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บทความวิจัย

การศึกษาหาชนิดของโปรตีนอาร์โกนอท (Argonaute) 
ที่มีการแสดงออกตอบสนองต่อการตดิเชือ้ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งกุลาด�ำ

ที่ได้รับสารกระตุ้นภมูิคุ้มกัน CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODNs)

THE IDENTIFICATION OF ARGONAUTE PROTEIN THAT RESPONSE TO 
WHITE SPOT SYNDROME VIRUS INFECTION 

AFTER IMMUNE-STIMULATION
BY CpG OLIGODEOXYNUCLEOTIDES (CpG ODNs)
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บทคัดย่อ

	 กุ้งกุลาด�ำประสบปัญหาโรคไวรัสตัวแดงดวงขาวท�ำให้ผลผลิตลดลงซึ่งมีผลกับเกษตรกร

อย่างมาก การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนอาร์โกนอทที่ตอบสนอง 

ต่อการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งกุลาด�ำที่ได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลังการติดเชื้อ ด้วยการ 

ฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในปริมาณที่ท�ำให้กุ้งตายที่วันที่ 3 แล้วตรวจสอบการแสดงออกของ 

ยีนอาร์โกนอทในกุ้งที่ได้รับอาหารที่ผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs เปรียบเทียบกับกลุ่มที่

ไม่ได้รับอาหารที่ผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยมีกลุ่มไม่ติดเชื้อเป็นกลุ่มควบคุม พบว่าระดับของ 

ยีนอาร์โกนอทชนิดที่ 1 และ 2 (PmAgo1 และ PmAgo2) ในกลุ่มท่ีติดเชื้อและกลุ่มท่ีไม่ติดเชื้อ 

แต่ได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบ
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กับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารกระตุ้น ในขณะที่ระดับการแสดงออกของยีนอาร์โกนอทชนิดท่ี 3 (PmAgo3) 

ในกลุ่มที่ติดเชื้อและได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันไม่แตกต่างจากกลุ่มการทดลองอื่น ผลจากการวิจัย

คร้ังนี้ชี้ให้เห็นว่า PmAgo1 และ PmAgo2 อาจมีบทบาทส�ำคัญในกระบวนการติดเชื้อไวรัสตัวแดง

ดวงขาวในกุ้งกุลาด�ำ  โดยสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG อาจจะไปมีผลกระตุ้นภูมิคุ้มกันวิถีอื่น ๆ ท่ีมี

ส่วนช่วยในการท�ำงานของโปรตีนอาร์โกนอทสองชนิดน้ี 

ค�ำส�ำคัญ: โปรตีนอาร์โกนอท สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs ไวรัสตัวแดงดวงขาว กุ้งกุลาด�ำ

ABSTRACT

	 Black tiger shrimp encountered white spot syndrome disease which leads to 

a drastic loss in shrimp production affected to shrimp farmer. This study aims to search 

for the Argonaute proteins that expressed responsively to WSSV infection in black tiger 

shrimp (Penaeus monodon). The black tiger shrimp obtains CpG ODNs immune-stimulation 

after WSSV injection at virus dilution cause they died after 3 days post-injection (dpi) and 

the expression level of Argonaute proteins upon WSSV infection were investigated. The 

expression level of Argonaute proteins were examined in CpG ODNs immune-stimulation 

shrimp compared to no immune-stimulation shrimp and non-infection shrimp. The expression 

level of PmAgo1 and PmAgo2 of P. monodon in CpG ODNs immune-stimulation shrimp 

significantly decreased (p < 0.05) when compared to no immune-stimulation shrimp, 

whereas the expression level of PmAgo3 in infection shrimp and immune-stimulation shrimp 

was not significantly different from the other group (p > 0.05). Therefore, this study indicated 

that the Argonaute protein of P. monodon, PmAgo1 and PmAgo2 have an important role 

in white spot syndrome virus infection in CpG ODNs immunity stimulation P. monodon. 

The CpG ODNs might stimulate the immunity in white spot syndrome virus infection black 

tiger shrimp thus it helps shared the heavy task of these two Argonaute proteins. 

Keywords: Argonaute protein, immuno stimulant CpG ODNs, white spot syndrome virus, 

Black tiger shrimp, Penaeus monodon

บทน�ำ 

	 กุ้งกุลาด�ำเป็นสัตว์น�้ำเศรษฐกิจที่ส�ำคัญของไทย แต่ในปัจจุบันก�ำลังประสบปัญหาโรค

หลายชนดิ หนึง่ในนัน้คอื โรคตวัแดงดวงขาว หรอื white spot syndrome disease ทีม่สีาเหตจุากไวรสั
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ตัวแดงดวงขาว (WSSV) ที่พบในกุ้งทะเลรวมถึงกุ้งกุลาด�ำและสร้างความเสียหายให้กับเกษตรกร 

โดยส่งผลให้ผลผลติลดลงและยงัส่งผลต่ออตุสาหกรรมการผลติกุง้เพือ่การบรโิภคทัง้ภายในประเทศ

การส่งออกเป็นอย่างมาก (Lightner, 1996) เนือ่งจากโรคนีจ้ะท�ำให้กุง้มอีตัราการตายสงูถงึ 80-100% 

ภายใน 3-5 วันหลังการติดเชื้อ 

	 กุ้งมีระบบภูมิคุ้มกันที่ตอบสนองต่อการติดไวรัสซึ่งเป็นระบบภูมิคุ้มกันแต่ก�ำเนิดตอบสนอง

แบบไม่เฉพาะเจาะจงและไม่มีแอนติบอดีที่สามารถจดจ�ำสิ่งแปลกปลอมแล้วสร้างภูมิต้านทาน 

มาก�ำจัดในครั้งต่อไป (Li & Xiang, 2013) กระบวนการอาร์เอ็นเออินเตอร์เฟอเรนซ์ หรืออาร์เอ็นเอไอ 

