinase 
inhibitor

Oxidative stress

Heat shock proteins

ProPO system

Signaling transduction

Apoptotic tumor-
related protein

 



 
รูปที่ 3.28 วิเคราะหยับยั้งการแสดงออกของยีนเปาหมาย KuSPI ของ pmo-bantam และ ATG14 ของ  
pmo-miR-750 โดย co-transfect พลาสมิดรีคอมบิแนนท 200 ng pmirGLO-KuSPI กับ 20 pmol pmo-bantam 
mimic (A) หรือ 200 ng pmirGLO-ATG14 กับ 20 pmol pmo-miR-750 mimic (B) เขาสูเซลล HEK293-T เปน
เวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นวัดคาแอคทิวิต้ีของ firefly luciferase และ Renilla luciferase และนํามาคํานวณคา
แอคทิวิต้ีสัมพัทธที่ไดจากการเปรียบเทียบคาแอคทิวิต้ีของ firefly luciferase ที่ normalize ดวย Renilla 
luciferase (** หมายถึง p < 0.01) 

 3.3.5 ระดับการแสดงออก miRNA และ mRNA เปาหมายในเนื้อเย่ือชนิดตางๆของกุงกุลาดํา
ตอเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว 

 จากการศึกษาความสามารถในการจับกันของ miRNA กับ mRNA เปาหมาย พบวา pmo-bantam 
สามารถจับกับยีน KuSPI ได จึงตรวจสอบการแสดงออกของ pmo-bantam และ KuSPI ในเนื้อเยื่อชนิดตางๆท่ี
เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวาระดับการแสดงออก pmo-bantam 
นั้นมีการแสดงออกมากที่เหงือก เนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร เซลลเม็ดเลือด และอวัยวะน้ําเหลืองตามลําดับ  
(รูปที่ 3.29)  

 ในกุงติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ 0 6 24 และ 48 ชั่วโมง พบวาระดับการแสดงออกของ  
pmo-bantam ในอวัยวะน้ําเหลืองลดลงที่ 6 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อประมาณ 2 เทา จากนั้นระดับการแสดงออก
เพิ่มขึ้นที่ 24 ชั่วโมง และลดลงอีกท่ี 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อประมาณ 2 เทา ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร
ระดับการแสดงออกของ pmo-bantam ลดลงที่ 6 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว สําหรับเซลล
เม็ดเลือดและเหงือกระดับการแสดงออกของ pmo-bantam ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(รูปที่ 3.30A) จากนั้นวิเคราะหระดับการแสดงออกยีนเปาหมายของ pmo-bantam พบวาระดับการแสดงออก
ของ KuSPI ในเซลลเม็ดเลือด เหงือก และอวัยวะน้ําเหลือง เพิ่มขึ้นที่ 6 ชั่วโมง และลดลงที่ 24 ชั่วโมงหลังจาก
การติดเชื้อ เมื่อกุงกุลาดําติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ 48 ชั่วโมง KuSPI มีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นในเนื้อเยื่อ
ทั้ง 3 ชนิด เซลลเม็ดเลือด เหงือก และอวัยวะน้ําเหลือง ประมาณ 15-20 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับที่ 0 ชั่วโมง 
(รูปที่ 3.30B)  

 จากการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ pmo-bantam และยีนเปาหมาย KuSPI ในอวัยวะ
น้ําเหลืองที่ 6 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ พบวาการแสดงออกมีความสอดคลองกันคือ pmo-bantam มีการ



แสดงออกลดลงในขณะที่ยีน KuSPI มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น หลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ 24 
ชั่วโมง ระดับการแสดงออก pmo-bantam เพิ่มขึ้น ในทางกลับกันยีน KuSPI มีการแสดงออกลดลง และที่เวลา 
48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ pmo-bantam มีระดับการแสดงออกลดลง สวนยีน KuSPI มีระดับการแสดงออก
เพิ่มสูงขึ้น ดังสรุปไดวา pmo-bantam นาจะควบคุมการแสดงออกของยีน KuSPI ในอวัยวะน้ําเหลืองของกุง
กุลาดําได เมื่อติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว แตสําหรับเซลลเม็ดเลือด และเหงือกการแสดงออกของ pmo-bantam 
และ KuSPI ไมสอดคลองกัน ทั้งนี้อาจะเนื่องมาจากระดับการแสดงออกของยีน KuSPI อาจถูกควบคุมโดย
กระบวนการอื่นในส่ิงมีชีวิตที่นอกเหนือจากระบบ RNAi จึงทําใหระดับการแสดงออกของ pmo-bantam ไม
สอดคลองกับการแสดงออกของยีนเปาหมาย 

