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Abstract  
 

Project Code : RSA5880063 

Project Title : Role of novel Litopenaeus vannamei kruppel like factors (LvKLFs) in 

Taura Syndrome Virus infection 

Investigator : Dr. Premruethai Supungul 

E-mail Address : premruethai.sup@biotec.or.th 

Project Period : 2 years  

 

Kruppel-like factors (KLFs) belong to a family of zinc finger-containing transcription 

factors. These proteins are involved in several biological processes, including proliferation, 

differentiation, development, activation and apoptosis. Herein, a novel KLF from the 

Litopenaeus vannamei (LvKLF) was investigated. The full-length cDNA of LvKLF was 

2,070 bp with an open reading frame of 1,830 bp that encodes a putative protein of 610 

amino acids. A novel LvKLF contains 7 conserved ZnF_C2H2 domains at the N-terminus. 

Multiple alignment analysis revealed that this LvKLF and other KLFs in multiple-adjacent-

C2H2 (maZnF_C2H2) type shared high conserved residues. Quantitative real-time PCR 

analysis revealed that LvKLF transcript was highly expressed in hemocyte of the normal 

shrimp. The expression of the LvKLF transcript in TSV-resistant Litopenaeus vannamei 

was significantly lower than that in the TSV susceptible Litopenaeus vannamei. To clarify 

the biological function of KLF upon TSV infection, yeast two hybrids were examined. The 

result revealed that LvKLF interacted with 3 non-structural proteins of TSV, BIR, Helicase 

and RNA-dependent RNA polymerase and 2 structural proteins, VP2 and VP3. Taken 

together, these results indicated that LvKLF involved in the TSV infection in shrimp. Gene 

organization revealed that LvKLF contained 4 exons interrupted by 4 introns whilst the 

upstream sequence contained a putative promoter with potential binding site for GATA, 

AP, Sp1, C/EBPalp. Moreover, the 2 SNPs (intron1 (389, G/A); intron2 (256, AA/-T)) were 

identified in intron of the TSV resistant shrimp. These SNPs will be tested association for 

the TSV resistance in L. vannamei.  
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Kruppel-like factor (KLFs) จดัอยูใ่นกลุ่มของ zinc finger-containing transcription 

factors family ซึÉงโปรตนีในกลุ่มนีÊเกีÉยวขอ้งกบัขบวนการทางชวีโมเลกลุหลายขบวนการ รวมทั Êง 

proliferation, differentiation, development, activation และ apoptosis ในงานวจิยันีÊ ไดศ้กึษา

kruppel like factor ชนดิใหมจ่ากกุง้แวนนาไม (LvKLF)  ยนีสมบรูณ์ประกอบดว้ย 2,070 เบส ม ี

Open reading frame ขนาด 1,830 เบส ถอดรหสัได้เป็นโปรตนีขนาด 610 กรดอะมโิน  LvKLF 

นีÊ ประกอบดว้ย บรเิวณอนุรกัษ์ ZnF_C2H2 7 domain เรยีงต่อกนัทางปลายดา้นอะมโิน เมืÉอ

เรยีบเทยีบกบั KLF  ทีÉอยูใ่นกลุ่ม multiple-adjacent-C2H2 (maZnF_C2H2) type พบว่ากลุ่มนีÊ

มคีวามเหมอืนกนัสงู การศกึษาการแสดงออกของยนี LvKLF ในเนืÊอเยืÉอต่างๆของกุง้ปกตดิ้วย

เทคนิค real-time RT-PCR พบยนี LvKLF แสดงออกมากทีÉสดุในเมด็เลอืด  นอกจากนีÊเมืÉอ

เปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีนีÊในกุง้ทีÉตา้นทานไวรสัทอร่าและไมต่า้นทานไวรสัทอรา่ พบว่า

ยนีนีÊมกีารแสดงออกตํÉาอย่างมนีัยสาํคญัในกุง้สายพนัธุ์ไมต่า้นทานไวรสัทอรา่ เพืÉอศกึษา

ปฏสิมัพนัธข์อง LvKLF กบัโปรตนีของไวรสั จงึใชเ้ทคนิค yeast two hybrid ซึÉงพบว่า LvKLF มี

ปฏสิมัพนัธ์กบั non-structural proteins ของไวรสัทอร่า 3 ชนิด ไดแ้ก่ BIR, Helicase และ RNA-

dependent RNA polymerase และกบั structural proteins ของไวรสัทอรา่ 2 ชนิด ไดแ้ก่ VP2 

และ VP3  จากทั ÊงหมดทีÉกล่าวมา ชีÊใหเ้หน็ว่า LvKLF มคีวามสาํคญัเกีÉยวขอ้งกบัการตดิเชืÊอไวรสั

ทอร่าในกุง้  เมืÉอศกึษาการจดัเรยีงตวัของยนี LvKLF ในจโีนมกิสด์เีอน็เอ พบยนีนีÊประกอบดว้ย 4 

exons ทีÉแทรกดว้ย 4 introns และม ี  putative promoter และ บรเิวณทีÉคาดว่าจะเป็น GATA, 

AP, Sp1, C/EBPalp binding อยู่ทีÉ upstream sequence  ยิÉงไปกว่านั Êน พบ SNP จาํนวน 2 

ตําแหน่ง ใน intron 1 (389, G/A)  และ intron 2 (256, AA/-T) เมืÉอเปรยีบเทยีบดเีอน็เอของกุง้

สายพนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอร่า ซึÉง SNPs ทีÉไดน้ีÊ จะนําไปทดสอบความสมัพนัธุก์บั

การทา้นทานไวรสัในกุง้ขาวแวนนาไมต่อไป 
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Executive summary 

ชืÉอโครงการ: หน้าทีÉของ kruppel like factor ชนิดใหมจ่ากกุ้งแวนนาไมต่อการติดเชืÊอไวรสั 

ทอร่า 

ชืÉอหวัหน้าโครงการ: ดร.เปรมฤทยั สพุรรณกลู 

   ศนูยวิ์ศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

   สาํนักงานพฒันาวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยีแห่งชาติ 

ปัญหา ทีÉมา และวตัถปุระสงคข์องโครงการ 

ปัญหาการตดิเชืÊอก่อโรค ทั Êงไวรสัและแบคทเีรยียงัคงเป็นปัญหาสาํคญัสาํหรบัอตุสาหกรรม

การเพาะเลีÊยงกุง้ ซึÉงมผีลกระทบต่อการสง่ออกกุง้ของประเทศไทยเป็นอยา่งมาก มคีวามพยายามใชเ้ทคนิค

ทางชวีโมเลกลุต่างๆมากมายเพืÉอวนิิจฉยัและป้องกนัการเกดิโรคระบาด แต่พบว่ายงัไม่สามารถนําไปใชไ้ดจ้รงิ

ในการเพาะเลีÊยง  ดงันั Êนการเขา้ใจกลไกการป้องกนัโรคตดิเชืÊอในกุง้จงึมคีวามจาํเป็นเพืÉอพฒันาและสง่เสรมิให้

กุง้มสีขุภาพดทีนทานต่อโรคตดิเชืÊอต่อไป  นอกจากนีÊ จากการประสบความสาํเรจ็ในการคดัเลอืกสายพนักุง้

ขาวสายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอร่าจงึชีÊใหเ้หน็ว่า คดัเลอืกสายพนัธุ์กุง้ตา้นทานโรคเป็นอกีหนึÉงทางเลอืกทีÉจะ

นําไปสูก่ารพฒันาอุตสาหกรรมการเพาะเลีÊยงกุง้อยา่งยงัยนื  

จากรายงาน การเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีในกุง้ขาวปกตสิายพนัธุต์า้นทานไวรสั

ทอร่าและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ดว้ยเทคนิค RNA-seq (Sookruksawong et al., 2013)  พบยนีทีÉมกีาร

แสดงออกแตกต่างกนัมากมาย  โดยเฉพาะยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัระบบภมูคิุม้กนั  ซึÉงม ี 2 number ทีÉคลา้ยกบั

บางสว่นของยนี kruppel-like factor (KLF) มกีารแสดงออกของยนีตํÉาในสายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอรา่เมืÉอเทยีบ

กบัสายพนัธุไ์ม่ตา้นทานไวรสัทอร่า โดยโปรตนีในกลุม่นีÊเกีÉยวขอ้งกบัขบวนการทางชวีโมเลกลุหลายขบวนการ 

รวมทั Êง proliferation, differentiation, development, activation และ apoptosis  มรีายงานการศกึษายนี KLF 

จากกุง้ขาวและกุง้กุลาดาํ ซึÉงยนีประกอบดว้ย Zn finger (ZnF_C2H2) จาํนวน 3 domain เรยีงต่อกนัทางดา้น

ปลายคารบ์อซลิ พบว่าเมืÉอยบัยั ÊงการแสดงออกของยนีนีÊแลว้ทาํใหต้ดิเชืÊอ WSSV กุง้ทีÉถกูยบัย ั Êงการแสดงออก

ของยนีนีÊจะเขา้สูส่ภาวะ moribund ชา้กวา่กุง้ปกต ิและพบมจีาํนวน   copy number   ของไวรสัน้อยกวา่กุง้

ปกต ินอกจากนีÊยงัพบ KLF จบักบั IE1 ซึÉงเป็นยนีของไวรสั WSSV  ดงันั Êนในงานวจิยัคร ั ÊงนีÊ จงึสนใจศกึษา 

KLF ชนิดใหม่จากกุง้ขาวแวนนาไมต่อการรตดิเชืÊอไวรสัทอรา่ และหาความแตกต่างระดบัจโีนมกิส ์DNA ของ



 

 

ยนีนีÊระหวา่งกุง้สองสายพนัธุเ์พืÉอพฒันาไปเป็นโมเลกุลเครืÉองหมายเพืÉอบ่งชีÊสายพนัธุ์กุง้ตา้นทานไวรสัทอรา่

ต่อไป 

ผลการดาํเนินงาน 

เมืÉอทาํการหายนีสมบรูณ์ของยนี LvKLF พบวา่ ยนีประกอบดว้ย 2,070 เบส ม ี open 

reading frame ขนาด  1,830 เบส โดยมปีลาย   5และ 3 UTR ขนาด 240 และ 305 เบสตามลาํดบั ถอดรหสั

ไดเ้ป็นโปรตนีขนาด 610 กรดอะมโิน  จากการวเิคราะหพ์บว่า  LvKLF ทีÉพบเป็นชนิดใหม่ ซึÉงยงัไม่มกีารศกึษา

ในกุง้  LvKLF ประกอบดว้ย ZnF_C2H2 7 domain เรยีงต่อกนัทีÉปลายทางดา้นอะมโิน  โดย LvKLF นีÊจดัเป็น

ชนิดทีÉ 2 multiple-adjacent-C2H2 (maZnF_C2H2) type ทปีระกอบดว้ย Zinc finger domain จาํนวน

ตั Êงแต่ 4 domain ขึÊนไป ซึÉงสามารถพบไดถ้งึ 30 domain และสามารถจบัไดก้บัทั Êงโปรตนี ดเีอน็เอ และอารเ์อน็

เอ  เมืÉอเปรยีบเทยีบกบั KLF ชนิดทีÉ 1 ทปีระกอบดว้ย Zn finger 3 domain และ KLF ชนิดทีÉ 2 จาก crustacean 

arthropod และสตัวม์กีระดกูสนัหลงั พบวา่ แยกออกเป็น 2 กลุ่มชดัเจนตามชนดิของ   KLF ซึÉงแต่ละกลุม่จะมี

บรเิวณอนุรกัษ์ทีÉ   Zn finger และ ในกลุ่มของ KLF ชนิดทีÉ 2 ทีÉประกอบดว้ย 7-8 domain พบมบีรเิวณอนุรกัษ์

สงู โดยเฉพาะบรเิวณอนุรกัษ์ทีÉเชืÉอมต่อระหว่าง ZnF_C2H2 ทีÉเชืÉอมต่อดว้ย TGERP และ   TKE(R/K)P  

เมืÉอศกึษาการแสดงออกของยนี LvKLF ในเนืÊอเยืÉอต่างๆของกุง้ปกตดิว้ยเทคนิค real-time 

RT-PCR พบวา่ ยนี LvKLF มกีารแสดงออกมากทีÉสดุในเม็ดเลอืด เมืÉอทาํการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของ

ยนีนีÊในกุง้ทีÉตา้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ในสภาวะปกต ิ พบวา่ มกีารแสดงออกของยนีนีÊตํÉาอยา่งมี

นยัสาํคญัในกุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอร่าเมืÉอเทยีบกุง้สายพนัธุไ์ม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ เพืÉอศกึษาความ 

สมัพนัธ ์ของยนีนีÊกบัโปรตนีของไวรสัทอรา่ จงึอาศยัเทคนิค yeast two hybrid  ซึÉงพบวา่ LvKLF มปีฏสิมัพนัธ์

