
บทคดัยอ่ 
 ในโครงการน้ีผูว้ิจยัไดพ้ฒันาระบบการเพาะเล้ียงเซลลเ์มด็เลือดกุง้ (Penaeus monodon) ขั้นปฐมภูมิ 
(Primary shrimp hemocyte cell culture) ท่ีสามารถน ามาใชไ้ดทุ้กเวลาท่ีตอ้งการ (Routine) โดยท่ีไม่ตอ้งฆ่ากุง้ 
โดยท าไดโ้ดยใชอ้าหารเล้ียงเซลล ์3 สูตรไดแ้ก่ 2 x L-15, Grace’s Insect medium, Sf900 ท่ีมีการเติมดว้ยอาหาร
เสริม จากนั้นไดท้  าการทดสอบวา่เซลลเ์พาะเล้ียงน้ีอ่อนแอต่อเช้ือไวรัสท่ีส าคญัๆต่อกุง้สามชนิดไดแ้ก่เช้ือไวรัส
หวัเหลือง ตวัแดงดวงขาวและเช้ือไวรัสทอร่าซินโดรม พบวา่เซลลเ์พาะเล้ียงท่ีไดอ่้อนแอต่อเช้ือไวรัสทั้งสาม
ชนิด ในกรณีของไวรัสหวัเหลืองนั้นพบวา่ในเซลลติ์ดเช้ือมีการแสดงออกของโปรตีนโครงสร้างทั้งสามชนิด
ของเช้ือไวรัสอยู ่ แสดงวา่ไวรัสสามารถเพิ่มจ านวนไดแ้ละสามารถสร้างอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ์ได ้ จากนั้นได้
ท าการศึกษาคุณสมบติัของเซลลโ์ดยเฉพาะการมีโปรตีนตวัรับของเช้ือไวรัส (Viral receptors) ท่ีมีรายงาน 2 
ชนิดไดแ้ก่ laminin receptor protein และ PM Rab 7 protein พบวา่ทุกชนิดของเซลลเ์มด็เลือดมีการแสดงออก
ของโปรตีนทั้งสอง โดยท่ีเซลลช์นิดท่ีมี granule ขนาดใหญ่ (large granular cells) มีการแสดงออกของ โปรตีน 
Pm Rab7 มากกวา่ เซลลช์นิดท่ีมี granule ขนาดเล็ก (small granular cells) และเซลลท่ี์ไม่มี granule (non-
granular หรือ hyaline cells) ตามล าดบั ส าหรับโปรตีน laminin receptor protein นั้นเซลลทุ์กชนิดมีการ
แสดงออกเท่าๆกนั 
 ในเซลลท่ี์ติดเช้ือตวัแดงดวงขาวนั้นพบวา่ laminin protein มกัจะเจอในบริเวณเดียวกบั Vp19 ซ่ึงเป็น
โปรตีนหุม้ผิว (envelope protein) ของไวรัสตวัแดงดวงขาว ในขณะท่ีความเขม้ของสัญญานของโปรตีน VP28 
กบั Pm Rab7 นั้นมีความสัมพนัธ์กนักล่าวคือทั้งสองโปรตีนมีการแสดงออกมากท่ีสุดในเซลลช์นิดท่ีมี granule 
ขนาดใหญ่และแสดงออกนอ้ยท่ีสุดใน เซลลช์นิดท่ีมี granule ขนาดเล็ก แต่ทั้งสองโปรตีนน้ีไม่ไดอ้ยูต่รงบริเวณ
เดียวกนัทั้งหมด  
 การทดสอบความเก่ียวขอ้งของ actin polymerization กบั replication ของไวรัส พบวา่ในเซลลติ์ดเช้ือท่ี
ไดรั้บ cytochalasin D ซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธิยบัย ั้งการสร้างเส้นใยของ actin (inhibits actin polymerization) นั้นมี
การแพร่ของไวรัสท่ีนอ้ยกวา่ในเซลลติ์ดเช้ือทีไม่ไดรั้บสารดงักล่าว นอกจากน้ียงัพบวา่ในเซลลท่ี์มีการติดเช้ือจะ
มีการสร้างส้นใยของ actin มากกวา่เซลลท่ี์ไม่ติดเช้ือ 
 นอกจากน้ีแลว้ยงัไดศึ้กษาบทบาทของ N-linked glycosylation ต่อการเพิ่มจ านวนและการสร้างอนุภาค
ของไวรัสหวัเหลืองพบวา่ ในเซลลติ์ดเช้ือท่ีไดรั้บ tunicamycin ท่ีมีฤทธิยบัย ั้งการ N-linked glycosylation  ใน
ระดบั 0.5 g/ml ในอาหารเล้ียงพบวา่เซลลติ์ดเช้ือในอาหารน้ียงัมีการสร้างอนุภาคของไวรัสไดแ้มจ้ะนอ้ยกวา่
ในเซลลติ์ดเช้ือท่ีไม่ไดรั้บสารน้ี เป็นไปไดว้า่สารน้ีอาจมีผลกระทบในเชิงลบแต่เซลลท่ี์เพาะเล้ียงหากเล้ียงไว้
นาน ผลท่ีไดต่้างจากการศึกษาในตวักุง้ท่ีพบวา่กุง้ติดเช้ือท่ีไดรั้บสารดงักล่าวจะไม่มีการสร้างอนุภาคไวรัสท่ี
สมบูรณ์ อยา่งไรก็ดีในโครงการน้ีโดยสรุปผูใ้จไดว้ธีิเพาะเล้ียงเซลลเ์มด็เลือดกุง้ท่ีดีและสามารถน าไปใชศึ้กษา
ไวรัสกุง้ไดอ้ยา่งนอ้ยสามชนิด ซ่ึงขณะน้ีการศึกษาก็ยงัด าเนินอยูเ่พื่อยนืยนัผล  
 
