
2 

 

บทคัดย่อ 

รหัสโครงการ: RSA5880008 

ชื่อโครงการ: การศึกษาการเข้าสู่เซลล์ของอาร์เอ็นเอสายคู่และการแพร่กระจายแบบ systemic ของ RNAi ในกุ้งขาว     

ชื่อนักวิจัย:  ดร.พงโสภี อัตศาสตร์ 
     สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล 

อีเมลล์: pongsopee.att@mahidol.ac.th และ attasart_aung@hotmail.com 

ระยะเวลาโครงการ: 3 ปี 

 เทคนิค RNAi ได้มีการนํามาใช้ในงานวิจัยด้านกุ้งอย่างแพร่หลายเพื่อการศึกษาการทํางานของยีนและการ
พัฒนาให้ได้วิธีการป้องกันกุ้งจากไวรัส แต่ยังขาดความรู้ความเข้าใจในกระบวนการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์กุ้ง ซ่ึงจาก
การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังจะมีกระบวนการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์อยู่ 2 วิธีคือ กระบวนการท่ี
อาศัยการส่งผ่าน SID1 ซ่ึงเป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ และกระบวนการที่อาศัย endocytosis ในโครงการนี้ต้องการศึกษาว่าการ
นําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์กุ้งและการแพร่กระจาย RNAi ในกุ้งอาศัยกระบวนการใดบ้าง ในการศึกษาความเกี่ยวข้องของ 
SID1 ในการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์กุ้ง เร่ิมจากการให้อาร์เอ็นเอสายคู่แบบเป็นลําดับ โดยกุ้งจะได้รับอาร์เอ็นเอสายคู่
เพ่ือกระตุ้นการแสดงออกของยีน SID1 ก่อนแล้วจึงทําการให้อาร์เอ็นเอสายคู่ตัวท่ีสอง (ท่ีมีความจําเพาะกับยีน STAT หรือยีน 
CHC ของกุ้ง) เพ่ือไปลดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย จากการส่องภายใต้กล้องคอนโฟคอลพบว่าเซลล์เม็ดเลือดของกุ้งท่ีมี
การกระตุ้นการแสดงออกของ SID1 ก่อนจะมีจุดแสดงฟลูออเรสเซนท์ (Cy3) ของอาร์เอ็นเอสายคู่ตัวท่ีสองมากกว่าเซลล์ของ
กุ้งท่ีไม่ได้มีการกระตุ้น SID1 และยังพบว่ากุ้งท่ีมีการกระตุ้นให้มี SID1 มากข้ึนมีการลดระดับของยีนเป้าหมายท่ีจําเพาะกับอาร์
เอ็นเอสายคู่ตัวท่ีสอง (ในเนื้อเย่ือเหงือก) มากกว่ากุ้งควบคุม ซ่ึงถ้าทําการให้อาร์เอ็นเอสายคู่ตัวท่ีสองโดยการกินก็ให้ผลทํานอง
เดียวกัน แสดงให้เห็นว่า SID1 มีส่วนเกี่ยวข้องกับการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์เหงือกกุ้งและการแพร่กระจาย RNAi ในตัว
กุ้ง นอกจากน้ียังทําการทดสอบความเกี่ยวข้องของกระบวนการ endocytosis ในการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์ตับและ
เหงือกกุ้งโดยการฉีดด้วย โดยจะทําการยับย้ังกระบวนการนี้ก่อนด้วยตัวยับย้ัง (chlorpromazine และ bafilomycin-A1) 
แล้วจึงตามด้วยการฉีดอาร์เอ็นเอสายคู่ตัวท่ีสอง พบว่าการลดระดับของยีนเป้าหมายในเนื้อเย่ือตับจะลดลงเมื่อมีการยับย้ัง 
endocytosis ก่อน แต่จะไม่พบการเปล่ียนแปลงนี้ในเหงือก แสดงว่ากระบวนการ endocytosis มีส่วนเกี่ยวข้องในการนําอาร์
เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์ตับ แต่ไม่เกี่ยวข้องในเซลล์เหงือก นอกจากนี้ยังได้ทําการทดสอบว่ากระบวนการ endocytosis มีส่วน
เกี่ยวข้องในการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่กุ้งโดยการกินด้วยหรือไม่ โดยการใช้ตัวยับย้ังก่อนการให้กุ้งกินอาหารท่ีมีอาร์เอ็นเอ
สายคู่ ผลการทดลองพบว่ามีการลดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายเฉพาะในกุ้ง (ท้ังในเนื้อเย่ือตับและเหงือก) ท่ีไม่ได้รับ
การยับย้ังกระบวนการ endocytosis มาก่อน แต่กุ้งท่ีได้รับตัวยับย้ังไม่มีการเปลี่ยนแปลงยีนเป้าหมาย แสดงให้เห็นว่ากุ้งใช้
กระบวนการ endocytosis ในการนําอาร์เอ็นเอสายคู่เข้าสู่เซลล์ตับท่ีได้รับอาร์เอ็นเอสายคู่โดยการกิน    
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Abstract 