กบัโปรตนี  non-structural proteins ของไวรสัทอรา่ 3 ชนิด ไดแ้ก ่BIR, Helicase และ RNA-dependent RNA 

polymerase และกบั 2 structural proteins ของไวรสัทอร่า ไดแ้ก่ VP2 และ VP3  จากทีÉกลา่วมาแลว้ทั Êงหมด 

ชีÊใหเ้หน็ว่า LvKLF มคีวามสาํคญัเกีÉยวขอ้งกบัการตดิเชืÊอไวรสัทอร่า 

เมืÉอศกึษาการเรยีงตวัของยนี   LvKLF บนจโีนมกิสด์เีอน็เอ พบว่ายนีนีÊ ประกอบดว้ย 4 

exons ทีÉแทรกดว้ย 4 introns และม ี  putative promoter และ บรเิวณทีÉคาดวา่จะเป็น GATA, AP, Sp1, 

C/EBPalp binding อยูท่ีÉ upstream sequence  ยิÉงไปกว่านั Êน พบ SNP จาํนวน 2 ตาํแหน่ง ใน intron 1 (389, 

G/A)  และ intron 2 (256, AA/-T) เมืÉอเปรยีบเทยีบดเีอน็เอของกุง้สายพนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอ

รา่ ซึÉงจะทาํการพฒันาไปเป็น SNP marker สาํหรบับ่งชีÊกุง้ตา้นทานไวรสัทอรา่ต่อไป 
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ไวรสัทอร่า 

ชืÉอหวัหน้าโครงการ ดร.เปรมฤทยั สพุรรณกลู 

 ศนูยพ์นัธวิุศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

 สาํนักงานพฒันาวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยีแห่งชาติ 

 

1. ความสาํคญัและทีÉมา 

กุง้เป็นสนิคา้สง่ออกประเภทสตัวนํ์ÊาทีÉมศีกัยภาพของไทย โดยประเทศไทยผลติกุง้เพืÉอการสง่ออก

มากกวา่การบรโิภคภายในประเทศ ทผีา่นมาประเทศไทยเคยเป็นผูนํ้าในการผลติกุง้และสง่ออกเป็นอนัดบั

หนึÉงของโลกตั Êงแต่ปี พ.ศ. 2533 แต่พบว่าในช่วงหลายๆปีทีÉผา่นมา การเลีÊยงและการสง่ออกกุง้กลบัลดน้อยลง

เรืÉอยๆ  โดยปัญหาดา้นโรคระบาดจากเชืÊอก่อโรคต่างๆในกุง้ยงัคงเป็นปัญหาสาํคญั ทีÉทาํใหเ้กดิความเสยีหาย

ในอตุสาหกรรมการเพาะเลีÊยงกุง้ตั Êงแต่อดตีจนถงึปัจจบุนัโดยเฉพาะจากเชืÊอไวรสัและแบคทเีรยี  ไวรสักอ่โรคทีÉ

สาํคญัในกุง้ไดแ้ก่ ไวรสัตวัแดงดวงขาว (white spot syndrome virus, WSSV), หวัเหลอืง (yellow head virus, 

YHV), ทอรา่ (Taura syndrome virus, TSV) และ infectious myonecrosis virus (IMNV) เป็นต้น (Flegel et 

al., 2004; Lightner 2005; Flegel  2006; Poulos et al., 2006: Senapin et al., 2007) แบคทเีรยีทีÉกอ่โรค

สาํคญัในกุง้ไดแ้ก่ แบคทเีรยีตระกลูวบิรโิอ ซึÉงมกัก่อโรคในโรงเพาะฟักของกุง้ระยะ post larval  (Gopal et al., 

2005; Gomez-Gil et al., 2004)  และไม่นานมานีÊ ไดพ้บการระบาดจาก Vibrio parahaemolyticus ทีÉมพีลาสมดิ

ทีÉสรา้งสารพษิ ทําใหกุ้ง้ตายจาํนวนมากภานใน 3 วนั กุง้ทีÉตดิเชืÊอบรเิวณตบัจะพบเซลลถ์ูกทาํลาย จงึเรยีกโรค 

acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) (Lightner wt al., 2012: Tran et al., 2013) สาํหรบั

ไวรสั TSV เริÉมแรกเป็นไวรสัทีÉทาํใหเ้กดิความเสยีหายในกุง้ขาวเป็นอยา่งมาก ปัจจุบนันีÊการเพาะเลีÊยงกุง้ขาว

ประสบความสาํเรจ็อยา่งแพรห่ลายทั Éวโลก เนืÉองจากสามารถคดัสายพนัธุ์กุง้ขาวตา้นไวรสัทอรา่ได ้ ซึÉงช่วยลด

อตัราการตายของกุง้ไดม้ากกวา่ 70% เมืÉอเปรยีบเทยีบกบักุง้ทีÉไม่ไดผ้า่นการพฒันาสายพนัธุ ์ (Argue et al., 

2002; Cock et al., 2009; Moss et al., 2011) จะเหน็ไดว้า่การคดัสายพนัธุเ์ป็นวธิทีีÉสาํคญัทีÉชว่ยลดความ

เสยีหายในการเพาะเลีÊยงกุง้ทีÉเกดิจากการระบาดของเชืÊอก่อโรค  

ปัจจยัหนึÉงทีÉมผีลทาํใหส้ ิÉงมชีวีติบางสายพนัธุม์คีวามสามารถในการต่อตา้นการตดิเชืÊอไดด้คีอื ความ

แตกต่างทางพนัธุกรรม ซึÉงมผีลใหย้นีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการตา้นทานต่อการตดิเชืÊอทาํงานไดแ้ตกต่างกนั ปัจจุบนั 

มรีายงาน พบความแตกต่างในระดบัการแสดงออกของยนีระหวา่งสตัวส์ายพนัธุต์า้นทานและไมต่า้นทานการ



 

 

เกดิโรค เช่น แกะสายพนัธุต์า้นทานและไมต่า้นทานต่อพยาธ ิnematode (Diez-Tascon และคณะ 2005) ววั

สายพนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทานต่อพาราสติ Theileria annulata  (Jensen et al., 2008) หรอื trypanosome 

(O'Gorman et al., 2009)  และปลาแซลมอนทีÉตา้นทานและไม่ตา้นทานต่อ Aeromonas salmonicida  (Zhang 

et al., 2011) สาํหรบัการศกึษาในกุง้ ไดม้รีายงานการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีในเมด็เลอืดของกุง้ทีÉ

ตา้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ในสถาวะปกตดิว้ยเทคนิค RNA-seq ซึÉงพบกลุม่ยนีทีÉมกีารแสดงออก

แตกต่างกนัระหว่างสองสายพนัธุ ์ (Sookruksawong et al., 2013)  ซงึการศกึษาหน้าทีÉของกลุ่มยนีเหลา่นีÊ

โดยเฉพาะยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัภมูคิุม้กนั และยนีในกลุม่การรกัษาสภาวะสมดลุ เชน่ kruppel like factor, 

masquerade, serine proteinase inhibitor, cathepsin C, peroxiredoxin และ integrin เป็นตน้ จะทําให้

สามารถเขา้ใจกลไกการตา้นทานไวรสัในกุง้ไดด้ยีิÉงขึÊน 

Kruppel like factors (KLFs) พบครั ÊงแรกในแมลงหวีÉ (Wieschaus et al., 1984; Preiss et al., 1985) 

KLFs เป็น transcription factor ทีÉประกอบดว้ยบรเิวณอนุรกัษ์ Cys2/His2 Zinc finger 3 ชุดเรยีงต่อกนั (Dang 

et al., 2000; Kaczynski et al., 2003; pearson et al., 2008)  KLFs จบักบั GC- และ CACCC-boxs ของ 

DNA โดยเขา้ทาง major groove ของ DNA (Kaczynski et al., 2003; Suske et al., 2005; Yang 1998)  

ระหว่าง Zinc fingers จะแทรกดว้ย บรเิวณอนุรกัษ์ TGEPK(Y/F)X (Dang et al., 2000)  KLFs เกีÉยวขอ้งกบั

ขบวนการทีÉสาํคญัของร่างกาย เช่น proliferation, differentiation, development, cellular growth, activation 

และ apoptosis (Pearson et al., 2008)  มรีายงานการศกึษาเกีÉยวกบั   KLFs พบในมนุษยจ์าํนวนมาก และ

พบ KLFs อยา่งน้อย 21 โปรตนี  โดย KLF1 เกีÉยวขอ้งกบั erythropoiesis ใน erythroid cell โดยกระตุน้การ 

transcript ของ β-globin ยนีผ่านการจบักบั CBP/p300 (Zhang and Bieker, 1998)  ในขณะทีÉ KLF2, KLF8 

และ KLF12 จะยบัยั Êงการ transcript โดยจบักบั CtBP2 ผา่นทาง PXDLS motif (Schuierer et al., 2001)  สว่น 

KLF4 ใน  endothelial cell จะจบักบั ERK5 กระตุน้ใหเ้กดิ vasoprotective effect ต่อตา้นการอกัเสบ ลดการ

เกดิ apoptosis และลดการสรา้งเสน้เลอืดใหม่ (Ohnesorge et al., 2010) เป็นตน้  สาํหรบัการศกึษา KLF ใน

กุง้ มรีายงานการศกึษาในกุง้กุลาดาํและกุง้ขาว  โดยพบว่าเมืÉอยบัยั Êงการแสดงออกของยนี KLF กุง้กลุม่นีÊจะ

เขา้สูส่ภาวะ moribund ไดช้า้กวา่กุง้ในสภาวะปกตทิีÉตดิเชืÊอ (Chang et al., 2012)  และพบมกีารแสดงออกของ

ยนี IE1 และ WSSV304 ซึÉงเป็นยนีของไวรสัลดลง ( Huang et al., 2014)  ชีÊใหเ้หน็ว่ายนี KLF มสีว่นเกีÉยวขอ้ง

กบัการตา้นทานไวรสั   WSSV 



 

 

จากความสาํคญัทีÉกล่าวมาแลว้ขา้งตน้  งานวจิยันีÊ สนใจศกึษาหน้าทีÉของยนี Kruppel like factor ชนิด

ใหม่ทีÉพบมกีารแสดงออกน้อยในกลุ่มกุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอรา่  และหาความแตกต่างระดบัจโีนมกิส ์

DNA ของยนีนีÊระหวา่งกุง้สองสายพนัธ์ุเพืÉอพฒันาไปเป็นโมเลกุลเครืÉองหมายเพืÉอบง่ชีÊสายพนัธุก์ุง้ตา้นทาน

ไวรสัทอรา่ต่อไป 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

2.1 เพืÉอศกึษาหน้าทีÉของยนี Kruppel like factor ต่อการตดิเชืÊอไวรสัทอรา่ 

2.2 เพืÉอระบุความแตกต่างระดบัจโีนมกิส ์DNA ของยนี KLF ระหวา่งทั Êงสองสายพนัธุ ์

3. วิธีการทดลอง 

3.1 การศึกษาหน้าทีÉของยีน LvKLF 

3.1.1 สกดัจีโนมิกส ์DNA 

สกดัจโีนมกิส ์DNA จากขาว่ายนํÊาของกุง้ขาว Litopenaeus vannamei จากครอบครวัของกุง้

ทีÉตา้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอร่า ขนาด 5 กรมั ซึÉงไดร้บัการอนุเคราะหต์วัอย่างจากบรษิทั SyAqua โดย

ใช ้proteinase K ยอ่ย และกาํจดั  RNA ปนเปืÊอนดว้ย RNase A จากนั Êนจงึทาํบรสิทุธิ Íดว้ย phenol choloform 

ตกตะกอนดเีอน็เอทีÉไดด้ว้ย absolute ethanol แลว้จงึลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol หลงัจากตากตะกอนดเีอน็

เอใหแ้หง้แลว้จงึละลายตะกอนดเีอน็เอดว้ย TE buffer ตรวจสอบคณุภาพของดเีอน็เอและวดัปรมิาณดเีอน็เอ

ดว้ย electrophotometry ทีÉความยาวคลืÉน 260 นาโนเมตร 

3.1.2 สกดั total RNA 

เกบ็ตวัอยา่งอวยัวะทั Êงหมด 7 อวยัวะ ไดแ้ก ่ เมด็เลอืด เหงอืก หวัใจ อวยัวะนํÊาเหลอืง ตบั 

ลาํไส ้และกา้นตา จากกุง้ขาวปกตขินาด 15 กรมั จาํนวน 5 ตวั สกดั total RNA โดยใช ้TRI Reagent และ

กาํจดั ดเีอน็เอปนเปืÊอนดว้ย  RQ1 DNase I  เกบ็ total RNA เขา้   -20 องศาเซลเซยีส  จากนั Êนจงึสรา้ง cDNA 

โดยใช ้1 ไมโครกรมั total RNA ดว้ยชุด RevertAID™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) ทีÉใช ้

oligod(T)  