(RNAi) เป็นกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนโดยใช้อาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) เป็นตัวกลาง 

และเป็นหนึ่งในระบบภูมิคุ้มกันที่ช่วยให้กุ้งมีความต้านทานต่อการติดไวรัส โดยมีโปรตีนอาร์โกนอท 

(Argonaute) เป็นโปรตีนที่ท�ำหน้าที่ส�ำคัญในกระบวนการ ปัจจุบันมีการค้นพบโปรตีนในกลุ่มของ 

Argonaute ในกุ้งกุลาด�ำจ�ำนวน 5 ชนิด แบ่งเป็น AGO ซับแฟมิลี ได้แก่ PmAgo1-4 และ PIWI 

ซับแฟมิลี ได้แก่ PmPiwi โดย Argonaute ท้ัง 5 ชนิดท่ีพบในกุ้งกุลาด�ำน้ีท�ำหน้าท่ีแตกต่างกันไป 

โดย PmAgo1 ท�ำหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ RNAi และมีการแสดงออกที่ตอบสนองต่อการ 

ติดไวรัสหัวเหลือง (YHV) (Dechklar et al., 2008 , Unajak et al., 2006) ในขณะท่ี PmAgo2 มีการ

แสดงออกที่ตอบสนองต่อทั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และ WSSV (Yang et al., 2014) 

PmAgo3 มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ RNAi และการเพิ่มจ�ำนวน YHV ในกุ้ง (Phetrungnapa 

et al., 2013) นอกจากนี้พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของ PmAgo1 และ PmAgo3 ด้วยอาร์เอ็นเอ 

สายคู่ที่จ�ำเพาะมีผลต่อการเพ่ิมจ�ำนวนของเชื้อ YHV และการยับยั้งการแสดงออกของ PmAgo3  

ยังมีผลต่อการติดเชื้อ WSSV และท�ำให้กุ้งที่ติดไวรัสตายช้าลง ดังนั้น PmAgo1 และPmAgo3  

จึงมีหน้าที่ในกระบวนการ RNAi ที่มีอาร์เอ็นเอสายคู่เป็นตัวกลางและมีบทบาทส�ำคัญในการ 

เพิ่มจ�ำนวนของไวรัสในกุ้ง (Ho et al., 2019) PemAgo4 เป็นโปรตีนท่ีมีลักษณะเหมือน AGO  

ซบัแฟมลิี ่แต่พบว่ามกีารแสดงออกเฉพาะในเซลล์สืบพนัธุแ์ละท�ำหน้าท่ีเกีย่วกบัยบัยัง้การแสดงออก

ของ transposons เหมือนโปรตีนใน PIWI ซับแฟมิล่ี (Leebonoi et al., 2015 ) นอกจากน้ีโปรตีน 

PIWI ตัวแรกที่ถูกค้นพบในกุ้งกุลาด�ำ (PmPiwi1) มีการแสดงออกสูงในรังไข่และอัณฑะ เมื่อยับยั้ง

การแสดงออกของ PmPiwi1 พบว่ามีระดับการแสดงออกของ transposons ท่ีสูงขึ้นในอัณฑะ 

ของกุ้ง PmPiwi1 มีหน้าที่ในกระบวนการสร้างอสุจิเน่ืองจากเมื่อยับยั้งการแสดงออกของ PmPiwi1 

พบว่ามกีารสร้างอสจุลิดลงเม่ือเทยีบกบักลุม่ควบคมุ (Sukthaworn et al., 2019) ในงานวจิยันีไ้ด้เลอืก

ศึกษาเฉพาะโปรตีนอาร์โกนอท ในกลุ่ม AGO ซับแฟมิลี ได้แก่ PmAgo1 PmAgo2 และ PmAgo3 

เนื่องจากเป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อไวรัส

	 สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG oligodeoxynucleotide (CpG ODNs) เป็นดีเอ็นเอของ 

โปรคาริโอตที่ไม่มีการเติมหมู่เมทิลสามารถสกัดได้จากแบคทีเรีย มีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกันในเซลล ์

ยูคาริโอต (Milutinovi & Kurtz, 2016) CpG เป็นชนิดของโมเลกุลท่ีจับกับเชื้อโรค (PAMPs) ซึ่งเป็น
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สารเสริมฤทธิ์ชนิดใหม่ที่จะไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันแต่ก�ำเนิด โดยจะไปจับกับ Toll-like receptor 

โดยพบว่า CpG ODNs จะท�ำงานร่วมกับ LvToll1 และ LvToll3 รวมท้ังเอนโดโซมในเม็ดเลือดของ

กุ้งขาวแวนนาไมส่งผลให้มีการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Sun et al., 2014) นอกจากน้ี CpG ODNs 

ยังกระตุ้นปัจจัยต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการการต้านไวรัส เช่น Dicer, Argonaute, STAT and 

ROS ในกุ้งขาวแวนนาไมอีกด้วย (Zhang et al., 2010)

	 ในการศึกษาครั้งนี้ต้องการหาชนิดของโปรตีนอาร์โกนอทในกุ้งกุลาด�ำท่ีมีระดับการ

แสดงออกตอบสนองต่อไวรัสตัวแดงดวงขาวในสภาวะท่ีได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs 

เพื่อให้ทราบถึงกลไกการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ CpG ODNs ในกุ้งกุลาด�ำ

วิธีการ

	 1.	 การเตรียมตัวอย่างกุ้งกุลาด�ำ 

	 	 กุ้งที่ใช้ในการทดลอง คือ กุ้งกุลาด�ำ  (P. monodon) ปลอดไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ขนาด 5-10 กรัมจากบ่อเลี้ยงกุ้งของเกษตรกรในอ�ำเภอแหลมสิงห์ จังหวัดจันทบุรี โดยน�ำกุ้งใส่ใน