 
รูปที่ 3.29 การแสดงออกของ pmo-bantam ที่ normalized ดวย U6 ในเนื้อเยื่อตางๆ ไดแก เซลลเม็ดเลือด 
อวัยวะน้ําเหลือง เหงือก และ เนื้อเยือ่กระเพาะอาหาร ดวยเทคนิค stem-loop quantitative RT-PCR  
(* หมายถึง p < 0.05) 

 
รูปที่ 3.30 การแสดงออกของ pmo-bantam ดวยเทคนิค stem-loop quantitative RT-PCR (A) และยีน KuSPI 
ดวยเทคนิค quantitative RT-PCR (B) ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีเวลา 0 6 24 และ 48 
ชั่วโมง ในเซลลเม็ดเลือด อวัยวะน้ําเหลือง เหงือก และเนื้อเยื่อกระเพาะอาหาร (* หมายถึง p < 0.05  
** หมายถึง p < 0.01) 



4. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
จากงานวิจัยที่ผานมา (Vatanavicharn et al. 2014) ไดมีการตรวจพบยีนใหมคือยีน Viral Responsive 

Protein 15 (PmVRP15) ซึ่งเปนยีนที่มีการแสดงออกมากในกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงนํามา
ตรวจสอบความสัมพันธระหวางยีน PmVRP15 และเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ดวยเทคนิค RNA interference 
พบวาเมื่อทําการยับยั้งการแสดงออกของยีน PmVRP15 ในกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ยีนของ
ไวรัส ie-1 (แสดงออกในระยะติดเชื้อ immediate early) WSV477 (แสดงออกในระยะติดเชื้อ early) และ vp28 
(แสดงออกในระยะติดเชื้อ late) มีการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และเมื่อ
ตรวจสอบอัตราการตายของกุง พบวาในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
PmVRP15 มีอัตราการตายลดลง ทําใหกุงที่ติดเชื้อตายชาลง จากผลการทดลองในสวนนี้ทําใหสามารถสรุปได
วา ยีน PmVRP15 มีความเก่ียวของกับการเพิ่มจํานวนไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา แตจากผลการทดลองน้ี
ก็ยังไมทราบหนาที่ที่แนชัด จึงใชเทคนิค yeast two-hybrid screening เพื่อหาโปรตีนที่สามารถจับกับ 
PmVRP15 ได ซึ่งอาจจะชวยทําใหทราบหนาที่การทํางานของ PmVRP15 จากผลการทดลองพบวา โปรตีน 
PmVRP15 ในสวนปลาย N สามารถจับกับโปรตีนของไวรัสตัวแดงดวงขาว WSV399 และไดทําการยืนยันผล
การจับกันดวยเทคนิค co-immunoprecipitation พบวาโปรตีนทั้งสองสามารถจับกันไดจริง ในสวนของโปรตีน 
WSV399 เปนโปรตีนไวรัสที่ยังไมมีการศึกษาเชนกัน จึงเริ่มทําการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน WSV399 
ในเม็ดเลือดกุงกุลาดําที่ติดเชื้อ พบวามีการแสดงออกหลังจากกุงติดเชื้อไวรัส 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะเดียวกับ
การแสดงออกของยีน VP28 ซึ่งเปนยีนที่มีการแสดงออกในกุงที่ติดเชื้อไวรัสที่ระยะ late ทําใหสรุปไดวายีน 
WSV399 มีการแสดงออกในระยะ late หลังกุงติดเชื้อไวรัส โดยสวนมากยีนที่แสดงออกในระยะ late จะเปน
โปรตีนโครงสรางของไวรัส เชนโปรตีน VP28 ซึ่งเปนโปรตีนที่พบมากในโครงสรางสวน envelope จากนั้น
ทําการศึกษาบริเวณท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน WSV399 ในไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยนําไวรัสที่ทําใหบริสุทธ์ิ
มาวิเคราะหดวยเทคนิค western blot โดยใชแอนติบอด้ีที่จําเพาะกับโปรตีน WSV399 พบวาเปนโปรตีน
โครงสราง WSV399 ที่พบไดทั้งในสวนของ envelope และ nucleocapsid ซึ่งคาดวา WSV399 อยูในสวน 
Tagument ของไวรัสเหมือนกับโปรตีน VP26 ของไวรัสตัวแดงดวงขาว ที่เปนโปรตีนโครงสรางสวนของ 
tegument (Tsai et al. 2006) ซึ่งตรวจพบการแสดงออกทั้งใน envelope และ nucleocapsid จากนั้นยืนยันผล
ดวยเทคนิค immunoelectron microscopy จากนั้นทําการศึกษาหนาที่ของ WSV399 ในการเพิ่มจํานวนไวรัสใน
กุงดวยเทคนิค RNA interference เมื่อทําการยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 ในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดง
ดวงขาวพบวายีนของไวรัสมีการแสดงออกของยีนไมเปลี่ยนแปลง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตเมื่อทําการ
ตรวจสอบอัตราการตายของกุง พบวาลดลงหลังจากยับยั้งการแสดงออกของยีน WSV399 จากผลการทดลอง
สามารถสรุปไดวาโปรตีน WSV399 นาจะมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการเพิ่มจํานวนของไวรัสในกุง ไดมีการ
รายงานผลการวิจัยเกี่ยวกับหนาที่ของโปรตีนไวรัสสวน tegument ยกตัวอยางเชน ในไวรัส HSVI (Herpes 
Simplex Virus type 1) มีการศึกษาโปรตีน tegument หลายตัว พบวาทําหนาที่เกี่ยวกับการขนสงไวรัสเขาและ
ออกจากเซลล (viral trafficking) การพาไวรัสจาก cytoplasm เขาสู nucleus (targeting of the capsid to the 
nucleus) และการประกอบเปนตัวสมบูรณของไวรัส (viral assembly) (Kelly et al. 2009) ซึ่งโปรตีนไวรัสสวน
ของ tegument เมื่อทําการขนสงไวรัสเขาหรือออกจากเซลล ตองอาศัยโปรตีนในกลุมของโปรตีนโครงสราง 
(cytoskeleton) ในการขนสง (Lyman and Enquist 2009) ในไวรัสตัวแดงดวงขาวไดมีการรายงานวาโปรตีน 
VP26 เปนโปรตีนที่พบมากในไวรัสสวน tegument สามารถจับกับ β-actin ของกุงได (Xie and Yang 2005) 