3.1.3 การหายีนสมบรูณ์ของยีน KLFs 

จากการทาํ RNA-seq เปรยีบเทยีบระหวา่งกุง้กลุม่ต้านทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ 

(Sookruksawong et al., 2013) พบชิÊนส่วนของยนี kruppel 2 โคลนคอื kru226 และ kru272 จงึออกแบบไพร



 

 

เมอรใ์หจ้าํเพาะกบัปลายทางดา้น 5 และ 3 (ตารางทีÉ 1) เพืÉอหายนีสมบรูณข์องทั Êงสองโคลนดว้ย SMARTer 

RACE 5/3Kit (Takara)  โดยทาํการสรา้งหอ้งสมุด 5 และ 3 RACE PCR แลว้จงึใชไ้พรเมอรท์ีÉออกแบบไว้

ทาํ PCR เพืÉอหาปลายทางดา้น 5 และ 3 เมืÉอไดช้ิÊน PCR จงึโคลนเขา้สู ่Stellar competent cell (Takara) 

หลงัจากสกดัพลาสมดิแลว้จงึหาลาํดบันิวคลโีอไทด ์  ทาํการเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉไดก้บัลาํดบันิ

วคลโีอไทดข์องโคลนทั Êงสอง และเปรยีบเทยีบยนีทีÉไดก้บัยนีทีÉมรีายงานใน GenBank  

3.1.4 การศึกษาการแสดงออกของยีน LvKLF ในเนืÊอเยืÉอกุ้งขาวสขุภาพดี โดย

ใช้เทคนิค RT-PCR 

หลงัจาก สรา้ง cDNA จาก  total RNA จาก 7 อวยัวะ ไดแ้ก่ เมด็เลอืด เหงอืก หวัใจ อวยัวะ

นํÊาเหลอืง ตบั ลาํไส ้และกา้นตา ของกุง้สขุภาพดขีนาด 15 กรมัจาํนวน  5 ตวัแลว้  จงึใช ้cDNA ทีÉไดม้าเพิÉม

ปรมิาณดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร ์RT-F-KLF และ RT-R-KLF ซึÉงจาํเพาะกบัยนี LvKLF ทีÉไดอ้อกแบบ

ไว ้ วเิคราะห ์PCR product ดว้ย agarose gel electrophoresis  วดัปรมิาณ PCR product จากความเขม้ของ

แถบ DNA ทีÉบนัทกึดว้ยกลอ้ง CCD โดยใชโ้ปรแกรม Genetools Analysis Software (Syngene)  โดยมยีนี 

LvEF-1α เป็นยนีควบคมุ 

3.1.5 การศึกษาการแสดงออกของยีน LvKLF ในกุ้งขาวสายพนัธุต้์านทานและ

ไม่ต้านทานไวรสัทอร่า 

ดดูเลอืดจากกุง้ขาวสายพนัธุ์ตา้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอร่าขนาด 10 กรมั สายพนัธุ์

ละ 2 ครอบครวั จากนั Êนปั Éนเกบ็เม็ดเลอืด และสกดั   Total RNA ตามขอ้ 3.1.2 ครอบครวัละ 25 ตวั จากนั Êน

จงึรวมตวั Total RNA 5 ตวัต่อกลุ่มรวม   5 กลุม่ต่อครอบครวัเพืÉอเตรยีม cDNA ตรวจสอบการแสดงออกของ

ยนี LvKLF โดยใชเ้ทคนิค quantitative realtime RT-PCR (qRT-PCR) ดว้ย Luna Universal qPCR Master 

Mix (NEB) และใชไ้พเมอร ์RT-F-KLF และ RT-R-KLF และ normalize กบัการแสดงออกของยนี LvEF-1α 

ในตวัอยา่งเดยีวกนั  

3.1.6 การศึกษาหน้าทีÉของ LvKLF ด้วยเทคนิค RNAi 

สรา้ง dsRNA ทีÉมคีวามจาํเพาะกบัยนี LvKLF โดยใช ้ T7 RiboMAX™ Express Large 

Scale RNA Production Systems (Promega) โดยสรา้งเสน้ sense ใหป้ลายทางดา้น 5’ ของไพรเมอร ์

Forward มเีบสจาํเพาะของ T7 promoter ดว้ยไพเมอร ์T7KLF-F และ KLF-R และสรา้งเสน้ anti-sense ให้



 

 

ปลายทางดา้น 5’ ของไพรเมอร์ Reverse มเีบสจําเพาะของ T7 promoter ดว้ยไพเมอร ์KLF-F และ T7KLF-

R จากนั Êนจงึทาํ double strand RNA โดยการผสมเสน้ sense และเสน้ anti-sense ในอตัราสว่น 1:1บ่มทีÉ 70 

องศาเซลเซยีส และคอ่ยๆลดอุณหภมูลิงเรืÉอยๆจนถงึ 20 องศาเซลเซยีส เมืÉอได ้dsRNA แลว้จงึหาปรมิาณทีÉ

เหมาะสมเพืÉอใชใ้นการลดการแสดงออกของยนี โดยฉีด dsRNA ทีÉปรมิาณแตกต่างกนัเขา้สูกุ่ง้ขาวขนาด

ประมาณ 3 กรมั จํานวน 3 ตวัต่อ 1 กลุม่  โดยใช ้  dGFP และ NaCl เป็นกลุม่ควบคมุ ภายหลงัการฉีด dsRNA 

นาน 24 ชั Éวโมง  เกบ็เลอืดของกุง้ทําการสกดั total RNA โดยใช ้ TRI Reagent®  สรา้ง cDNA โดยใช ้

RevertAID™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)  และตรวจสอบการแสดงออกของยนี KLF โดย

ใชเ้ทคนิค RT-PCR ทาํการเพิÉมจาํนวนของยนี KLF ดว้ยไพรเมอร์ RT-F-KLF และ RT-R-KLF และใช้การ

แสดงออกของยนี LvEF-1α เป็นยีนควบคมุ 

3.1.7 การศกึษาปฏิสมัพนัธข์องโปรตีน LvKLF กบัโปรตีนของ ไวรสัทอร่า และ

โปรตีนอืÉนของกุ้ง 

3.1.7.1 การสร้าง bait plasmid (LvKLFpGBKT7)  

สรา้ง bait plasmid ทีÉมยีนี LvKLF โดยเพิÉมจาํนวนยนี KLF (1,855 เบส) และ KLF สว่นทีÉ

ไม่ม ีZn-finger (noZn KLF) (1,008 เบส) โดยใชไ้พเมอร ์FY-KLF กบั RY-KLF และ F-YnoZnKLF กบั R-

YnoZnKLF ตามลาํดบั  โคลนชิÊนดเีอน็เอทีÉไดเ้ขา้เวกเตอร ์pGBKT7 ซึÉงเป็น bait vector ไดเ้ป็น Lv-KLF/BD 

และ Lv-noZnKLF/BD และแทรนสฟ์อรม์เขา้สู ่E. coli โดยวธิอีเิลก็โทรพอเรชนั ทาํการคดัโคลนรคีอมบแินนต์

ทีÉสามารถเจรญิไดบ้นอาหารแขง็ LB ทีÉมยีาปฏชิวีนะ kanamycin  นําโคลนรคีอมบแินนตม์าเลีÊยงเพิÉมจาํนวน

เพืÉอสกดัพลาสมดิ  ตรวจสอบความถกูต้องของรคีอมบแินนต์พลาสมดิ โดยหาลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉมลีาํดบัเบส

ทีÉถกูตอ้ง 

3.1.7.2 การทดสอบ autoactivitation และ Toxicity ของ bait plasmid 

ทดสอบ autoactivation และ toxicity ของ bait plasmid โดยการทรานสฟ์อรม์ pGBKT7-

KLF และ pGBKT7-noZnKLF เขา้สูเ่ซลลย์สีต ์Saccharomyces cerevisiaeสายพนัธุ ์AH109 ตามรายละเอยีด

ใน Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System (Clontech) โดย mating กบั empty pGADT7 แลว้นํามาเลีÊยง

บนอาหารแขง็ synthetic dropout ทีÉขาดกรดอะมโิน SD/-Leu/-Trp บม่ทีÉอณุหภมู ิ30 °C เป็นเวลา 3-5 วนั  

จากนั Êน  plate ลงอาหารเลีÊยงเชืÊอ DS/-Leu-Trp และ SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/x-gal ดผูลใน   7-14 วนั ถา้เกดิ



 

 

โคโลนีสฟ้ีาแสดงว่า pGBKT7-KLF และ pGBKT7-noZnKLF สามารถกระตุน้การแสดงออกของ reporter 

gene ของยสีต์ไดด้ว้ยตวัเอง จงึไม่สามารถนํา pGBKT7-KLF และ pGBKT7-noZnKLF ไปศกึษาต่อได ้ ดงันั Êน

รคีอมบแินนตพ์ลาสมดิทีÉไม่ทาํใหเ้กดิ autoactivation จงึจะนําไปใชใ้นการศกึษาต่อไป  หลงัจากนั Êนทาํการ

ทดสอบความเป็นพษิของ pGBKT7-KLF และ pGBKT7-noZnKLF โดยแทรนสฟ์อรม์ pGBKT7, pGBKT7-

KLF และ pGBKT7-noZnKLF เขา้สูเ่ซลล์ยสีต์ S. cerevisiaeสายพนัธุ ์ AH109 เช่นเดยีวกบัการทาํ 

autoactivation แต่เลีÊยงบนอาหารแขง็ SD/-trp เท่านั Êน บ่มทีÉอณุหภมู ิ30 °C เป็นเวลา 3-5 วนั ถา้ pGBKT7-

KLF และ pGBKT7-noZnKLF ไม่เป็นพษิ ขนาดและจาํนวนของโคโลนีของเซลลท์ีÉมเีวกเตอร ์ pGBKT7, 

pGBKT7-KLF และ pGBKT7-noZnKLF ควรจะใกลเ้คยีงกนั 

3.1.7.3 การศกึษาปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีน LvKLF กบัโปรตีนของ ไวรสัทอร่า และ

โปรตีนอืÉนของกุ้ง 

การผสมพนัธุ์เซลลย์สีต์ แทรนสฟ์อรม์ pGBKT7-KLF ทีÉไม่เกดิ autoactivation และ toxicity 

เขา้สูเ่ซลลย์สีต์ S. cerevisiae สายพนัธุ ์ AH109  จากนั ÊนนําโคโลนีเดีÉยวมาเลีÊยงในอาหารเหลว synthetic 

dropout ทีÉขาดกรดอะมโิน tryptophan (SD/-trp)  บม่ทีÉอณุหภมู ิ 30 °C และเขยา่ดว้ยความเรว็ 250 rpm 

ขา้มคนื จนมคีา่ความหนาแน่นทีÉ 600 nm เท่ากบั 0.8  หลงัจากนั Êนปั Éนเกบ็เซลลท์ีÉ 1,000 × g 5 min  กระจาย

ตะกอนดว้ย SD/-trp ประมาณ 4-5 mL ไดเ้ป็น bait strain (Lv-KLF/BD)  นํา Lv-KLF/BD ไปผสมกบั 

TSV/pGADT7 และ LV/pGADT7 ซึÉงอยูใ่น Y187 แลว้ตามลาํดบั เลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอแขง็ SD/-Leu-Trp 3-

5 วนั  จากนั ÊนจงึเลีÊยงลง อาหารเลีÊยงเชืÊอแขง็ SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade ดผูล 2 อาทติย ์จากนั ÊนลงเชืÊอทีÉขึÊนใน 

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade ใน SD/-Leu/-Trp broth เลีÊยง 3   วนั จากนั Êนสกดัดเีอน็เอซึÉงมทีั Êง BD และ AD  

transform เขา้ E. coli เพืÉอ screen เอา pGADT7 ทาํการสกดั plasmid เพืÉอยนืยนัการจบักบั LvKLF/BD  ผล

จากการหาลาํดบันิวคลโีอไทดนํ์ามา BLAST เพืÉอเปรยีบเทยีบกบัยนีทีÉมรีายงานใน GenBank และวเิคราะห์

โดเมนต่างๆดว้ยโปรแกรม SmartTM databases (http://smart.embl-heideber.de/)  

3.1.8 การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท ์LvKLF และทาํบริสทุธิÍ   

สรา้งพลาสมดิรคีอมบแินนทโ์ดยการโคลนชิÊนยนี KLF เขา้สูเ่วกเตอร ์ pET17b และ 

pKPVR600  โดยใหโ้ปรตนีรคีอมบแินนทท์ีÉไดม้ ี His-tag อยูท่ ีÉปลายทางดา้นคารบ์อกซลิและดา้นอะมโิน