ถังพลาสติกขนาด 1,000 ลิตร ที่บรรจุน�้ำเค็มเพ่ือขนส่งกุ้งมายังสถานท่ีปฏิบัติการ ณ ฟาร์มมานพ 

ต�ำบลห้วงน�้ำขาว อ�ำเภอเมือง จังหวัดตราด หลังจากน้ันพักกุ้งไว้ในถังพักท่ีมีการให้ออกซิเจน  

เป็นเวลา 1 วันเพื่อรอท�ำการทดลองในข้ันต่อไป

	 2.	 การตรวจสอบปริมาณไวรัสที่มีผลให้กุ้งกุลาด�ำตายเฉียบพลันที่วันที่ 3 และ

การตรวจสอบไวรสัตวัแดงดวงขาวในเนือ้เยือ่กุง้กลุาด�ำหลงัการฉดีเชือ้ไวรสัตวัแดงดวงขาว

	 	 กุ ้งที่ปลอดเชื้อถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 5-8 ตัว ได้แก่ กลุ่มที่ฉีดไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวที่ท�ำให้เจือจาง 1x10-1 1x10-2 1x10-3 1x10-4 เท่า และกลุ่มควบคุมท่ีฉีด 150 mM 

NaCl ตามล�ำดับ โดยฉีดไวรัส(ไวรัสตัวแดงดวงขาวได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.เฉลิมพร  

องศ์วรโสภณ มหาวิทยาลัยมหิดล) 50 µl ด้วยเข็มฉีดยาขนาด 29 G × ½” (0.33 mm × 12.7 mm) 

เข้าบรเิวณกล้ามเนือ้ด้านหลงัใต้เปลอืกที ่2 จากส่วนหวัของกุง้กลุาด�ำ ท�ำการสงัเกตและบนัทกึจ�ำนวน

กุ้งที่ตายเพื่อหาร้อยละอัตราการตายสะสมและเก็บเน้ือเยื่อเหงือกของกุ้งท่ีตายเพื่อตรวจสอบไวรัส

ตัวแดงดวงขาวด้วยวิธี RT-PCR 

	 	 น�ำเนื้อเยื่อเหงือกของกุ้งมาสกัดอาร์เอ็นเอด้วย Tri-reagent ตามที่ระบุในคู่มือ 

การใช้งานของ VWR Life Science RiboZol™ จากน้ันใช้อาร์เอน็เอท่ีสกดัได้เป็นแม่แบบส�ำหรับการ

สังเคราะห์ cDNA สายแรก โดยน�ำอาร์เอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 µg ผสมกับ ไพรเมอร์ Oligo-dT
15  

ในปริมาณ 500 nM โดยใช้ เอนไซม์ Improm-II™ Reverse-Transcriptase (Promega, USA) บ่มท่ี 

อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที 42 °C เป็นเวลา 60 นาที และ 70 °C เป็นเวลา 15 นาที จากน้ัน

น�ำ cDNA ที่สร้างได้ ปริมาณ 50 ng มาเป็นดีเอ็นเอตั้งต้นส�ำหรับการเพิ่มปริมาณ transcript ของ

ยีน vp28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาวด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซึ่งประกอบด้วย 1×Taq DNA 
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polymerase buffer with (NH
4
)
2
SO

4
 2 mM MgCl

2 
50 nM ของ dNTP แต่ละตัว 1 Unit Taq DNA 

polymerase (Thermo Fisher Scientific) 0.2 µM ของไพรเมอร์ VP28-3 และ 0.2 µM ของไพรเมอร์ 

VP28-4 (ตารางที่ 1) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 4 นาที 1 รอบ จากน้ันท�ำปฏิกิริยาท่ี 95 °C 

เป็นเวลา 30 วินาที 55 °C 30 วินาที และ 72 °C 30 วินาที จ�ำนวน 25 รอบ และรอบสุดท้ายท่ี 72 °C  

เป็นเวลา 2 นาที โดยท�ำการเพ่ิมจ�ำนวนยีน actin ของกุ้งกุลาด�ำเป็นยีนควบคุมที่อุณหภูมิต่าง ๆ  ดังนี้ 

94 °C เป็นเวลา 30 วินาที 55 °C 30 วินาที และ 72 °C 45 วินาที จ�ำนวน 21 รอบ และรอบสุดท้าย

ที่ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีสิส ท่ีผสมสารเรืองแสง 

Midori Green Advanced (NIPPON Genetics Europe) 4-6 µl 

	 3.	 การทดสอบผลของสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs หลังการฉีดเชื้อไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวในกุ้งกุลาด�ำ

	 	 การทดลองนี้แบ่งกุ้งกุลาด�ำ 40 ตัว ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่คือกลุ่มท่ีฉีดไวรัสตัวแดง

ดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-3 20 ตัว และกลุ่มท่ีฉีด 150 mM NaCl 20 ตัว โดยแต่ละกลุ่มใหญ่ 

จะทดสอบผลการให้อาหารกุง้ต่างกนัสองชนิดคอือาหารเมด็ปกต ิ10 ตวั และอาหารผสมสารกระตุน้

ภูมิคุ้มกัน CpG ODNs 10 ตัว โดยเตรียมได้จากน�ำอาหารเม็ดผสม 0.02 %(w/w) ของสารกระตุ้น

ภูมิคุ้มกัน พรีมิกซ์ CpG ODNs (THAIVA CHAROEN INDUSTRIES Co., LTD.) ของอาหารเม็ด 

โดยจะค�ำนวณให้เท่ากนัทกุบ่อและให้อาหารตามเวลาท่ีก�ำหนด ได้แก่ เวลา 06.00 น. 11.00 น. และ 