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RNA interference (RNAi) technology has been widely applied to shrimp research for functional genomics, 
as well as for investigation of its potential anti-viral applications. However, the mechanism of extracellular dsRNA 
uptake into shrimp cells has not been determined. In invertebrates, uptake of an extracellular dsRNA can occur 
through two different mechanisms; the transmembrane channel-mediated mechanism, requires a multispan 
transmembrane protein called systemic RNA interference defective 1 (SID1), and endocytosis-mediated 
mechanism. This project, we aim to investigate the molecular mechanisms underlying the uptake of dsRNA and 
systemic RNAi in shrimp (Litopeneaus vannamei). To elucidate the role of LvSID-1 in dsRNA uptake, a strategy of 
sequential introduction of dsRNAs was employed. Shrimp were initially injected with a long dsRNA to induce 
LvSID-1 mRNA expression before administration of the second dsRNA (dsRNA-STAT or dsRNA-CHC). Under a 
confocal microscope, the Cy3 signal of second dsRNA in the LvSID-1 induced hemocytes was significantly higher 
than the signal in naïve hemocytes. Significantly, improved suppression of STAT and CHC was found in gills of the 
LvSID-1 induced shrimp. Similar result was observed when shrimp was pre-injected with dsRNA-GIH to induce 
expression of the LvSID1 and fed with diet containing dsRNA-STAT. These results indicate that the LvSID1 
participates in the uptake of the injected dsRNA and involves in systemic RNAi in shrimp. The possible 
involvement of endocytosis in the delivery of injected dsRNA into shrimp hepatopancreatic and gill cells was also 
evaluated. Clathrin-mediated endocytosis was inhibited through the injection of shrimp with two pharmacological 
endocytosis inhibitors (chlorpromazine and bafilomycin-A1) before injection of dsRNA directed against STAT 
(dsSTAT). Inhibition of clathrin-mediated endocytosis showed a reduction of STAT suppression in the shrimp 
hepatopancreas.  In contrast, neither chlorpromazine nor bafilomycin-A1 effectively blocked dsSTAT inhibition of 
STAT in gill tissue, suggesting that clathrin-mediated endocytosis participates in dsRNA uptake into hepatopancreas 
but not gills. Moreover, mechanism for uptake of dsRNA from environment (food) was also evaluated. 
Chlorpromazine was used to block the clathrin-mediated endocytosis before continuous feeding the formulated 
food containing dsRNA specific to shrimp Rab7 gene for 6 days. Level of Rab7 mRNA suppression in gill and 
hepatopancreas tissues were monitored every day (12 hours after feeding of each day) by RT-PCR. Suppression of 
Rab7 mRNA was detected in gill and hepatopancreas tissues at day6 only in dsRNA-Rab7 fed shrimp without 
chlorpromazine treatment. In contrast, the Rab7 mRNA level was not changed in dsRNA-Rab7 fed shrimp treated 
with chlorpromazine. The results indicate that the clathrin-mediated endocytosis participates in dsRNA uptake in 
shrimp by feeding. 
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