ตามลาํดบั  โดยใชไ้พเมอร ์KLF-KpnI กบั KLF-EcoRV และ KLF-Sac-H กบั KLF-NotI (ตารางทีÉ 1)  จากนั Êน 

transform เขา้สู ่E. coli หลงัจากสกดั plasmid หาลาํดบันิวคลโีอไทดเ์พืÉอตรวจสอบความถกูตอ้ง  เมืÉอไดโ้คลน



 

 

ทีÉถกูตอ้งแลว้จงึยา้ยพลาสมดิรคีอมบแินนทท์ีÉไดเ้ขา้สูเ่ซลล ์E. coli Rosetta  ผลติโปรตนีรคีอมบแินนทโ์ดยชกั

นําใหเ้กดิการแสดงออกของยนีดว้ย IPTG และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีรคีอมบแินนท์ดว้ย SDS-

PAGE และยอ้มดว้ย Coomassie Brilliant Blue  ทาํการแยกโปรตนีรคีอมบแินนทใ์หบ้รสิทุธิ Íโดยใช ้Ni-NTA 

coloum ชะโปรตนีรคีอมบแินนทอ์อกจาก column ดว้ย immidazole ความเขม้ขน้ต่างๆ  ตรวจสอบความ

บรสิทุธิ Íดว้ยการทาํ western blot ทีÉใช ้antibody ตวัแรกเป็น anti-His-tag และ antibody ตวัทีÉสองเป็น goat-

anti-mouse IgG 

3.1.9 การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทข์องไวรสัทอร่า และทาํบริสทุธิÍ  

ออกแบบไพเมอรใ์หส้มัพนัธ์กบัยนีทั Êง 7 ของไวรสัทอรา่ ไดแ้ก่ BIR-like sequence (BIR), 

helicase (H), protease (P), RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), Vp1, VP2 และ   VP3  (รปูทีÉ 1)

โดยใชไ้พรเมอรข์องแต่ละยนีตามตารางทีÉ 2 โดยสรา้ง first strand cDNA จาก RNA ของกุง้ทีÉตดิไวรสั TSV 

หลงัจากทาํบรสิทุธิ Í PCR product ของชิÊนยนีไวรสัแลว้ จงึโคลนเขา้สู ่plasmid pVR600 เมืÉอ transform เขา้สู ่

E. coli หลงัจากสกดั plasmid หาลาํดบันิวคลโีอไทดเ์พืÉอตรวจสอบความถกูตอ้ง เมืÉอไดโ้คลนทีÉถกูตอ้งแลว้จงึ

ยา้ยรคีอมบแินนท์พลาสมดิทีÉไดเ้ขา้สูเ่ซลล ์E. coli R BL21 codon plus  ผลติโปรตนีรคีอมบแินนท์โดยชกันํา

ใหเ้กดิการแสดงออกของยนีดว้ย IPTG และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีรคีอมบแินนทด์ว้ย SDS-

PAGE และยอ้มดว้ย Coomassie Brilliant Blue 

 

รปูทีÉ 1 การจดัเรยีงตวัของยนีต่างๆบนจโีนมของไวรสัทอร่า ซึÉงประกอบดว้ย 2 ORFs  โดย ORF ทีÉ 1 

ประกอบดว้ยยนี BIR-like sequence (BIR), helicase (H), protease (P)และ RNA-dependent RNA 

polymerase (RdRp)  และ ORF ทีÉ 2 ประกอบดว้ยยนี VP1, Vp2 และ VP3 (Mari และคณะ 2002) 



 

 

3.2 การระบคุวามแตกต่างระดบัจีโนมิกส ์ DNA ของยีน KLF ระหว่างทั Êงสองสาย

พนัธุ ์

3.2.1 การศึกษาการจดัเรียงตวัของ LvKLF 

สรา้งหอ้งสมุดดเีอน็เอ 4 ชนิดดว้ยการตดัจโีนมกิสด์เีอน็เอดว้ยเอนไซม ์EcoRV DraI PvuII 

และ SspI จากนั Êนออกแบบไพรเมอรใ์หส้มัพนัธ์กบัปลายดา้น 5UTR (1W1LvKr272 และ 1w2LvKr272 ตาราง

ทีÉ 2)  ทํา PCR กบัหอ้งสมุดดเีอน็เอทั Êง 4 ดว้ยไพเมอรท์ีÉออกแบบไวแ้ละไพเมอรจ์าก kit AP1 และ AP2 

ตามลาํดบั  เมืÉอไดช้ิÊน PCR จงึโคลนเขา้สู ่ pGEM-T easy vector สกดั plasmid และหาลาํดบันิวคลอีไทด ์ 

ออกแบบไพรเมอร ์ (2w3LvKr และ 2w4LvKr ตารางทีÉ 2) จากลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉไดเ้พืÉอหาลาํดบันิวคลโีอ

ไทดท์างดา้น 5UTR เพิÉมมากขึÊน  จากนั Êนวเิคราะห์ putative promoter และ transcription start site ของยนี 

KLF ดว้ย the Neural network promoter prediction (http://www.fruit.org/seq_tools/promoter.html)  และ 

Alibaba2 Version 2.1 TRANSFAC 4.0(http://gene-

regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html)  

3.2.2 การระบตุาํแหน่ง SNP  

ออกแบบไพรเมอรใ์นแต่ละสว่นของ intron และ exon ทีÉได ้(IT-1F, IT-1R, IT-2F, IT-2R, 

IT-3F และ IT-3R, ตารางทีÉ 2) ทาํ PCR ดว้ยไพรเมอรแ์ต่ละชว่งโดยใชต้วัอยา่งดเีอน็เอของกุง้ขาวสายพนัธุ์

ตา้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ หลงัจากทาํบรสิทุธิ ÍชิÊน PCR product แลว้จงึโคลนเขา้สู ่ T&A cloning 

vector สกดัพลาสมดิ และหาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องแต่ละตวัอยา่ง ทาํการเปรยีบเทยีบลาํดาํนิวคลโีอไทดท์ีÉได้

ในแต่ละช่วงเพืÉอระบุตาํแหน่งทีÉอาจจะเป็น SNP 

3.2.3 การตรวจสอบความสมัพนัธข์อง SNP กบัสายพนัธุ์การต้านทานไวรสัทอ

ร่า 

ออกแบบไพรเมอรใ์หส้มัพนัธก์บั SNP ทีÉสนใจ โดยใหป้ลายทางดา้น 3 ของไพรเมอรใ์หม้ี

เบสตาม SNP ทีÉเกดิขึÊน และเบสตาํแหน่งทีÉ 3 หรอื 4 จากปลายดา้น 3 ใหอ้อกแบบใหผ้ดิจากเบสทีÉถกูตอ้ง ดงั

ตารางทีÉ 2  จากนั Êนจงึปรบัสภาวะการทาํ   PCR ใหเ้หมาะสมกบัการตรวจสอบความสมัพนัธ ์โดยเมืÉอทดสอบ

ไพรเมอรท์ีÉตรงกบัโคลนทีÉม ีSNP ตรงกนัในขอ้ 3.2.2 จะม ีPCR product เกดิขึÊน  ในขณะทีÉไพรเมอรท์ีÉบรเิวณ 



 

 

SNP ไม่ตรงกบัโคลนในขอ้ 3.2.2 จะไม่พบ PCR product เกดิขึÊน  เมืÉอไดส้ภาวะเหมาะสมในการทํา PCR แลว้

จงึทดสอบประสทิธภิาพของ SNP วา่มคีวามสมัพนัธ์กบัสายพนัธุ์การตา้นทานหรอืไม่ตา้นทานไวรสัหรอืไม่ 

ตารางทีÉ 1  รายละเอยีดของไพรเมอรส์าํหรบัการศกึษายนีสมบรูณ์ การแสดงออกของยนี ปฏสิมัพนัธโ์ปรตนี 

LvKLF และโปรตนีของไวรสั และการผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี  

ชืÉอไพรเมอร ์ ไพเมอร ์ งานทีÉใช ้

3RACE-226 GATTACGCCAAGCTTATCTGTGATCGCGCCTTCGAGCACTCTG 3RACE 

3RACE-272 GATTACGCCAAGCTTAGTGTGAGGTGAGTGGATGCGAGGATTC 3RACE 

5RACE-272 GATTACGCCAAGCTTAACAAGCTTCCGACAACTGCCAACAC 5RACE 

RT-F-KLF ACATACCCGTCGATGAAGTC RT, qRT-PCR 

RT-R-KLF TTCCTCGCCACCCGAATTTG RT, qRT-PCR 

LvEF-F CTTGATTGCCACACTGCTCAC RT, qRT-PCR 

LvEF-R TCTCCACGCACATAGGCTTG RT, qRT-PCR 

T7KLF-F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAGCCCTGCTCAAGCC RNAi 

T7KLF-R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTTGTAGTCCTCGGG RNAi 

KLF-F GAGCCCTGCTCAAGCCGAAAG RNAi 

KLF-R GTTGTAGTCCTCGGGAGTTCG RNAi 

T7-KLF-F2 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGTACGTCAGCGATGACAG RNAi 

T7-KLFR2 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCTACGAGGGAAGGGTAGA

GAC 

RNAi 

KLF-F2 GGGTACGTCAGCGATGACAG RNAi 

KLF-R2 GCTACGAGGGAAGGGTAGAGAC RNAi 

FY-KLF ATATAACCCGGGT-GCCATGATGCCCCAGGGAAT Y2H 

RY-KLF ATCGGCCTGCAG-CTAGCAGTAGTGAAGGAACT Y2H 

F-YnoZnKLF ATATAACCCGGGT-AGCCAAGAGCCCTGCTCAAG Y2H 

R-YnoZnKLF ATCGGCCTGCAG-CTAGCAGTAGTGAAGGAACTC Y2H 

KLF-KpnI GCCGGGTACCGGCCATGATGCCCCAGGG cloning 

KLF-EcoRV CGGCGATATCCTAATGATGATGATGATGATGGCAGTAGTGAAGG

AACTCGG 

cloning 

KLF-Sac-H ATTCGAGCTCCCACCACCACCACCACCACGCCATGATGCCCCA

GGGAAT 

cloning 

KLF-NotI GATTGCGGCCGCCTAGCAGTAGTGAAGGAACTC cloning 

BIR-F ATATTGCCATGGTCCCATATCACACTATAGGAGTTTCAGGAAAT cloning 

BIR-R CATATCCTCGAGACACAACAACACATAATTACGTGCCACTA cloning 

F-Helicase ATATTGCCATGGTCGTGTACATGTATGGTGATGCTGGGTGTGGC

AAAAC 

cloning 



 

 

R-Helicase CATATCCTCGAGTACGTTTGAGGTTGCAAAAACAAAAG cloning 

F-Protease ATATTGCCATGGTCCCAGGATCAAGTCTATATACACAT cloning 

R-Protease CATATCCTCGAGTGTCGGCGTGGCGGCCATTA cloning 

F-RNAP ATATTGCCATGGTCGAGAAAATCGTGGACAAGGCCAAG cloning 

R-RNAP CATATCCTCGAGCTCCACATGCACATATCTTCA cloning 

F-VP1 ATATTGCCATGGTCTGGCGTGGAAATATTAACCTTAATC cloning 

R-VP1 CATATCCTCGAGATGTGTGGATGGATATATACATGGAGAT cloning 

F-VP2 ATATTGCCATGGTCGCTAACCCAGTTGAAATTGATAA cloning 

R-VP2 CATATCGCGGCCGCAAATCCGAACATTGAAGCTACA cloning 

F-VP3 ATATTGCCATGGTCGCTGGTCTGGACTACTCCAGCTCAG cloning 

R-VP3 ATATCCTCGAGAGCCAATTCGGCAGGTC cloning 

 

ตารางทีÉ 2  รายละเอยีดไพรเมอรส์าํหรบัการศกึษาการจดัเรยีงตวัของ LvKLF การระบุและการศกึษา

ประสทิธภิาพของ SNP 

1w1LvKr TGCCAGAGTGCTCGAAGGCGCGATCACA Genome walk 

1w2LvKr AGTGCTCGAAGGCGCGATCACAGATA Genome walk  

2w3LvKr TTAGCTGATCAATGTTCTGCTCCTCTT C Genome walk  

2w4LvKr TGGGCGGCATGTGTTGGTAGCCGTGTTC Genome walk  

IT-1F ACGCTTGTTTATGACTGTTG Searching SNP 

IT-1R TCTCATCCACGGTGTTGCTT SNP identifying 

IT-2F CAAGGAAGACTGTTCTGGTTAG SNP identifying 

IT-2R GCAGAGGGTATTCGTATCTATTC SNP identifying 

IT-3F TTCTTCATTCCAGGTTTGCGG SNP identifying 

IT-3R CGACGGGTATGTGAGGGTGC SNP identifying 

Intron1-FA TTAACACCAAGGCGGATCAAA SNP 

Intron1-FG TTAACACCAAGGCGGATCAAG SNP 

Intron1-R GAGCAACAACGGCGTAAG SNP 

IT-1-XA TTAACACCAAGGCGGATCTAA SNP 

IT-1-XG TTAACACCAAGGCGGATCTAG SNP 

IT-1-gXA TTAACACCAAGGCGGATCGAA SNP 

IT-1-gXG TTAACACCAAGGCGGATCGAG SNP 

IT-1-4XA TTAACACCAAGGCGGATGAAA SNP 

IT-1-4XG TTAACACCAAGGCGGATGAAG SNP 

Intron2-FT CTTGAATTATTATGTGCGTGCTG SNP 

Intron2-FA AATTATTATGTGCGTGCAAG SNP 

Intron2-R AGTGGGAACAGTAAATGAATG SNP 



 