ในสวนของโปรตีน PmVRP15 ที่พบวามีการแสดงออกอยูบริเวณ nuclear membrane ของเซลลเม็ดเลือด 
(Vatanavicharn et al. 2014) และยังมีความเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนของไวรัสในกุง เมื่อคิดวิเคราะหจากผล
การทดลองที่ไดกับรายงานการวิจัยที่ผานมาจึงคาดวาโปรตีน WSV399 และโปรตีน PmVRP15 อาจจะทํา
หนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการการขนสงไวรัสเขาออกเซลล และชวยในสวนของการประกอบเปนตัวสมบูรณ
ของไวรัส ซึ่งในสวนนี้จะตองทําการทดลองเพื่อพิสูจนตอไป 

จากท่ีไดกลาวไวขางตนวายีน PmVRP15 มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นในกุงที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
เมื่อเทียบกับกุงปกติ ซึ่งเพิ่มมากขึ้นถึง 9,000 เทา (Vatanavicharn et al. 2014) ทําใหสนใจศึกษาการควบคุม
การแสดงออกของยีน PmVRP15 เริ่มจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน PmVRP15 ดวยเทคนิค genome 
organization พบวายีน PmVRP15 ประกอบดวย exon 4 สวนและ intron 3 สวน จากนั้นทํา genome walking 
เพื่อหาบริเวณที่ควบคุมการแสดงออกของยีนดานปลาย 5’ พบวามีขนาดประมาณ 2 กิโลเบส จากนั้นตรวจหา
บริเวณสําคัญที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน จากผลการทดลองพบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่  
-525 ถึง -428 และบริเวณ -287 ถึง -209 มีความสําคัญตอการแสดงออกของยีน โดยคาดวาเปนบริเวณที่ถูก
ควบคุมดวย repressor และ activator ตามลําดับ เมื่อนําไปทํานาย transcription factor binding site และ
ตรวจหาตําแหนงสําคัญที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค site-directed mutagenesis 
เพื่อหาวาบริเวณนั้นๆถูกควบคุมดวย transcription factor ตัวใด จากผลการทดลองพบวา interferon 
regulatory factor (IRF) นาจะเปน repressor และ Octamer transcription factor 1 (Oct-1) กับ Nuclear factor 
of activated T-cells (NFAT) นาจะเปน activator ที่เขามาควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ในสวนของ 
IRF จากผลงานวิจัยที่ผานมาพบวา IRF มีความเกี่ยวของกับกระบวนการติดเชื้อของไวรัส โดยจะเขาไปควบคุม
ระบบการตอบสนองตอการติดเชื้อของเจาบานโดยเขาไปควบคุมใหมีการผลิต interferon และไวรัสบางชนิดเชน 
ไวรัส Kaposi’s sarcoma-associated herpes virus (KSHV) สามารถผลิต IRF (vIRF) เพื่อเขามาควบคุมการ
แสดงออกของยีนในเจาบานไดเชนกัน (Taniguchi et al. 2001) นอกจากการควบคุมการแสดงออกของยีน 
interferon ยังมีรายงานวา vIRF สามารถทําหนาที่ในการยับยั้งการกระตุนใหเกิด program cell death ในเจา
บานไดอีกดวย (Kirchhoff et al. 2002) ในสวนของ Oct-1 มีผลงานวิจัยมากมายที่กลาววา Oct-1 เกี่ยวของกับ
การตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัส ยกตัวอยางเชน เกี่ยวของกับกระบวนการประกอบเปนตัวสมบูรณ (viral 