17.00 น. เป็นเวลา 3 วนัหลงัการฉดีเชือ้ หลงัจากน้ันจะน�ำเน้ือเยือ่เหงอืกมาตรวจสอบการตดิเชือ้ไวรสั 

ตัวแดงดวงขาวและการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนอาร์โกนอท (Argonaute) ของกุ้งกุลาด�ำ

	 4.	 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีอาร์โกนอท (Argonaute) ของกุง้กลุาด�ำ

หลังการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว

	 	 น�ำเนื้อเยื่อเหงือกจากการทดสอบผลของสารกระตุ ้นภูมิคุ ้มกัน CpG ODNs  

หลังการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งกุลาด�ำมาศึกษาความแตกต่างของระดับการแสดงออก

ของยีน PmAgo1-3 ในกุ้งกุลาด�ำที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยวิธี multiplex-PCR ด้วยไพรเมอร์ 

ที่จ�ำเพาะต่อยีนอาร์โกนอทแต่ละชนิด โดยใช้ cDNA ที่สังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอของเหงือกกุ้ง 

เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ และท�ำปฏิกิริยา multiplex-PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ transcript ของ PmAgo1  

และ PmActin ซึ่งประกอบด้วย 1×Taq buffer with (NH
4
)
2
SO

4
 2 mM MgCl

2
 50 nM ของ dNTP 

แต่ละชนิด 1 Unit ของเอนไซม์ Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific) และ 0.2 µM 

ของไพรเมอร์ AGO-Amp 0.2 µM 5´AGOR1 0.012 µM PmActinF และ 0.012 µM PmActinR 

โดยบ่มที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ และท�ำปฏิกิริยาที่ 94 °C 30 วินาที 60 °C  

30 วินาที และ 72 °C 30 วินาที เป็นจ�ำนวน 2 รอบ ตามด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ ท่ี 94 °C 30 วินาที  

55 °C 30 วินาที 72 °C 30 วินาที จ�ำนวน 28 รอบ และอุณหภูมิสุดท้ายท่ี 72 °C เป็นเวลา 7 นาที 

วิเคราะห์การแสดงออกของยีนอาร์โกนอทด้วยอิเล็กโตรโฟรีซิส
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	 	 การวัดระดับการแสดงออกของ PmAgo2 และ PmAgo3 ด้วยวิธี multiplex-PCR  

ในปฏิกิริยาที่มีส่วนประกอบเหมือนกับปฏิกิริยาในการเพิ่มจ�ำนวนของ PmAgo1 แต่ใช้ไพรเมอร์ 

ที่จ�ำเพาะต่อ PmAgo2 (0.2 µM ของไพรเมอร์ N-PmAGO2F1 และ 0.2 µM N-PmAGO2R1) และ 

PmAgo3 (และ 0.2 µM ของไพรเมอร์ PmAGO3F และ 0.2 µM PmAGO3R) และท�ำปฏิกิริยา 

ของ PmAgo2 ที่ 94 °C เวลา 3 นาที จ�ำนวน1 รอบ ตามด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ี 94 °C 30 วินาที 55 °C 

15 วินาที 72 °C 30 วินาที จ�ำนวน 28 รอบ และ 72 °C เวลา 7 นาที 1 รอบ ส่วนระดับการแสดงออก

ของ PmAgo3 ใช้ปฏิกิริยาที่ 94 °C เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ ตามด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ที่ 94 °C 30 วินาที 

60 °C 30 วินาที 72 °C 30 วินาที จ�ำนวน 27 รอบ และ 72 °C เวลา 7 นาที 1 รอบ 

ตารางที่ 1 ล�ำดับไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา

ชื่อไพรเมอร์

VP28-3

VP28-4

22

22

การตรวจสอบไวรสัตวัแดงดวงขาว
ในเนื้อเยื่อกุ ้งกุลาด�ำหลังการฉีด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว

ATGAGAATGAACTCCACCTTAA

CAGAGCCTAGTCTATCAATCAT

GACTCGTACGTGGGCGACGAG

จ�ำนวนเบส
(base)

การทดลองล�ำดับ 5´ 3´

การตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาว
ในเนื้อเยื่อกุ ้งกุลาด�ำหลังการฉีด
เช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวและการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
อาร์โกนอท (Argonaute) ของ
กุ ้งกุลาด�ำหลังการฉีดเชื้อไวรัส 
ตัวแดงดวงขาว

PmActinF 21 AGCAGCGGTGGTCATCTCCTGCTC

การตรวจสอบการแสดงออก 
ของยีนอาร์โกนอท (Argonaute) 
ของกุง้กลุาด�ำหลงัการฉดีเชือ้ไวรสั
ตัวแดงดวงขาว

PmActinR 24 CAAGAATTTGGTCTGACGATC

AGO-Amp

5´AGOR1

N-PmAGO2F1

N-PmAGO2R1

PmAGO3F

PmAGO3R

21

22

22

21

20

20

GTGAAGCGTGTGGGTGACACTG

GATTGGTGGAACAAACAATGTC

CTGCGAATCGCTGACACCATC

GGTGGAAGGATTTCCCACTT

CACTGGGGAGTGAGTTGCTT
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	 4.	 การวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของโปรตนี Argonaute ด้วยโปรแกรม SCION 

IMAGE และการวิเคราะห์ทางสถิติ

	 	 วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของอาร์โกนอทแต่ละชนิด จากกุ้งแต่ละกลุ่มด้วย 

อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบกับระดับของแอคตินด้วยโปรแกรม SCION IMAGE  

เพื่อวัดความเข้มแถบดีเอ็นเอและวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้ One-Way ANOVA และการวิเคราะห์ 

t-test analysis เพ่ือบอกความแตกต่างในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง

 