 

IT-2-0TG GAATTATTATGTGCGTGCTGAA SNP 

IT-2-CAAG GAATTATTATGTGCGTGCAAG SNP 

IT-2-aCTGA GAATTATTATGTGCGTACTGA SNP 

IT-2-tCA GAATTATTATGTGCGTTCA SNP 

IT-2-tCT GAATTATTATGTGCGTTCT SNP 

1w1LvKr TGCCAGAGTGCTCGAAGGCGCGATCACA Genome walk 

1w2LvKr AGTGCTCGAAGGCGCGATCACAGATA Genome walk  

4. ผลการทดลอง  

4.1 การหายีนสมบรูณ์ของยีน LvKLF และลกัษณะสมบติัของ LvKLF 

จากรายงานการศกึษาการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีในเมด็เลอืดกุง้ ระหวา่งกุง้สาย

พนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ในสภาวะปกตดิว้ยเทคนิค RNA-seq พบยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัภมูคิุม้กนั

มกีารแสดงออกแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัหลายยนี โดยพบ Kru226 และ kru272 (รปูทีÉ 2)  เหมอืนกบัส่วน

ของยนี kruppel like factor (Sookruksawong et al., 2013) ซึÉงมกีารแสดงออกของยนีทั Êงสองในกุง้สายพนัธุท์ีÉ

ไม่ตา้นทานไวรสัทอรา่สงูกว่ากุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสั ดงันั ÊนในงานวจิยันีÊจงึสนใจศกึษาหน้าทีÉของยนี 

LvKLF ต่อการตดิเชืÊอไวรสัทอรา่ 

 

รปูทีÉ 2 Kru226 และ Kru272 ทีÉรายงานโดย Sookruksawong et al., 2013 ซึÉงพบมกีารแสดงออกตํÉา

ในกุง้ตา้นทานไวรสัทอร่า 



 

 

เมืÉอทาํการหายนีสมบรูณ์ของ LvKLF จาก Kru226 และ Kru272 ดว้ยเทคนิค 5และ 

3RACE พบว่า Kru226 และ Kru272 ทีÉรายงานโดย Sookruksawong et al., 2013 จากการทาํ RNA-seq เป็น

สว่นของยนีเดยีวกนั โดย Kru272 มสีว่นของ intron ขนาด 279 เบส และ 161 เบสแทรกเขา้มาดงัรปูทีÉ 3 

ตามลาํดบั   

 



 

 

 

รปูทีÉ 3 เปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดจ์ากการทาํ RACE ของ Kru226 และ Kru272  แถบเขยีวแสดงลาํดบันิ

วคลโีอไทดข์อง Kru226, ตวัอกัษรสนํีÊาเงนิและสแีดง แสดง Kru272 จากรายงานทีÉผา่นมาตามลาํดบั  โดยทีÉ 

(Sookruksawong et al., 2013) อกัษรสนํีÊาเงนิคอืสว่นของ intron 

เมืÉอทาํการหายนีสมบรูณ์ของ LvKLF พบว่า ยนี LvKLF ประกอบดว้ย 2,070 เบส ม ีORF 

ขนาด 1,830 เบสถอดรหสัไดเ้ป็นโปรตนีขนาด 610 อะมโิน มปีลาย 5 และ 3 UTR ขนาด 240 และ 305 เบส

ตามลาํดบั (รปูทีÉ 4) โดยโปรตนี LvKLF ประกอบดว้ย ZnF_C2H2 แบบ CX2CX12HX3H ทั Êงหมด 7 domain  

แต่ละ domain เชืÉอมดว้ยกรดอะมโินอนุรกัษ์ 5 ตวั TGE(K/R)P  โดย ZnF_C2H2 เรยีงตวัทางปลายดา้นอะมิ

โน  ซึÉง LvKLF isoform อืÉนทีÉมรีายงานในกุง้ขาว (LvKLF11, LvKLF13 และ LvKLF15) กุง้กลุาดาํ (PmKLF) 

และกุง้กา้มกราม (MrKLF) จะประกอบดว้ย ZnF_C2H2 domain เพยีง 3 domain และอยูบ่รเิวณปลายดา้นคาร์

บอกซลิของโปรตนี (รปูทีÉ 5)  

 

 

 



 

 

 

รปูทีÉ 4  ลาํดบันิวคลโีอไทดแ์ละกรดอะมโินของยนี LvKLF ซึÉงประกอบดว้ย ZnF_C2H2 domian 7 domain 

ทางปลายดา้นอะมโิน แสดงดว้ยแถบสเีหลอืง  start codon แสดงดว้ยแถบสเีขยีว และ stop codon แสดงดว้ย 

(*) 



 

 

 

รปูทีÉ 5 แบบจาํลองการเรยีงตวัของ ZnF_C2H2 domain ของยนี KLF isoform ต่างๆจากกุง้ Litopenaeus 

vannamei (LvKLF, LvKLF11, LvKLF13 และ LvKLF15) กุง้ Penaeus monodon (PmKLF) และกุง้กา้มกราม 

Macrobrachium rosenbergii (MrKLF) กลอ่งสชีมพแูสดงบรเิวณ low complexity  

เมืÉอเปรยีบเทยีบกบั KLF จากกลุม่ crustacean ไดแ้ก่ กุ้ง red swamp crayfish 

(Procambarus clarkii), Amphipoid (Hyalella azteca), ป ูswimming crab (Portunus trituberculatus) กลุ่ม 

Arthropod ไดแ้ก่ ผึÊง orchid (Eufriesea mexicana), ผึÊง bumblebee (Bombus terrestris), ผึÊง (Bombus 

vancouverensis nearcticus), mountain pine beetle (Dendroctonus ponderosae) กลุม่สตัวม์กีระดกูสนัหลงั 

ไดแ้ก่ ปลา (Fundulus heteroclitus, Danio rerio) และ คน (Homo sapiens) พบว่า KLF ทีÉรายงานในสตัวม์ี

กระดกูสนัหลงั พบ ZnF_C2H2 domain 3 domain ในขณะทีÉ KLF ของกลุม่ crustacean และ arthropod พบ 

ZnF_C2H2 domain 3, 4, 7 และ 8 domain  



 

 

จากการเปรยีบเทยีบ ZnF_C2H2 ของ KLF ในกลุ่มทีÉประกอบดว้ย 3 ZnF_C2H2 พบว่า 

ZnF_C2H2 ของกลุม่ crustacean arthropod และ สตัวม์กีระดกูสนัหลงัมบีรเิวณอนุรกัษ์สงู ดงัรปูทีÉ 6 แต่ละ 

ZnF_C2H2 เชืÉอมกนัดว้ย TGE(K/R)X และ (T/S)GX(K/R)X 

  

 

รปูทีÉ 6 การเปรยีบเทยีบลาํดบักรดอะมโินของ KLF บรเิวณ ZNF_C2H2 ในกลุม่ทีÉประกอบดว้ย   ZnF_C2H2 

3 domain ทีÉมรีายงานในกลุ่ม crustacean ไดแ้ก่ Litopenaeus vannamei (PvKLF11, AYM26544; LvKLF13, 

AYK28290; LvKLF15, AYO52067), Penaeus monodon (PmKLF, AEI83865), Macrobrachium 

rosenbergii (MrKLF, QGA89208) และกลุ่มสตัวม์กีระดกูสนัหลงั ไดแ้ก่ Fundulus heteroclitus (FhKLF1, 

JAR72080; FhKLF11, JAQ85512), Danio rerio (DrKLF15, NP_997911)   และ   Homo sapiens (HsKLF1, 

NP_006554; HsKLF11a, NP_003588; HsKLF15, NP_054798) โดยบรเิวณทีÉขดีเสน้ใต้คอื   ZnF_C2H2 * 

แสดงถงึกรดอะมโินทีÉเหมอืนกนั   (.) และ (:) แสดงถงึกรดอะมโินทีÉอยูใ่นกลุม่เดยีวกนั 

ในขณะทีÉ ZnF_C2H2 ในกลุม่ของ KLF ทีÉประกอบดว้ย 7-8 domain พบมบีรเิวณอนุรกัษ์สงู 

โดยเฉพาะบรเิวณอนุรกัษ์ทีÉเชืÉอมต่อระหวา่ง ZnF_C2H2 ทีÉเชืÉอมต่อดว้ย TGERP และ   TKE(R/K)P (รปูทีÉ 7) 

เมืÉอเปรยีบเทยีบ ZNF_C2H2 ระหว่าง 3 ZnF_C2H2 และ   7-8 ZnF_C2H2 พบว่า บรเิวณ ZnF_C2H2 ยงัคง

มบีรเิวณอนุรกัษ์ แต่อยา่งไรกต็าม KLF แบ่งออกเป็นสองกลุม่ชดัเจนไดแ้ก ่ กลุม่ทีÉม ี 3 ZnF_C2H2 domain 



 

 

และกลุ่มทีÉม ี  7-8 ZnF_C2H2 domain (รปูทีÉ 8) ซึÉงกลุม่ทีÉพบ   3 ZnF_C2H2  domain   จะพบ ZnF_C2H2 

เรยีงตวัอยูบ่รเิวณปลายคาร์บอกซลิ ในขณะทีÉ KLF ทีÉม ี7-8 ZnF_C2H2 domain   พบมทีั ÊงทีÉเรยีงตวัอยูท่าง

ปลายอะมโินและปลายคารบ์อลซลิ  

 

 
 

รปูทีÉ 7 เปรยีบเทยีบลาํดบักรดอะมโินของ KLF บรเิวณ ZnF_C2H2 ในกลุ่มทีÉประกอบดว้ย   ZnF_C2H2 3 

domain ทีÉมรีายงานในกลุ่ม crustacean ไดแ้ก่ Hyalella azteca (HaKLF, KAA0202655), LvKLF จากงานวจิยั

นีÊ (สเีขยีว) และจากกลุม่ arthropod ไดแ้ก ่ Eufriesea Mexicana (EmKLF, XP_017758246), Bombus 

terrestris (BtKLF, NP_001267850), Bombus vancouverensis nearcticus (BvnKLF, XP_033195450) และ 

Dendroctonus ponderosae (DpKLF, XP_019756355) โดยบรเิวณทีÉขดีเสน้ใตค้อื   ZnF_C2H2  * แสดงถงึ

กรดอะมโินทีÉเหมอืนกนั   (.) และ (:) แสดงถงึกรดอะมโินทีÉอยูใ่นกลุม่เดยีวกนั 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
รปูทีÉ 8 เปรยีบเทยีบลาํดบักรดอะมโิน บรเิวณ ZnF_C2H2 ของ KLF ทีÉประกอบดว้ย ZnF_C2H2 3, 7   และ 8 

domain 



 

 

4.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน LvKLF ในเนืÊอเยืÉอกุ้งขาวสขุภาพด ี โดยใช้

เทคนิค qRT-PCR 

ตรวจสอบการแสดงออกของยนี LvKLF จากเนืÊอเยืÉอทั Êง 7 อวยัวะของกุง้ ไดแ้ก่ เมด็เลอืด 

(HC), เหงอืก (GL), หวัใจ (HE), อวยัวะนํÊาเหลอืง (LO), ตบั (HP), ลาํไส ้(IN) และกา้นตา (ES) ดว้ยเทคนิค 

qRT-PCR  พบ LvKLF มกีารแสดงออกในหลายอวยัวะ  โดย LvKLF มกีารแสดงออกมากทีÉสุดในเม็ดเลอืด  

อยา่งมนียัสาํคญั ดงัแสดงในรปูทีÉ 9 

 

รปูทีÉ 9 การแสดงออกของยนี LvKLF ในเนืÊอเยืÉอต่างๆ ของกุง้ขาว Litopenaeus vannamei สขุภาพดจีํานวน 

5 ตวั ดว้ยเทคนคิ qRT-PCR โดยใชย้นี EF-1α เป็นยนีควบคมุ 

4.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน LvKLF ในเมด็เลือดกุ้งสายพนัธุต้์านทานและ

ไม่ต้านทานไวรสัทอร่า โดยใช้เทคนิค qRT-PCR 

เพืÉอศกึษาการแสดงออกของยนี LvKLF ในกุง้สภาวะปกตทิั Êงสายพนัธุต์า้นทานและไม่

ตา้นทานไวรสัทอรา่จงึเกบ็เลอืดจากกุง้ทั Êงสองสายพนัธุ์ สายพนัธุล์ะ 2 ครอบครวั ครอบครวัละ 25 ตวั จากการ