assembly) ของไวรัส HSV (Nogueira et al. 2004) ในสวนของ NFAT จะมีหนาที่หลักเกี่ยวของกับระบบ 
calcium signaling (Hogan et al. 2003) แตก็พบวาโปรตีนที่ถูกควบคุมดวย NFAT ยังทํางานเกี่ยวของกับ
ระบบอื่นๆดวย โดยมีรายงานวา NFAT มีความเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันคือเปนตัวกระตุนใหเกิด program 
cell death ได (Macian 2005) ยิ่งไปกวานั้นยังพบวา NFAT ทําหนาที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อของไวรัส Simian 
Virus 40 (SV40) คือเมื่อยับยั้งการแสดงออกของ NFAT แลวทําใหมีปริมาณไวรัสในเซลลลดลง ทําใหเห็นวา 
NFAT มีผลตอกระบวนการ transcription ของยีนไวรัส (Manley et al. 2008) จากผลการทดลองและการ
วิเคราะหผลที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน PmVRP15 ทําใหทราบถึงโปรตีนตางๆและบริเวณ
ที่เกี่ยวของที่ทําหนาที่ในการควบคุมยีนนี้ แตยังคงตองทําการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลการทดลองตอไป 

การระบุ miRNA ของกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยเทคนิค Next generation sequencing 
พบ miRNA homolog จํานวน 46 ชนิด ซึ่งมี 4 miRNAs ที่มีความอนุรักษมากในส่ิงมีชีวิตอื่น ไดแก pmo-miR-
1-3p pmo-miR-263a-5p pmo-miR-34-5p และ pmo-miR-8-5p สามารถพบไดใน Drosophila melanogaster 
(fruitfly) (Stark et al. 2007; Lai et al. 2003; Aravin et al. 2003; Ruby et al. 2007; Sempere et al. 2003), 



Bombyx mori (silkworm) (Tong et al. 2006; He et al. 2008; Yu et al. 2008; Liu et al. 2010), Apis 
mellifera (honey bee) (Chen et al. 2010; Weaver et al. 2007), Mus musculus (mouse) (Landgraf et al. 
2007; Chiang et al. 2010; Lagos-Quintana et al. 2002; Dostie et al. 2003; Ahn et al. 2010; Zhu et al. 
2010), Homo sapiens (human) (Landgraf et al. 2007; Dostie et al. 2003; Lim et al. 2003a; Lui et al. 
2007; Koh et al. 2010), Caenorhabditis elegans (roundworm) (Lau et al. 2001; Lim et al. 2003b; 
Ambros et al. 2003; Grad et al. 2003; Zisoulis et al. 2010; Warf et al. 2011; Kato et al. 2009; Lagos-
Quintana et al. 2001; Lee and Ambros 2001; Ruby et al. 2006) และ  Daphnia pulex (Wheeler et al. 
2009) กลุมของ miRNA ที่มีความอนุรักษในส่ิงมีชีวิตกลุม arthropod ไดแก pmo-miR-252-3p pmo-miR-2a-3p 
pmo-miR-307a-3p pmo-miR-92b-3p pmo-bantam pmo-miR-275-3p pmo-miR-276a-3p pmo-miR-279 
pmo-miR-305-5p pmo-miR-317-3p pmo-miR-71-5p และ pmo-miR-965 (Stark et al. 2007; Lai et al. 
2003; Aravin et al. 2003; Ruby et al. 2007; Sempere et al. 2003; Tong et al. 2006; He et al. 2008; Yu 
et al. 2008; Liu et al. 2010; Chen et al. 2010; Weaver et al. 2007; Wheeler et al. 2009) 