ผลการทดลอง

	 1.	 การตรวจสอบปริมาณไวรัสที่มีผลให้กุ ้งกุลาด�ำตายเฉียบพลันในวันที่ 3  

หลังการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว

	 	 จากการฉดีเชือ้ไวรสัตวัแดงดวงขาวทีค่วามเจอืจาง 1x10-1 ถงึ 1x10-4 .ให้กบักุง้กลุาด�ำ 

และติดตามอัตราการตายของกุ้งในแต่ละกลุ่ม เพื่อหาปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีเหมาะสม 

ทีท่�ำให้กุง้ตายในวันที ่3 หลงัการตดิเชือ้ พบว่ากุง้ทีไ่ด้รบัไวรสัตวัแดงดวงขาวที ่1x10-1 มอีตัราการตาย 

ในวันที่ 1 หลังจากการฉีดเชื้อ (dpi) สูงที่สุด คือ ร้อยละ 58 ขณะท่ีกุ้งท่ีได้รับไวรัสในปริมาณอื่น ๆ 

มีอัตราการตายในวันที่ 1 ระหว่าง ร้อยละ 8 - 25 โดยกุ้งท่ีได้รับไวรัสทุกกลุ่มมีอัตราการตายสะสม 

ร้อยละ 100 ในวันที่ 3 หลังการฉีดไวรัส ขณะท่ีกุ้งในกลุ่มควบคุมท่ีฉีดด้วย 150 mM NaCl มีอัตรา 

การตายสะสมที่ในวันที่ 3 อยู่ที่ร้อยละ 42 ดังแสดงในรูปท่ี 1 จากผลการทดลองน้ีจึงเลือกปริมาณ 

ไวรสัตวัแดงดวงขาวทีค่วามเจอืจาง 1x10-3 เนือ่งจากมอีตัราการตายในวนัท่ี 1 น้อยท่ีสุดคอื ร้อยละ 8  

และอัตราการตายร้อยละ 100 ในวันที่ 3 หลังการฉีดไวรัส เพื่อใช้ในการทดลองเพื่อตรวจสอบระดับ

การแสดงออกของยนีอาร์โกนอท หลงัจากการตดิไวรัสตวัแดงดวงขาวในกุง้กลุาด�ำท่ีได้รับสารกระตุน้

ภูมิคุ้มกัน CpG ODNs ต่อไป

	 	 นอกจากนี้เมื่อเก็บเนื้อเยื่อเหงือกของกุ้งทุกกลุ่มที่ตายในวันที่ 3 หลังการฉีดไวรัส  

มาตรวจสอบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว โดยเพิ่มปริมาณ transcript ของยีน VP28 ของไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวด้วยวิธี RT-PCR ด้วยไพร์เมอร์ VP28-3 และ VP28-4 พบว่าสามารถตรวจพบแถบ 

ของ VP28 ขนาด 447 bp ในกุง้ทกุตวัทีฉี่ดไวรสัตวัแดงดวงขาว ขณะทีไ่ม่พบแถบของไวรสัตวัแดงดวงขาว 

ในกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วย 150 mM NaCl (รูปท่ี 2) ซึ่งเป็นการยืนยันว่ากุ้งกุลาด�ำท่ีน�ำมาใช้ในการ 

ทดลองเป็นกุง้ทีป่ลอดจากไวรสัตวัแดงดวงขาว และกุง้ท่ีได้รบัการฉีดไวรสัน่าจะตายจากการตดิไวรสั 

ทัง้นีกุ้้งในกลุ่มควบคมุทีฉ่ดีด้วย NaCl ทีม่อีตัราการตายสะสมร้อยละ 42 ตัง้แต่วนัที ่1 หลงัการฉดีเชือ้ 

อาจจะตายด้วยสาเหตุอื่นเช่น ความเครียดหรือบาดเจ็บจากการโดนฉีด แต่ไม่ได้เป็นผลจากการ 

ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว 
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	 2.	 การแสดงออกของยีน Argonaute ของกุ้งกุลาด�ำ หลังการติดเชื้อไวรัสตัวแดง

ดวงขาวและได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs 

	 	 เพื่อตรวจสอบการตอบสนองยีน Argonaute ต่อการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวและ 

สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs ได้ท�ำการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวให้กับกุ้งท่ีได้รับอาหารปกติ 

และได้รับอาหารผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs พบว่ากุ้งกลุ่มที่ฉีดด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาว

ตายทั้งหมดในวันท่ีเก็บผลการทดลอง (3 วันหลังการฉีดไวรัส) และสามารถตรวจพบการแสดงออก

ของยีน VP28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งที่ตายหลังฉีดไวรัสทุกตัว ขณะที่ไม่พบการแสดงออก

ของ VP28 ในกุ้งกลุ่มควบคุม (รูปที่ 3) ซึ่งยืนยันว่ากุ้งในกลุ่มท่ีฉีดด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาวตายจาก

การติดไวรัส

รูปที่ 1 	 แผนภูมิร้อยละอัตราการตายสะสมของกุ้งกุลาด�ำหลังได้รับการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว 

	 ที่ปริมาณต่าง ๆ  ได้แก่ 1x10-1 1x10-2 1x10-3 1x10-4 และ 150 mM NaCl ท่ีเวลา 1 - 3 วัน 

	 หลังการฉีดไวรัส (dpi) 
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	 2.	 การแสดงออกของโปรตีน Argonaute ของกุ้งกุลาด�ำ หลังการติดเชื้อไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวและได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs 

	 	 เพื่อตรวจสอบการตอบสนองโปรตีน Argonaute ต่อการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวและ

สารกระตุน้ภมูคิุม้กนั CpG ODNs ได้ท�ำการฉดีไวรัสตวัแดงดวงขาวให้กบักุง้ท่ีได้รับอาหารปกตแิละ