ตรวจสอบการแสดงออกของยนี LvKLF โดยเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีนีÊในครอบครวัอืÉนๆเทยีบกบั

การแสดงออกของยนี LvKLF ในกุง้สายพนัธ์ุตา้นทานไวรสัทอร่าครอบครวัทีÉ 1 ดว้ยเทคนิค qRT-PCR  จาก



 

 

การศกึษาพบวา่ กุง้สายพนัธุ์ตา้นทานไวรสัทอรา่ทั Êงสองครอบครวัมกีารแสดงออกของยนี LvKLF มกีาร

แสดงออกของยนีตํÉาอยา่งมนีัยสาํคญั เมืÉอเทยีบกบัการแสดงออกของยนีนีÊในสองครอบครวัของกุง้สายพนัธุ์ไม่

ตา้นทานไวรสัทอรา่ ดงัแสดงในรปูทีÉ 10 

 

   

รปูทีÉ 10 การแสดงออกของยนี LvKLF ในกุง้สายพนัธุต์า้นทาน (R1 และ R2) และไม่ตา้นทานไวรสัทอ

รา่ (S1 และ S2) ครอบครวัละ 25 ตวั โดยเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนี LvKLF เทยีบกบัการแสดงออก

ของยนี EF-1α ทีÉเป็นยนีควบคมุ ก่อนเปรยีบเทยีบการแสดงออกของแต่ละครอบครวักบักุง้สายพนัธ์ุตา้นทาน

ไวรสัครอบครวัทีÉ 1 

4.4 การศึกษาหน้าทีÉของ LvKLF ด้วยเทคนิค RNAi 

  เพืÉอศกึษาหน้าทีÉของ LvKLF จงึทาํการยบัยั Êงการแสดงออกของยนี LvKLF โดยการใช ้

dsLvKLF จากการทดลองหาความเขม้ขน้ทีÉเหมาะสมของ dsLvKLF ในการยบัยั Êงการแสดงออกของยนี โดยฉีด 

dsKLF 5 และ 10 µg ต่อกุง้ 1 g โดยไดท้าํการสรา้ง dsLvKLF จากสองบรเิวณทีÉแตกต่างกนั พบว่า ไม่สามารถ

ยบัยั Êงการแสดงออกของยนี LvKLF ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั (รปูทีÉ 11)  ชีÊใหเ้หน็ว่ายนีนีÊน่าจะเป็นยนีทีÉมี

ความสาํคญัจาํเป็นตอ้งใชใ้นการดาํรงชพี 



 

 

 

รปูทีÉ 11 การแสดงออกของยนี LvKLF เทยีบกบัการแสดงออกของยนี EF-1α ในกุง้ทีÉไดร้บั dsLvKLF

และ dsGFP ปรมิาณ 10 µg / 1 g กุง้ และ NaCl โดยใชกุ้ง้ขนาด   3 กรมั 

4.5 การศึกษาปฏิสมัพนัธข์องโปรตีน LvKLF กบัโปรตีนของ ไวรสัทอร่า และโปรตีน

อืÉนของของกุ้ง 

4.5.1 ก า ร ส ร้ า ง  bait plasmid (LvKLFpGBKT7) แ ล ะ ก า ร ท ด ส อ บ  auto-

activation   และ toxicity ของ bait plasmid 

เพืÉอศกึษาปฏสิมัพนัธ์ของโปรตนี LvKLF กบัโปรตนีอืÉนในกุง้และของไวรสัทอร่า ดว้ย

เทคนิค Yeast Two-Hybrid จงึโคลนยนี LvKLF เขา้สู ่pGBKT7  vector  โดยยนี LvKLF และยนี LvKLF ทีÉไม่

ม ีZnF_C2H2 domain (LvKLFnoZn) มขีนาด 1,833 เบส และ 1,008 เบส (รปูทีÉ 12) ตามลาํดบั  เพืÉอเป็น bait 

protein vector หลงัจากตรวจสอบความถกูต้องของลาํดบันิวคลโีอไทดแ์ลว้จงึยา้ย LvKLFpGBKT7 และ 

LvKLFnoZnpGBKT7 เขา้สูย้สีต ์AH109 เพืÉอทดสอบ auto-activation และ toxicity  พบว่า เมืÉอเลีÊยงยสีต์ทีÉม ี

vector ทีÉมยีนี LvKLF และ LvKLFnoZn บนอาหารเลีÊยงยสีต ์ ทีÉม ี x--gal แต่ไมม่กีรดอะมโิน leucine, 

tryptophan, histidine และ alanine เป็นเวลา 1 สปัดาหท์ีÉอุณหภมู ิ30℃ พบโคลนทีÉมยีนี KLF และ KLFnoZn 

ไม่มคีวามเป็นพษิกบัยสีต์ แต่โคลนทีÉมยีนี LvKLFnoZn เกดิ auto-activation ซึÉงพบโคโลนขีองยสีตม์สีฟ้ีาดงัรูป

ทีÉ 13  ดงันั Êนในการทดลองต่อไปจงึใชเ้ฉพาะ bait protein vector ทีÉมยีนี LvKLF เพยีงชนิดเดยีว 



 

 

 

 

 รปูทีÉ 12 การทาํ PCR   เพืÉอตรวจสอบโคโลนีทีÉมยีนี LvKLF และ LvKL noZn ใน pGBKT7 

vector M   แสดง DNA marker เพืÉอสง่ตรวจสอบความถตูอ้งของลาํดบันิวคลโีอไทด ์

 

 

 รปูทีÉ 13 การทดสอบ auto-activation และ toxicity โดยการเลีÊยงยสีตท์ีÉม ีbait protein vector ทีÉมยีนี   

LvKLF และ LvKLFnoZn ตามลาํดบั บนอาหารเลีÊยงยสีตท์ีÉม ีx--gal แต่ไมม่กีรดอะมโิน leucine (L), 

tryptophan(W), histidine (H) และ alanine (A) เป็นเวลา 1 สปัดาหท์ีÉอณุหภมู ิ30 ℃ โดยมยีสีต์ empty 

AD เป็นตวัควบคมุ 

4.5.2 การศึกษาปฏิสมัพนัธ์ของโปรตีน LvKLF กบัโปรตีนของไวรสัทอร่า 

เพืÉอศกึษาปฏิสมัพนัธ์ของ โปรตีน LvKLF กบั โปรตีนของไวรสัทอร่า จึงอาศยัเทคนิค 

yeast two hybrid ทาํการ co-transform KLF/BD กบั TSV/AD แลว้เลีÊยงบนอาหารเลีÊยงยสีต ์ทีÉม ีx--gal แต่

ไม่มกีรดอะมโิน leucine (L), tryptophan(W), histidine (H) และ alanine (A) เป็นเวลา 1 สปัดาหแ์ละ 11 วนั 

ตามลาํดบั ทีÉอณุหภมู ิ30 ℃ ซึÉงพบว่า โปรตนี LvKLF มปีฏสิมัพนัธ์กบั non-structural protein ไดแ้ก ่โปรตนี 

BIR, Helicase และ RNA-dependent RNA polymerase และมปีฏสิมัพนัธก์บั structural protein ไดแ้ก่ VP2 

และ VP3 โดยทีÉ RNA-dependent RNA polymerase และ VP2 แมจ้ะมยีสีตข์ ึÊนน้อย แต่โคโลนีของยสีตม์ขีอง

การสรา้งเอนไซม์ galactosidase ดงัรปูทีÉ 14  



 

 

 

รูปทีÉ  14  Co-transform LvKLF/BD   กับ  TSV/AD (BIR-like sequence (BIR), helicase (Hel), protease 

(Pro), RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), VP1, VP2 และ VP3) บนอาหารเลีÊยงยสีต์ทีÉม ีx--gal 

แต่ไม่มกีรดอะมโิน leucine (L), tryptophan(W), histidine (H) และ alanine (A) เป็นเวลา 1 สปัดาห์และ 11 

วนั ตามลาํดบั ทีÉอณุหภมู ิ30 ℃  โดยมยีสีต ์empty AD (EmpAD) เป็นตวัควบคมุ 

4.5.3 การศึกษาปฏิสมัพนัธข์องโปรตีน LvKLF กบัโปรตีนอืÉนของกุ้ง 

เพืÉอศกึษาปฏิสมัพนัธ์ของโปรตนี LvKLF กบัโปรตนีตวัอืÉนในกุง้จงึทําการ co-transform 

KLF/BD กับ Lv library/AD แล้วเลีÊยงบนอาหารเลีÊยงยีสต์ High- x--gal ทีÉอุณหภูมิ 30 ℃ เป็นเวลา 1 

อาทติย ์ จากผลการทดลองพบโคโลนีของยสีต์เป็นสฟ้ีา 13 โคลนจาก 15 โคลนดงัรูปทีÉ 15  เมืÉอตรวจสอบ



 

 

ลาํดบันิวคลโีอไทดโ์ดย BlastX เปรยีบเทยีบกบัยนีทีÉมรีายงานใน GenBank พบเหมอืนกบัยนีทีÉมรีายงานแลว้

ของ  L. vannamei เช่น voltage-dependent anion-selective channel,  Elongation factor 1-alpha, Non-

specific lipid-transfer protein, PHD finger protein และ Cathepsin L เป็นตน้ ตารางทีÉ 3 

 

รปูทีÉ 15  Co-transform LvKLF/BD   กบั Lv library/AD  บนอาหารเลีÊยงยสีตท์ีÉม ีx--gal แต่ไม่มี

กรดอะมโิน leucine (L), tryptophan(W), histidine (H) และ alanine (A) เป็นเวลา 1 สปัดาห์ 

 

 



 

 

ตารางทีÉ 3  แสดงโปรตนีของกุง้ทีÉมปีฏสิมัพนัธก์บัโปรตนี LvKLF 

Prey 

No. 

% identity Gene / Organism 

2 87 voltage-dependent anion-selective channel / L. vannamei 

3 80 Unknown / L. vannamei 

5 99 Uncharacterized protein / L. vannamei 

6 99 Elongation factor 1-alpha / L. vannamei 

8 96.3 Collagen alpha-1 / Daphnia magna 

10 96 18s ribosomal RNA / L. vannamei 

12 80 Y+L amino acid transporter 2 / Drosophila ficusphila 

13 61 Retinoid-inducible serine carboxypeptidase / Hyalella azteca 

17 80 Hemocyte cDNA library / L. vannamei 

18 99 Cathepsin L / L. vannamei 

19 80 Non-specific lipid-transfer protein / L. vannamei 

21 80 Unknown / L. vannamei 

22 42 PHD finger protein / L. vannamei 

 

4.6 การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท ์LvKLF และทาํบริสทุธิÍ  

เพืÉอยนืยนัผลการเกดิปฏสิมัพนัธข์องโปรตนี LvKLF และโปรตนีของไวรสัและโปรตนีของ

กุง้  จงึทาํการผลติโปรตนี rLvKLF  โดยโคลนยนี KLF เขา้สู ่ pET17b และ transform เขา้สู ้E. coli BL21 

codon plus  หลงัจากชกันําใหแ้สดงออกโปรตนีและตรวจสอบดว้ย SDS-PAGE พบโปรตนีขนาด 75 kDa ดงั

รปูทีÉ 16 สอดคลอ้งกบัการคาํนวนดว้ยโปรแกรมซึÉงพบวา่โปรตนีมขีนาด 72.16 kDa และมคีา่ pI จากการ

คาํนวณเท่ากบั 8.54  โดยพบอยูใ่นรปูของ inclusion body  อยา่งไรกด็เีมืÉอทาํบรสิทุธิ Íโปรตนีดว้ย Ni-column 

พบวา่ rKLF ไม่สามารถจบักบั column ไดซ้ึÉงจะทาํการแกไ้ขโ้ดยการยา้ย His taq จากปลายทางดา้นคารบ์อก

ซลิใหไ้ปอยูท่างดา้นปลายอะมโิน 



 

 

 

 รปูทีÉ 16  การผลติรคีอมบแินนทโืปรตนี KLF ในระบบ E. coli BL21 codon plus  

  Lane 1 คอื crude protein หลงัจากชกันําใหผ้ลติ rKLF ทีÉ 6 ชั Éวโมง 

  Lane 2 คอื โปรตนีส่วน Flow through 

  Lane 3 คอื โปรตนีส่วน Flow through  

  Lane 4 คอื โปรตนีหลงัจาก elute ดว้ย 100  mM Immidazole in denatural solution 

  Lane 5 คอื โปรตนีหลงัจาก elute ดว้ย 300  mM Immidazole in denatural solution 

  Lane 6 คอื โปรตนี ของ pET17b ทีÉไม่ม ียนี KLF หลงัชกันําใหผ้ลติโปรตนีทีÉ 6 ชั Éวโมง   