จากการศึกษาชนิดของ miRNA ที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเซลลเม็ดเลือดกุงกุลาดํา 
จึงไดเลือก miRNA จํานวน 16 ชนิด มาทําการวิเคราะหการแสดงออกของ miRNA ที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวดวยเทคนิค stem-loop real-time PCR พบวามี miRNA 11 ชนิดท่ีแสดงออกเปลี่ยนแปลง
ไปเมื่อติดเชื้อไวรัส และมี pmo-miR-750 และ pmo-miR-315 ที่มีการแสดงออกเปลี่ยนแปลงไปอยางมากเมื่อมี
การติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว ในอวัยวะน้ําเหลืองของ M. japonicus ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว พบวามี
ระดับการแสดงออกของ miR-315 เพิ่มมากขึ้นที่ระยะ Late phase ของการติดเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับการติดเชื้อ
ไวรัสในกุงกุลาดําที่มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นที่ 48 ชั่วโมงหลังจากการติดเชื้อ (Huang et al. 2012) ในตับ
ออนของ Macrobrachiul rosenbergii พบวามีระดับการแสดงออกของ miR-750 สูง แตเมื่อกุงติดเชื้อ 
hypodermal and hematopoietic necrosis (IHHNV) การแสดงของ miR-750 ไมเปลี่ยนแปลง (Tan et al. 
2013). ซึ่งตรงกันขามกับในเม็ดเลือดกุงกุลาดํา pmo-miR-750 มีการแดสงออกลดลงอยางมากเม่ือมีการติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาว  

 การทํานายยีนเปาหมายของ miRNA โดยใชโปแกรมคอมพิวเตอร เนื่องจากกุงกุลาดํานั้นยังไมมีลําดับ
จีโนม จึงจําเปนตองใชฐานขอมูล EST เพื่อใชในการหาหนาที่ของ miRNA จากการทํานายพบวา miRNA หลาย
ชนิด สามารถจับได 5’UTR 3’UTR และ ORF ของยีนเปาหมายได (Akbari et al. 2013) และจากนั้นทําการ
ยืนยันผลการทํานายการจับกันของ miRNA กับยีนเปาหมายโดยการทดลอง in vitro miRNA reporter assay  
(Watanabe et al. 2006) ในงานวิจัยนี้สนใจ miRNA ที่มียีนเปาหมายที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
เชน เปปไทดตานจุลชีพ การส่ือสารระหวังเซลล โปรตีนฮีตช็อค โปรตีนเอส ตัวยับยั้งโปรตีเอส การแข็งตัวของ
เลือด โปรแกรมการตายของเซลล และระบบโพรฟนอลออกซิเดส ซึ่งจากการทํานายพบวา miRNA หนึ่งชนิด
สามารถจับกับยีนเปาหมายไดหลายชนิด ยีนหนึ่งชนิดสามารถควบคุมโดย miRNA หลายชนิดไดเชนเดียวกัน 
(Lewis et al. 2005) 

ใน D. melanogaster พบวา bantam มีหนาที่ในการควบคุมโปรแกรมการตายของเซลล (Xu et al. 2003) 
และเกี่ยวของกับการพัฒนาของตาและปก (Hipfner et al. 2002) bantam จากการทํานายหนาที่ของ miRNA ใน
กุงกุลาดํา พบวา pmo-bantam อาจจะมีหนาที่ในการควบคุมการแสดงออกของ Kunitz-type serine protease 
inhibitor ซึ่งยีนเปาหมายนี้ทําหนาที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด การกลไกการปองกันส่ิงแปลกปลอม และ



การตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน ในกุง Fenneropenaeus chinensis มีการศึกษา Kunitz-type serine 
protease inhibitor (FcKuSPI) พบวาสามารถยับยั้งการทํางานของทริปซินได และสามารถเพิ่มระยะเวลาการ
แข็งตัวของเลือด (Kong et al. 2013) จากการทดลองความสามารถในการจับกันของ pmo-bantam กับ KuSPI 
ดวยวิธี luciferase reporter assay พบวา pmo-bantam นั้นสามารถลดการแสดงออกของ KuSPI เมื่อวิเคราะห
ระดับการแสดงออกของ pmo-bantam และ KuSPI ในเนื้อเยื่อตางๆที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน พบวาใน
อวัยวะน้ําเหลือง pmo-bantam สามารถที่จะควบคุมการแสดงออกของ KuSPI ได ซึ่งหนาที่ของ pmo-bantam 
และ KuSPI ยังคงตองศึกษาตอไป 
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