ได้รับอาหารผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs พบว่ากุ้งกลุ่มที่ฉีดด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ตายทั้งหมดในวันที่เก็บผลการทดลอง (3 วันหลังการฉีดไวรัส) และสามารถตรวจพบการแสดงออก

ของยีน VP28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งที่ตายหลังฉีดไวรัสทุกตัว ขณะที่ไม่พบการแสดงออก

ของ VP28 ในกุ้งกลุ ่มควบคุม (รูปที่ 3) ซึ่งยืนยันว่ากุ ้งในกลุ่มท่ีฉีดด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ตายจากการติดไวรัส

รูปที่ 2	 การตรวจสอบการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งที่ตายในวันที่ 3 หลังการฉีดด้วยไวรัส 

	 ตัวแดงดวงขาว ที่ความเจือจาง 1x10-2 1x10-3 และ 1x10-4 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

	 ที่ฉีดด้วย 150 mM NaCl (M แทนเครื่องหมายดีเอ็นเอ 100 bp ปริมาณ 100 ng 1-8  

	 แทนกุ้งกุลาด�ำแต่ละตัวในกลุ่มการทดลอง)

รูปที่ 3	 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวของการทดลองที่ 2 การตรวจสอบการ 

	 แสดงออกของยีนอาร์โกนอท (Argonaute) หลังจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว  

	 เมื่อฉีดกุ้งด้วย 150mM NaCl และ ไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเข้มข้น 10-3 (M แทน 

	 เครื่องหมายดีเอ็นเอ 100 bp ปริมาณ 100 ng 1-7 แทนกุ้งกุลาด�ำแต่ละตัวในกลุ่ม 

	 การทดลองนั้น ๆ)
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	 	 เมื่อวัดระดับการแสดงออกของยีน PmAgo ชนิดท่ี1 2 และ 3 ในเหงือกของกุ้งกุลาด�ำ

ทีใ่ห้อาหารเม็ดปกตแิละกลุม่ทีใ่ห้อาหารเมด็ผสมสารกระตุน้ภมูคิุม้กนั CpG ODNs โดยเปรยีบเทยีบ 

ระหว่างกุ้งกลุ่มควบคุมที่ฉีดโดย 150 mM NaCl กับกลุ่มที่ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 

1x10-3 พบว่าระดับการแสดงออกของ PmAgo ทั้ง 3 ชนิดในกุ้งกลุ่มท่ีได้รับอาหารเม็ดปกติไม่มีการ 

เปลี่ยนแปลงภายหลังการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีฉีดด้วย NaCl  

(รูปที่ 4) โดยกุ้งที่ให้อาหารเม็ดผสมสารกระตุ้นภูมิคุ ้มกัน CpG ODNs มีการแสดงออกของ  

PmAgo1 น้อยกว่ากุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดปกติอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ท้ังกุ้งในกลุ่ม 

ควบคมุและกุง้ทีไ่ด้รบัไวรสัตวัแดงดวงขาว (รปูที ่4A-4C) นอกจากน้ีการแสดงออกของยนี PmAgo1  

ในกุ้งที่ติดไวรัสแล้วให้อาหารเม็ดผสม CpG ODNs มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  

(p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 4A-4C) เมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออก 

ของ PmAgo2 ในกลุ่มควบคุมที่ได้รับอาหารทั้งสองแบบ พบว่ากุ้งท่ีได้รับอาหารผสม CpG ODNs  

มีการแสดงออกของ PmAgo2 สูงกว่ากุ้งที่ได้รับอาหารปกติอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ แต่เมื่อ 

ฉีดกุ้งด้วยไวรัสตัวแดงดวงขาวในกลุ่มที่ได้รับอาหารผสม CpG ODNs จะท�ำให้มีการแสดงออก 

ของ PmAgo2 ลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับทั้งกุ ้งในกลุ่มควบคุมที่ได้รับอาหาร 

ผสม CpG ODNs และกุ้งที่ได้รับอาหารปกติที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว (รูปที่ 4D-4F) ขณะที่ 

การแสดงออกของ PmAgo3 ในกลุ่มควบคุมจะมีระดับสูงขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อกุ้ง 

ได้รับอาหารผสม CpG ODNs เปรียบเทียบกับกุ้งท่ีได้รับอาหารปกติ ส่วนกุ้งกลุ่มท่ีฉีดไวรัสตัวแดง

ดวงขาวและได้รับอาหารผสม CpG ODNs ไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับกุ้งกลุ่มอื่น ๆ  

(รูปที่ 4G-4I)  
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รูปที่ 4	 การตรวจสอบระดับการแสดงออกของ Argonaute ชนิดต่าง ๆ ในกุ้งกุลาด�ำที่ได้รับ 

	 อาหารเม็ดปกติ และกุ้งที่ได้รับอาหารผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs ซึ่งใน 

	 แต่ละกลุ่มจะเปรียบเทียบทั้งกุ้งท่ีฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุ้งในกลุ่มควบคุมท่ีฉีด 

	 150 mM NaCl ระดับการแสดงออกของยีน ภาพท่ี 4C 4F และ4I แสดงกราฟแท่งของ 
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สรุปและวิจารณ์ผล

	 กระบวนการอาร์เอ็นเออินเตอร์เฟอเรนซ์ หรืออาร์เอ็นเอไอ (RNAi) เป็นหน่ึงในระบบ

ภูมิคุ้มกันส�ำหรับต้านทานไวรัสในสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ เช่น พืช สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง และสัตว์

เลี้ยงลูกด้วยนม (Ding and Voinnet, 2007; Leggewie and Schnettler, 2018) การศึกษาในกุ้ง 

ที่ผ่านมาพบว่า โปรตีนในกระบวนการ RNAi เช่น Argonaute มีการตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรัส  