เมืÉอโคลนยนี LvKLF เขา้สูเ่วคเตอร ์ pVR600 ซึÉงเป็นเวคเตอรท์ีÉทาํการรปรบัปรงุมาจาก 

pET28b ซึÉงจะได ้His tag อยูท่ ีÉปลายทางดา้นอะมโิน หลงัจากตรวจสอบความถกูต้องของลาํดบันิวคลโีอไทด์

แลว้จงึ transform เขา้สู ่E. coli BL21 codon plus หลงัจากชกันําใหแ้สดงออกโปรตนีและตรวจสอบดว้ย SDS-

PAGE พบโปรตนีขนาด 75 kDa ดงัรปูทีÉ 17 สอดคลอ้งกบัการคาํนวนดว้ยโปรแกรมซึÉงพบวา่โปรตนีมขีนาด 

70.94 kDa และมคีา่ pI จากการคาํนวณเทา่กบั 8.37 โดยพบอยูใ่นรปูของ inclusion body และพบว่า plasmid 

LvKLF-His_pET17b ผลติโปรตนีไดม้ากกว่า plasmid His-LvKLF_pVR600  อยา่งไรกต็าม เมืÉอยนืยนัการ

สรา้ง rLvKLF ดว้ยการทํา western blot พบวา่ rLvKLF ทีÉไดจ้าก plasmid His-LvKLF_pVR600 ตรวจพบการ

แสดงออกของโปรตนี rLvKLF มากกว่าจาก plasmid LvKLF-His_pET17b (รปูทีÉ 18)  



 

 

 

รปูทีÉ 17 การผลติรคีอมบแินนท์โปรตนี rLvKLF ใน E. coli BL21 codon plus จาก plasmid LvKLF-His_p17b 

และ plasmid His-LvKLF_pVR600 ทีÉเวลา 0, 3, 4 และ 6 ชั Éวโมงตามลาํดบั ลกูศรแสดง rLvKLF  

 

รปูทีÉ 18  ตรวจสอบการผลติ recombinant โปรตนี LvKLF จาก plasmid LvKLF-His_pET17b และ plasmid 

His-LvKLF_pVR600 (แสดงด้วยลกูษรแดง) ดว้ย 15% SDS-PAGE และ ยนืยนัผลของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี

ดว้ย western blot analysis  โดยม ีE. coli BL21 codon plus ทีÉม ีpET17b และ pVR600 เป็นตวัควบคมุ 

 



 

 

4.7 การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนทข์องไวรสัทอร่า และทาํบริสุทธิÍ  

ไวรสัทอร่าประกอบดว้ย 2 open reading frame (ORF)   โดยทัÊงสอง ORF อยูค่นละ frame 

กนั  ORF แรกประกอบดว้ย non-structural protein  4 ยีนไดแ้ก ่  ไดแ้ก่ BIR-like sequence (BIR), helicase 

(H), protesse (P)และ RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) ดงัรูปทีÉ 1  ส่วน ORF ทีÉ 2 ประกอบดว้ย

ส่วนของ structural protein 3 ยีน คือ VP1, Vp2 และ VP3 (Mari et al., 2002)  จงึทาํการโคลนยีนทัÊง 7 ยีน

เขา้สู่เวกเตอร ์pVR600 ซึÉงเป็นเวกเตอรที์Éปรบัปรุงจากเวกเตอร ์pET28b ซึÉงตัดส่วนของ T7 Tag ออก  โดยชิ Êนยีน

ของไวรสัไดจ้ากการทาํ PCR จาก cDNA ของกุง้ทีÉติดเชื Êอไวรสัทอรา่  หลงัจากโคลนแลว้ทาํการตรวจสอบชิ ÊนยีนทีÉ

ไดโ้ดยการตดั recombinant pVR600 ดว้ยเอน็ไซม ์แลว้ตรวจสอบชิ Êนยีนจากการทาํ electrophoresis (รูปทีÉ 

19) หลงัจากตรวจสอบความถกูตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้ จงึ transform plasmid เขา้สู่    E. coli BL21 

codon plus  

 

รูปทีÉ 19  ตรวจสอบ recombinant pVR600 ทีÉมีชิ Êนของยีน BIR, helicase, protease, RdRp, VP1 และ 

VP2 

เมืÉอทาํการผลิต recombinant โปรตีนดว้ยการชกันาํดว้ย 1mM IPTG และตรวจสอบดว้ย  

SDS-PAGE (รูปทีÉ 20) และเมืÉอยืนยนัผลการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนดว้ยเทคนิค western blot analysis 

พบวา่ non-structural protein 3 โปรตีน ไดแ้ก ่BIR, helicase และ protease มีขนาด 8.19 KDa, 12.80 

KDa และ 22.49 KDa ตามลาํดบั (รูปทีÉ 20) 



 

 

 

รปูทีÉ 20  ตรวจสอบการผลติ recombinant โปรตนี BIR, helicase และ protease (แสดงดว้ยลกูษรแดง) ดว้ย 

15% SDS-PAGE และ ยนืยนัผลของรคีอมบแินนทโ์ปรตนีดว้ย western blot analysis  โดยม ีE. coli BL21 

codon plus ทีÉม ีpVR600 เป็นตวัควบคมุ  

สว่น structural protein VP2 และ VP3 ซึÉงมีปฏิสมัพนัธก์บั LvKLF พบว่าเมืÉอ ชกันาํใหมี้

การแสดงออกของรีคอมบแินนทโ์ปรตีนดว้ย   1mM IPTG แลว้ตรวจสอบการผลิตดว้ย SDS-PAGE และยืนยนัรี

คอมบแินนทโ์ปรตีนดว้ยเทคนิค western blot analysis จะพบรคีอมบิแนนทโ์ปรตีน VP2 และ VP3 มีขนาด 35 

kDa และ 20 kDa ตามลาํดบั (รูปทีÉ 21)  ซึÉงสอดคลอ้งกบัการคาํนวณดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอรที์É รคีอมบิแนนท์

โปรตีน VP2 มีขนาด 35.81 kDa และมีค่า pI 4.6  ในขณะทีÉ รคีอมบแินนทโ์ปรตีน VP3 นีขนาด 20.83 kDa 

และมีค่า pI 4.78   ตามลาํดบั  ซึÉงรีคอมบแินนทโ์ปรตีนผลติออกมาในรูปของ inclusion body และพบว่า  rVP2 

และ rVP3 เมืÉอชกันาํใหมี้การแสดงออกดว้ย 1 mM IPTG หลงัจากนัÊนเลี Êยงเชื ÊอทีÉอณุหภมูิ 37 C จะสามารถ 

ผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนไดเ้ยอะกว่าการเลี Êยงเชื ÊอทีÉอณุหภมู ิ 20 C  นอกจากนีÊยงัพบว่าการเลี Êยงเชื ÊอทีÉ 20 C 

เป็นเวลา 6 ชัÉวโมง มีการผลิตโปรตีนมากกว่าการเลี Êยงเชื ÊอทีÉ  20 C เป็นเวลาขา้มคืน 



 

 

 

รปูทีÉ 21  ตรวจสอบการผลติ recombinant โปรตนี VP2 และ VP3 ทีÉเลีÊยงเชืÊอหลงัการ induction ทีÉอณุหภมู ิ

37 C  และ 20 C  เป็นเวลา 6 ชั Éวโมง และ ขา้มคนืตามลาํดบั (แสดงดว้ยลกูษรแดง) ดว้ย 15% SDS-PAGE 

และ ยนืยนัผลของรคีอมบแินนทโ์ปรตนีดว้ย western blot analysis โดยม ี E. coli BL21 codon plus ทีÉม ี

pVR600 เป็นตวัควบคมุ 

4.8 การระบุความแตกต่างระดบัจีโนมิกส์ DNA ของยีน KLF ระหว่างกุ้งสายพนัธุ์

ต้านทานและไม่ต้านทานไวรสัทอร่า 

4.8.1 การจดัเรียงตวัของยีน LvKLF 

หาลาํดบันิวคลโีอไทดร์ะดบัจโีนมกิสด์เีอน็เอบรเิวณทีÉควบคมุการแสดงออกของยนี LvKLF 

ดว้ยการใชเ้ทคนิค genome walking รวมถงึการหาสว่นของ intron ทีÉแทรกอยู่ระหวา่งยนี หรอื exon   ดว้ย

การใชเ้ทคนิค PCR พบวา่ LvKLF ประกอบดว้ย 4 intron แทรกอยู่ระหว่าง 4 exon  โดย 4 intron มีขนาด 

623, 735, 279 และ 161 เบสตามลําดับ  ในขณะทีÉ  4 exon มีขนาด  232, 427, 172 และ  1,569 เบส

ตามลาํดับ  (รูปทีÉ 22-23) โดยพบ tata box ทีÉตาํแหน่ง -31 จาก transcription start site  และพบ ATG อยู่

ทีÉ exon ทีÉ 2 ตามแบบจาํลองการเรียงตวัของยีน LvKLF (รูปทีÉ 23)  

 



 

 

 



 

 

รปูทีÉ 22 การจดัเรยีงตวัของ LvKLF ซึÉงประกอบดว้ย 4 intron แทรกระหวา่ง 4 exon พบ TATA box ทีÉตาํแหน่ง 

-31 จาก transcription start site  และพบ ATG อยูที่É exon ทีÉ 2 แถบเขียวแสดงตาํแหน่ง transcription 

start site  แถบนํÊาเงนิแสดง splice site แถบสีแดงและสีม่วงแสดง   start codon และ stop codon 

ตามลาํดบั 

 

รปูทีÉ 23  แบบจาํลองการจดัเรียงตวัของ LvKLF ซึÉงประกอบดว้ย 4 exon และ 4 intron โดยพบ start codon 

(ATG) อยูที่É exon 2 แสดงดว้ยลูกศรสีแดง 

เมืÉอนําส่วนของ 5upstream region มาวเิคราะหห์า transcription factor binding site ดว้ย 

Alibaba2 Version 2.1 TRANSFAC 4.0  พบตาํแหน่งทีÉคาดว่าจะเป็น Transcription binding site ทั Êงหมด 25 

ตาํแหน่ง เชน่  Hepatocyte nuclear factor 1 (HNF-1), Transcription factor Sp1 (Sp1) และ GATA-1, 

CCAAT-enhancer-bindings (C/EBPalp) เป็นตน้  



 

 

 

รปูทีÉ 24  การวเิคราะห ์Transcription factor binding site ทีÉบรเิวณ 5uptream region ของ LvKLF 

4.8.2 การระบตุาํแหน่ง SNP 

ไดท้าํการออกแบบไพรเมอรบ์ริเวณ intron 1, 2,3 และ 4  และทํา PCR จากตวัอย่างกุง้สายพนัธ์ุละ 5 ตวั 

และหาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องชิÊน   PCR product  เมืÉอเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉได ้ พบบรเิวณ intron 

ทีÉ 1 และ 2 มตีาํแหน่งทีÉคาดว่าจะมคีวามแตกต่าง 2 ตําแหน่ง โดยทาํการเพิÉมปริมาณ DNA จากจโีนมิกสดี์เอ็น

เอจากกุง้สายพนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทานไวรสัทอร่าอย่างละสองครอบครวั จากนัÊนโคลนเขา้สู ่pGEM T easy 

vector และส่งหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ หลงัจากเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องชิÊน insert แลว้  พบความ



 

 

แตกต่างทีÉบริเวณ intron 1 ทีÉตาํแหน่ง 389 ของ intron 1 มีลาํดับนิวคลีโอไทด ์G/A ดังรูปทีÉ 25  ในขณะทีÉ 

intron 2 ตาํแหน่ง 256 พบลาํดบันิวคลีโอไทด ์AA/-T ดงัรูปทีÉ 26   

 

รูปทีÉ 25  เปรยีบเทียบลาํดบักรดนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ intron1 ตาํแหน่งทีÉ 389 ระหวา่งกุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสั 

(Y-F006-XX และ Y-054-XX) และสายพนัธุไ์ม่ตา้นทานไวรสั (P-F028-XX และ Y-F061-XX) เบสตา่งแสดงดว้ย

ตวัอกัษรขาวแถบนํÊาตาล 

 

รูปทีÉ 26  เปรียบเทียบลาํดบักรดนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ intron2 ตาํแหน่งทีÉ 256 ระหว่างกุง้สายพนัธุ์

ตา้นทานไวรสั (P-F006-XX และ P-F054-XX) และสายพนัธุไ์ม่ตา้นทานไวรสั (P-F028-XX และ P-F061-XX) 