 



      Abstract 
 
The lack of a reliable immortal shrimp cell line is a major constraint for shrimp virus research. Although 
several attempts have been made to establish shrimp cell lines, none have been successful. Insect cell lines 
such as Sf9 cells have been used as an alternative for shrimp cells. Although susceptible to many shrimp 
viruses, detailed studies with yellow head virus (YHV) revealed that the cells were not as permissive as 
originally hoped since the cells failed to produce mature, enveloped virions.  In this study, primary hemocyte 
cell culture systems were successfully established for both P. monodon and P. vannamei. Double strength-L-
15 or single strength grace’s insect medium was used as the basal medium. This was supplemented with 15% 
fetal bovine serum, 2x antibiotics (penicillin and streptomycin) and 0.5% NaCl. Cells cultured in this medium 
could be maintained for several weeks in an incubator set at 30 ºC. These cells were found to be susceptible to 
white spot syndrome virus (WSSV), Taura syndrome virus and YHV in infection experiments where viral 
envelope (Vp19 of WSSV) and nucleocapsid proteins (p20 and Vp1 of YHV and TSV, respectively) were 
detected in the cells when monoclonal antibodies against these proteins were used. It was also found that in 
WSSV and YHV infection experiments, large granular cells were the first cell type to be infected. To study 
the role of N-linked glycosylation in the YHV replication cycle, tunicamycin (an inhibitor of N-linked 
glycosylation) was used. YHV-infected culture cells treated and not treated with tunicamycin (0.5 g/ml) 
were tested for the presence of all three YHV structural proteins (gp116, gp64 and p20) using monoclonal 
antibodies (MAb) specific to each protein. Although positive immuno reactions for all three antibodies were 
observed in both treated or not treated cells, the immuno reactive signals in tunicamycin-treated cells were 
much less intense than those in untreated cells. The results indicated that the cultured cells could support full 
YHV virus replication and that tunicamycin reduced YHV replication under the experimental conditions used. 
Despite reduced replication in the tunicamycin-treated cells, all three structural proteins were still present and 
some mature, enveloped viral particles were formed. 
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