ซึง่สนบัสนนุว่ากุง้ใช้กระบวนการ RNAi ในการสร้างความต้านทานต่อไวรสัเช่นเดยีวกบัส่ิงมชีวีติอืน่ ๆ  

ในการศึกษาครั้งนี้จึงสนใจจะศึกษาว่า Argonaute ทั้งสามชนิดของกุ้งกุลาด�ำมีการแสดงออก 

ที่ตอบสนองต่อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่เวลา 72 ชั่วโมงหลังการฉีดไวรัสหรือไม่ โดยกุ้งได้รับไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-3 เนื่องจากการทดสอบปริมาณไวรัสพบว่าไวรัสตั้งแต่ 1x10-1 

ถึง 1x10-3 ท�ำให้กุ้งตายหมดในวันที่ 3 แต่ปริมาณที่ 1x10-3 ของไวรัสเป็นปริมาณที่ท�ำให้กุ้งตาย 

ในวันที่ 1 ค่อย ๆ ทยอยตาย โดยมีอัตราการตายในวันที่ 1 ต�่ำที่สุด หลังการฉีดไวรัสพบว่า  

PmAgo1 2 และ 3 มีระดับการแสดงออกที่ไม่แตกต่างจากกุ้งที่ไม่ได้รับไวรัส อย่างไรก็ตาม 

การศึกษาก่อนหน้านี้ โดย Unajak et al. (2006) พบว่าระดับการแสดงออกของ PmAgo1 mRNA  

สูงขึ้น 2-3 เท่าในช่วงแรกหลังได้รับไวรัสและลดลงอย่างรวดเร็วท่ี 30 ชั่วโมงหลังการติดไวรัส  

นอกจากนี้ PmAgo2 ก็ตอบสนองต่อไวรัสตัวแดงดวงขาวในลักษณะเดียวกัน คือ มีการตอบสนอง

สูงสุดที่ 24 ชั่วโมงหลังจากกุ้งได้รับไวรัส และเริ่มมีระดับการแสดงออกที่ลดลงที่เวลา 48 ชั่วโมง 

(Yang et al., 2014) จึงเป็นไปได้ว่ากลไก RNAi เป็นกลไกท่ีตอบสนองในระยะ 24-48 ชั่วโมงแรก

ของการติดไวรัส แต่เนื่องจากในการศึกษานี้ท�ำการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ Argonaute  

ในกุ้งก�ำลังจะตาย (moribund) ที่ 72 ชั่วโมงจึงไม่พบการแสดงออกท่ีแตกต่างจากกลุ่มควบคุม

	 จากการรายงานของ Sun et al. (2014) และ Zhang et al. (2010) รายงานว่าสารกระตุ้น

ภูมิคุ้มกัน CpG ODNs สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันและกระตุ้นโมเลกุลต่าง ๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับ

การต้านไวรัสรวมถึง Argonaute ด้วย จึงได้ศึกษาการตอบสนองของ PmAgo1 2 และ 3 ต่อ CpG 

ODNs ทั้งในสภาวะปกติและสภาวะที่ติดไวรัสตัวแดงดวงขาว พบว่า Argonanute ทั้งสามชนิด 

ของกุ้งกุลาด�ำมีการตอบสนองต่อ CpG ODNs ท่ีแตกต่างกัน ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออก 

ของ PmAgo1 ในกลุ่มที่ได้รับอาหารผสมสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs มีระดับลดลงอย่างมี 

	 ค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกในกุ้งกลุ่มต่าง ๆ ของยีน PmAgo1 PmAgo2 และ  

	 PmAgo3 ตามล�ำดับ ต่อระดับการแสดงออกของ PmActin โดยค�ำนวณจากความเข้ม 

	 ของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมจ�ำนวนด้วย RT-PCR ในภาพ 4A-B 4D-E และ 4G-H  

	 ตามล�ำดับ และค�ำนวณโดยโปรแกรม SCION IMAGE ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความ 

	 แตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีว่เิคราะห์ด้วย one way ANOVA และ t-test analysis  

	 error bar คือ SEM
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นัยส�ำคัญ (p < 0.05) ทั้งกุ้งที่ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวและ NaCl เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับอาหาร 

ที่ไม่ได้ผสม CpG ODNs อาจกล่าวได้ว่า CpG ODNs อาจจะไปกระตุ้นภูมิคุ้มกันในวิถีอื่นเพื่อช่วย

ป้องกันการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว จึงท�ำให้การแสดงออกของ PmAgo1 ลดลง 

	 PmAgo2 มรีะดบัการแสดงออกเพิม่ขึน้ในกุง้กลุ่มควบคมุท่ีได้รบัอาหารผสม CpG ODNs 

เมื่อเทียบกับกุ้งที่ได้รับอาหารปกติ ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับรายงานของ Yang et al. (2014)  

ที่พบว่า PmAgo2 มีการแสดงออกที่ตอบสนองต่อ Poly(I:C) แสดงว่า CpG ODNs สามารถกระตุ้น

ระบบภูมิคุ้มกันRNAi ที่อาศัย PmAgo2 ได้ในกุ้งกุลาด�ำ นอกจากน้ี Yang et al. (2014) ยังรายงาน

ว่า PmAgo2 มีการแสดงออกสูงขึ้นเมื่อกุ้งมีการติดเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และ 

ไวรัสตัวแดงดวงขาว อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้พบว่าเมื่อกุ้งที่ได้รับอาหารผสม CpG ODNs  

มีการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว จะส่งผลให้การแสดงออกของ PmAgo2 ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับ 

กุ้งที่ไม่ได้รับไวรัส อาจกล่าวได้ว่า PmAgo2 น่าจะตอบสนองต่อการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว  