เบสต่างแสดงดว้ยตวัอกัษรขาวแถบนํÊาตาล 

4.8.2 การตรวจสอบความสมัพนัธ์ของ SNP กบัสายพนัธุ์การต้านทานไวรสัทอ

ร่า 

ทําการออกแบบ primer บรเิวณปลาย 3 อยู่ตรงบรเิวณ SNP จากนั Êนทํา PCR โดยใช้ 

plasmid ของโคลนทีÉรูล้ําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ SNP แลว้เป็น template เพืÉอปรบัสภาวะในการทาํ PCR ให้



 

 

สามารถตรวจสอบโดยใช ้primer ไดต้รงตามลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ SNP  โดยพบว่า ในตําแหน่ง intron 

1 ต้องใช ้primer IT-1-GXA และ IT-1-GXG ซึÉงมลีําดบัเบสบรเิวณปลาย 3 เป็นเบส A และ G ทีÉสอดคลอ้ง

กับ SNP และให้เบสตําแหน่งทีÉ 3 จากปลายทางด้าน 3 เป็น mismatch  และต้องใช้อุณหภูมิให้การ 

annealing ทีÉ 65 ºC จงึจะสามารถตรวจ   SNP ดว้ย   primer IT-1-GXA และ   IT-1_GXG ไดถู้กตอ้งตามทีÉ

เป็นจรงิ (รปูทีÉ 27) 

 

รูปทีÉ 27 แสดงผลการปรบัสภาวะการทํา PCR เพืÉอตรวจ  SNP ใน intron 1 ตําแหน่งทีÉ 389 (G/A) ด้วย 

primer IT-1-GXA ทีÉอุณหภูม ิ65ºC 

ส่วน SNP ใน intron 2 นั ÊนเมืÉอออกแบบ primer บริเวณปลาย 3 อยู่ตรงบรเิวณ SNP 

จากนั Êนทํา PCR โดยใช ้plasmid ของโคลนทีÉรูล้าํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ SNP แลว้เป็น template เพืÉอปรบั

สภาวะในการทํา PCR ใหส้ามารถตรวจสอบโดยใช ้primer ไดต้รงตามลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ SNP ตอ้ง

ใช ้primer IT-2-tCT และ IT-2-tCA ซึÉงมลีาํดบัเบสบรเิวณปลาย 3 เป็นเบส CA และ CT ทีÉสอดคลอ้งกบั SNP 

และใหเ้บสตําแหน่งทีÉ 3 จากปลายทางดา้น 3 เป็น mismatch และต้องใชอุ้ณหภูมใิหก้าร annealing ทีÉ 65 

ºC จงึจะสามารถตรวจ   SNP ดว้ย   primer IT-2-tCT และ IT-2-tCA ไดถ้กูตอ้งตามทีÉเป็นจรงิ (รปูทีÉ 28) 



 

 

 

รปูทีÉ 28 แสดงผลการปรบัสภาวะการทํา PCR เพืÉอตรวจ  SNP ใน intron 2 ตําแหน่งทีÉ 256 (AA/-T) ดว้ย 

primer IT-1-GXA ทีÉอุณหภูม ิ65ºC 

5. สรปุและวิจารณ์ผลการวิจยั 

ปัญหาการตดิเชืÊอก่อโรค ทั Êงไวรสัและแบคทเีรยียงัคงเป็นปัญหาสาํคญัสาํหรบัอตุสาหกรรม

การเพาะเลีÊยงกุง้ ซึÉงมผีลกระทบต่อการสง่ออกกุง้ของประเทศไทยเป็นอยา่งมาก มคีวามพยายามใชเ้ทคนิค

ทางชวีโมเลกุลต่างๆมากมายเพืÉอวนิิจฉยัและป้องกนัการเกดิโรคระบาด แต่พบว่ายงัไม่สามารถนําไปใชไ้ดจ้รงิ

ในการเพาะเลีÊยง  ดงันั Êนการเขา้ใจกลไกการป้องกนัโรคตดิเชืÊอในกุง้จงึมคีวามจาํเป็นเพืÉอพฒันาและสง่เสรมิให้

กุง้มสีขุภาพดทีนทานต่อโรคตดิเชืÊอต่อไป  นอกจากนีÊ จากการประสบความสาํเรจ็ในการคดัเลอืกสายพนักุง้

ขาวสายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอร่าจงึชีÊใหเ้หน็ว่า คดัเลอืกสายพนัธุ์กุง้ตา้นทานโรคเป็นอกีหนึÉงทางเลอืกทีÉจะ

นําไปสูก่ารพฒันาอุตสาหกรรมการเพาะเลีÊยงกุง้อยา่งยงัยนื 

โรคทอรา่ เป็นโรคทีÉปัจจบุนัไม่คอ่ยเป็นปัญหากบัการเพาะเลีÊยงกุง้ในหลายๆทีÉ เนืÉองจาก

ประสบความสาํเรจ็ในการคดัสายพนัธ์ุกุง้ตา้นทานไวรสัทอรา่ได ้ ปัจจบุนั พบโรคทอร่าเร ิÉมกลบัมาสรา้งปัญหา

ในการเพาะเลีÊยงกุง้ขาวในจงัหวดัเจยีงซูของประเทศจนี (Shen et al., 2017) ซึÉงการพฒันาสายพนัธุก์ุง้

ตา้นทานโรค จาํเป็นตอ้งมกีารรกัษาสายพนัธุเ์พืÉอใหค้งคณุลกัษณะทีÉดขีองการตา้นทานไวรสัในรุน่ต่อๆไป  

งานวจิยันีÊจงึสนใจศกึษายนี LvKLF ซึÉงพบมกีารแสดงออกตํÉาในกุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอรา่ในสภาวะปกติ

เมืÉอเทยีบกบักุง้สายพนัธุไ์ม่ตา้นทานไวรสัทอรา่ (Sookruksawong et al., 2013) ซึÉงจากการศกึษาในครั ÊงนีÊ

พบวา่ LvKLF เป็นคนละชนิดกบัทีÉมรีายงานในกุง้ขาว กุง้กุลาดาํ และกุง้กา้มกราม ทีÉมรีายงานก่อนหน้านีÊ 

(Chang et al., 2012; Huang et al., 2014; Huang and Ren 2019) โดยพบ KLF ทีÉรายงานในกุง้ ประกอบดว้ย 



 

 

ZnF_C2H2 จาํนวน 3 domain อยูบ่รเิวณปลายดา้นคารบ์อกซลิ เหมอืน KLF ทีÉพบในมนุษยแ์ละสตัวเ์ลีÊยงลกู

ดว้ยนม  ในขณะทีÉ LvKLF ในงานวจิยันีÊประกอบดว้ย ZnF_C2H2 7 domain บรเิวณปลายดา้นอะมโิน  ซึÉงมี

รายงานการรจดักลุม่ของ KLF ไดเ้ป็น 3 กลุม่คอื triple-fingered  multi-adjacent-fingered และ separated-

paired-fingered  (Iuchhi, 2001) 

triple-fingered หรอื trip-C2H2 (tC2H2) จะประกอบดว้ย ZnF_C2H2 จาํนวน 3 domain ทีÉ

ปลายคารบ์อกซลิ โดยจะพบ ZnF_C2H2 domain 1 แตกต่างจาก ZnF_C2H2 ใน domain ทีÉ 2 และ 3 ชีÊใหเ้หน็

ว่า ZnF_C2H2 domain ทีÉ 1 น่าจะมกีารจบักบั DNA ทีÉแตกต่างกบั domain ทีÉ 2 และ 3  นอกจากนีÊพบวา่ 

domain ทีÉ 1 จบั DNA ดว้ย K-1 เพยีง residue เดยีว  ในขณะทีÉ domain 2 และ 3 จบัดว้ย 4 และ 3 residue 

ตามลาํดบั (Yokono et al., 1998)  โปรตนีในกลุ่มนีÊไดแ้ก่ KLF จากมนุษย ์ และสตัวเ์ลีÊยงลกูดว้ยนม จะพบ 

finger protein จบักบั GATA-1, SP1 (Merika et al., 1995)   zince finger เหล่านีÊสามารถจบักบั protein-

DNA, protein-protein และ RNA  Multiple-adjacent-C2H2 (maC2H2) Zin fingers โปรตนีในกลุม่นีÊจะ

ประกอบดว้ย 4 ZnF_C2H2 domain หรอืมากกวา่ ซึÉงพบมากถงึ 30 Zin fingers (Mark et al., 1999) Zinc 

finger กลุม่นีÊนอกจากจบักบั RNA ไดด้เีหมอืน DNA ยงัสามารถจบักบั dsRNA และ RNA-DNA hybrid ไกด้ี

อกีดว้ย (Yang et al., 1999; Morgan et al., 1997; Finerty et al., 1997)  โปรตนีในกลุ่มนีÊเชน่ JAZ (4 fingers) 

(Yang et al, 1999), dsRBP-Zfa (7 fingers) (Finerty et al., 1997) และ TFIIIA (9 fingers) (Foster et al., 

1997)  สว่น separated-paired-C2H2 (spC2H2) zinc fingers จะประกอบดว้ย ZnF_C2H2 เป็นคู ่1 ถงึ 3 คู ่

สว่น linker ไม่ใช่ TGERP แบบใน tC2H2 และ maC2H2 แต่จะเป็น KRNVKVYP  โปรตนีในกลุม่นีÊเช่น  

Tramtrack (TTK), Shn และ basonuclin เป็นตน้ (Fairall et al., 1993; Kuhnlein et al., 1994; Iuchi and 

Green, 1999)  ซึÉง LvKLF ทีÉรายงานในงานวจิยันีÊจดัอยูใ่นกลุม่ของ maZnF_C2H2 โดยพบแสดงออกมากทีÉสุด

ใน hemocyte ซึÉงแตกต่างกบั MrKLF และ PmKLF ซึÉงเป็นกลุม่ tZnF_C2H2 ทีÉมกีารแสดงออกของยนีนีÊมาก

ใน เหงอืกและ ลาํไส ้ตามลาํดบั (Huang and Ren, 2019; Chang et al., 2012)  

จากรายงานทีÉผา่นมาพบวา่เมืÉอยบัยั Êงการแสดงออกของยนี PmKLF และ LvKLF ในกลุ่ม 

tZnF_C2H2 ในกุง้ทีÉตดิเชืÊอ WSSV พบวา่ กุง้ชะลอการเขา้สูส่ภาวะ moribund และพบวา่มจีาํนวน copy 

number ของไวรสัน้อยลงชีÊใหเ้หน็วา่ PmKLF และ LvKLF ชนิด ZnF_C2H2 ช่วยทาํมกีารตดิเชืÊอ WSSV ใน

กุง้ (Huang et al., 2014; Chang et al., 2012) ซึÉงเมืÉอพจิารณา LvKLF ชนิด maZnF_C2H2 ทีÉรายงานใน

งานวจิยันีÊ พบว่ามกีารแสดงออกตํÉาในกุง้สายพนัธุต์า้นทานไวรสัทอร่า และพบวา่ LvKLF มปีฏสิมัพนัธ์กบั 



 

 

non-structural protein ไดแ้ก่ BIR, Helicase และ RNA-dependent RNA polymerase และ structural protein 

ไดแ้ก่ VP2 และ VP3 ซึÉงสอดคลอ้งกบั LvLKF จากกลุ่ม tZnF_C2H2 ทีÉมปีฏสิมัพนัธก์บั IE1 ซึÉงเป็นยนีของ   

WSSV (Huang et al., 2014)  ยิÉงไปกวา่นั Êน เมืÉอตรวจสอบการแสดงออกของยนี LvKLF ชนิด maZnF_C2H2 

ทีÉไดจ้ากการวจิยัคร ั ÊงนีÊในกุง้ทีÉตดิเชืÊอ WSSV ทีÉเวลาต่างๆกนั  พบยนีมกีารแสดงออกเพิÉมมากขึÊนอยา่งมี

นยัสาํคญั ตั Êงแต่ช ั ÉวโมงทีÉ 12 และสงูสดุทีÉช ั ÉวโมงทีÉ 24 และลดตํÉาลงทีÉชั ÉวโมงทีÉ 48 หลงัการตดิเชืÊอเมืÉอเทยีบกบั

กลุม่ควบคมุทีÉฉดีดว้ย PBS  (Supungul et al., unpublished data) ชีÊใหเ้หน็ว่า LvKLF ชนิด maZnF_C2H2 

น่าจะมสีว่นช่วยไวรสัทอรา่ในการเขา้สูเ่ซลล ์ ความรูท้ีÉไดจ้ากงานวจิยันีÊจะนําไปสูก่ารพฒันาเพืÉอป้องกนัการตดิ

เชืÊอก่อโรคในกุง้ต่อไป  นอกจากนีÊ การแสดงออกของยนี LvKLF ชนิด maZnF_C2H2 ทีÉตํÉาในกุง้ทีÉตา้นทาน

ไวรสัทอรา่ แสดงใหเ้หน็วา่ การแสดงออกของยนีนีÊสามารถนําไปใชใ้นการคดัเลอืกครอบครวักุง้ทีÉตา้นทาน

ไวรสัทอรา่ได ้
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