แต่การกระตุ้นภูมิคุ้มกันในวิถีอื่นในสภาวะท่ีกุ้งได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs อาจจะช่วย

สร้างภูมิคุ้มกันในช่วง 72 ชั่วโมงหลังการฉีดไวรัส ส่งผลให้ระดับการแสดงออกของ PmAgo2 ลดลง

เช่นเดียวกับ PmAgo1 

	 การศกึษาการแสดงออกของ PmAgo3 ของ Phetrungnapa et al. (2013) พบว่า PmAgo3 

มบีทบาทส�ำคัญในการเพ่ิมปรมิาณไวรสัหวัเหลอืงในกุง้กลุาด�ำ เนือ่งจากยนีของไวรสัมกีารแสดงออก

ลดลงเมื่อมีการยับยั้งการแสดงออกของ PmAgo3 ด้วยอาร์เอ็นเอสายคู่ นอกจากนี้ Ho et al. (2019) 

พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของ PmAgo3 ในกุ้งกุลาด�ำส่งผลให้เกิดการยับยั้งการติดไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวและยังท�ำให้กุ้งที่ติดไวรัสทั้งสองชนิดตายช้าลง ในการศึกษาครั้งนี้การแสดงออก

ของ PmAgo3 ในกุ้งที่ได้รับอาหารผสม CpG ODNs มีระดับสูงกว่ากุ้งท่ีได้รับอาหารปกติ แสดงว่า 

กลไก RNAi ที่อาศัย PmAgo3 เป็นหนึ่งในระบบภูมิคุ้มกันในกุ้งที่ถูกกระตุ้นด้วย CpG ODNs  

เช่นเดยีวกบั PmAgo2 อย่างไรกต็ามการตดิไวรสัตวัแดงดวงขาวในกุง้ทีไ่ด้รบัอาหารผสม CpG ODNs  

ไม่มีผลต่อระดับการแสดงออกของ PmAgo3 เมื่อเทียบกับกุ้งที่ได้รับอาหารผสม CpG ODNs  

ที่ไม่ได้ติดไวรัส แสดงให้เห็นว่า PmAgo3 ในกุ้งกุลาด�ำไม่มีบทบาทส�ำคัญเมื่อกุ้งติดเชื้อไวรัสตัวแดง

ดวงขาวในสภาวะที่ได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG 

	 การศึกษาที่ผ่านมาของ Zhang et al. (2010) เกี่ยวกับกลไกการท�ำงานของ CpG ODNs  

ในระบบภูมิคุ้มกัน พบว่า CpG ODNs กระตุ้นปัจจัยต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการต้านไวรัส เช่น  

Dicer Argonaute STAT และ ROS ในกุ้งขาวแวนนาไม โดยกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับการฉีด 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่สร้างCpG ODNs ตามด้วยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว มีระดับการ

แสดงออกของ Argonaute ลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีฉีด PBS ตามด้วยการ 

ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาครั้งนี้เพราะเมื่อกุ้งกุลาด�ำได้รับ

สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs และติดไวรัสตัวแดงดวงขาวพบว่าการแสดงออกของ PmAgo1 



208 วารสารวิจยัราชภฏัพระนคร สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ปีท่ี 15 ฉบบัท่ี 2 (กรกฎาคม - ธนัวาคม 2563)

และ PmAgo2 ลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มกุ้งท่ีติดไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีไม่ได้รับสาร

กระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs 

	 ถึงแม้ว่าการศึกษาครั้งนี้จะพบการแสดงออกของ PmAgo ชนิดต่าง ๆ ที่ตอบสนองต่อ

การติดไวรัสตัวแดงดวงขาวในสภาวะที่ได้รับสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs ท่ีเวลา 72 ชั่วโมง 

หลังการติดไวรัส แต่อาจเป็นช่วงเวลาที่นานเกินไปเนื่องจากการตอบสนองของ PmAgo ต่อไวรัส 

จะเห็นได้ชัดเจนในช่วง 24-48 ชั่วโมงหลังจากได้รับไวรัส ดังน้ันเพื่อให้ได้ข้อมูลท่ีครอบคลุมมากยิ่งข้ึน 

เกี่ยวกับการตอบสนองของ Argonaute ทั้งสามชนิดของกุ้งกุลาด�ำต่อการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว

และสารกระตุน้ภมูคิุม้กนั CpG ODNs จงึควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิในช่วงแรกก่อน 72 ชัว่โมงหลงัการ 

ฉีดเชื้อ โดยเฉพาะช่วง 6 -48 ชั่วโมง ซึ่งนอกจากจะเป็นช่วงที่เห็นการตอบสนองของ Argonaute ต่อการ

ติดไวรัสที่ชัดเจน ยังพบการแสดงออกที่เปลี่ยนแปลงของยีนที่มีความส�ำคัญในกระบวนการต่าง ๆ 

เช่น ยีนในระบบภูมิคุ้มกัน ระบบควบคุม โฮมีโอสเตซิสของน�้ำในร่างกาย กระบวนการอะป็อปโตซิส  

ยีนของโปรตีนที่จับกับกรดนิวคลิอิก ยีนในกระบวนการเมตาบอลิซึม การถ่ายโอนสัญญาณ  

การตอบสนองต่อความเครียด และ การลอกคราบ (Shekhar et al, 2015) อีกด้วย นอกจากนี ้

ยังอาจใช้เป็นแนวทางในการให้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน CpG ODNs กับกุ้งตั้งแต่ยังเล็กเพื่อช่วยให้

กุ้งมีภูมิต้านทานต่อไวรัสซึ่งจะช่วยให้กุ้งตายช้าลงหรืออาจจะอยู่รอดมากขึ้นเมื่อได้รับเชื้อไวรัส 

ตัวแดงดวงขาว
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