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บทคัดย่อ

	 กุง้ขาวแวนนาไมเป็นสตัว์เศรษฐกจิทีส่�ำคญัของประเทศไทย แต่ในปัจจบุนัประสบปัญหา

โรคไวรัสตัวแดงดวงขาว ท�ำให้ผลผลิตกุ้งมีจ�ำนวนลดน้อยลงซึ่งส่งผลเสียกับเกษตรกรอย่างมาก  

การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหายีนที่แสดงออกต่างกันเมื่อกุ้งขาวแวนนาไมติดเชื้อไวรัสตัวแดง

ดวงขาว ด้วยการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวปริมาณที่ท�ำให้กุ้งขาวแวนนาไมตายเฉียบพลันที่วันที่ 3 

หลังการฉีดและใช้เพื่อค้นหายีนที่แสดงออกต่างกันท่ีตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว

หลังการฉีดเชื้อที่เวลาต่าง ๆ ได้แก่ 0 6 9 12 24 และ 48 ชั่วโมง โดยวิธี differential displayed  

RT-PCR ใช้การจับคู่ของไพรเมอร์ จ�ำนวน 45 คู่ไพรเมอร์ ของไพรเมอร์ oligo-dT
9
 ท่ีมีปลายห้อย 

สองเบสจ�ำนวนสามชนิด ได้แก่ AT หรือ GT หรือ CG กับไพรเมอร์สุ่มจับ 15 ไพรเมอร์ (P1 ถึง P15) 

พบแถบดีเอ็นเอที่มีระดับการแสดงออกสูงขึ้นมากกว่าสองเท่า จ�ำนวนท้ังหมด 30 แถบ จากการ 

จับคู่ของไพรเมอร์ 9 คู่ ได้แก่ คู่ไพรเมอร์ oligo-dT-AT กับไพรเมอร์แบบสุ่มจับ P4 จ�ำนวน 1 แถบ  
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คู่ไพรเมอร์ oligo-dT-CG กับ ไพรเมอร์แบบสุ่มจับ P1 หรือ P2 หรือ P3 หรือ P4 จ�ำนวน 17 แถบ  

ในขณะที่ คู่ไพรเมอร์ oligo-dT-GT กับ ไพรเมอร์แบบสุ่ม P3 หรือ P4 หรือ P9 หรือ P10 จ�ำนวน  

12 แถบ แถบดีเอ็นเอเหล่านี้จะน�ำไปวิเคราะห์หาล�ำดับดีเอ็นเอและหาข้อมูลจาก GenBank  

ในงานวิจัยต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) ไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot  

syndrome virus) ปฏิกริยิาพอลเีมอเรสของการแสดงออกต่างกนั (differential displayed RT-PCR)

ABSTRACT

	 White leg shrimp (Litopenaeus vannamei) is an important economically aquatic 

animal of Thailand. White spot syndrome virus infection caused lost shrimp product and 

made an economic loss. This study aimed to investigate the differential gene expression 

response to white spot syndrome virus infection in white leg shrimp. The quantity of white 

spot syndrome virus causes acute lethality at the 3rd day post-injection was an investigation 

in white leg shrimp. This dose was used to search for differential gene expression that 

response to white spot syndrome virus infection at the several timelines after white spot 

syndrome virus injection at 0, 6, 9, 12, 24 and 48 hour post-injection by differential displayed 

RT-PCR method by forty-five combinations between a two-bases anchored oligo-dT primer 

including AT, GT or CG and an arbitrary primer (P1 to P15). The total 30 DNA bands which 

two times up-regulation from each pair of corresponding bands were obtained from 9 

combination primers. The PCR product from the combination between two-base anchored 

oligo-dT primer with arbitrary primer obtained 1 band from oligo-dT-AT and P4, 17 bands 

from oligo-dT-CG and P1, P2, P3, or P4 whereas 12 bands from oligo-dT-GT and P3, P4, 

P9 or P10. These selected-bands would be then read for DNA sequence and search in 

the GenBank database in the next study.

Keywords: Litopenaeus vannamei white spot syndrome virus differential displayed RT-PCR

บทน�ำ

	 กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เป็นกุ้งท่ีถูกน�ำเข้ามาเลี้ยงอย่างแพร่หลาย

ในประเทศไทยตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 ซึ่งเป็นช่วงท่ีกุ้งกุลาด�ำประสบปัญหาโรคกุ้งจากการติดเชื้อไวรัส

อย่างหนักและท�ำให้ราคาผลผลิตลดลงอย่างมากเมื่อเทียบกับกุ้งขาวแวนนาไม เกษตรกรจึงหันมา
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เลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมเพ่ิมมากข้ึนแต่การเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมในพื้นที่เดียวกันกับกุ้งกุลาด�ำที่มี

ปัญหาโรคไวรัสกุ้งจึงเป็นสาเหตุให้กุ้งขาวแวนนาไมติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว โรคไวรัสตัวแดง 

ดวงขาวเป็นหนึ่งในโรคไวรัสที่ท�ำความเสียหายมากเป็นอันดับหนึ่งในบรรดาโรคทุกชนิดต่ออุตสาหกรรม

เลี้ยงกุ้งของไทยซึ่งพบได้ทั้งในกุ้งทะเลทุกชนิดรวมทั้งกุ้งขาวแวนนาไมด้วย (L. vannamei) โรคไวรัส

ตัวแดงดวงขาวที่เกิดจาก white spot syndrome virus (WSSV) มีชื่อเรียกหลายชื่อได้แก่ โรคไวรัส

ตัวแดงดวงขาว โรคไวรัสจุดขาว โรคไวรัสดวงขาว ซึ่งจะแสดงอาการมีจุดขาวด้านใต้เปลือกบริเวณ

ส่วนหัวและด้านข้างล�ำตัว ส่วนหาง กุ้งที่ติดไวรัสน้ีจะกินอาหารลดลง ไม่ลอกคราบและตายในท่ีสุด

ซึ่งอัตราการตายสูงถึง 80-100% ภายใน 4-5 วัน (ชลอ ลิ้มสุวรรณ, 2546) การตรวจสอบไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวด้วยโปรตีน VP28 ซึ่งเป็นโปรตีนห่อหุ้มหลัก ซึ่งมีหน้าท่ีส�ำคัญในกระบวนการ  

host-virus interaction ของไวรัสชนิดนี้ (Bas et al., 2016) และมีบทบาทส�ำคัญในขั้นตอนแรก 

ของการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้ง (Sánchez-Paz., 2010) ซึ่งจากปัญหาโรคไวรัสตัวแดง 

ดวงขาวในกุ้งขาวแวนนาไมนี้จึงมีการศึกษาค้นคว้าเพื่อหาทางแก้ไขปัญหาดังกล่าว 

	 ระบบภูมิคุ ้มกันในกุ้งเป็นแบบ innate immune response ระบบตอบสนองแบบ 

ไม่มีความจ�ำเพาะและไม่มีความจ�ำ  หรือไม่มีแอนติบอดีที่สามารถจดจ�ำสิ่งแปลกปลอมแล้วสร้าง

ภูมิต้านทานมาก�ำจัดในครั้งต่อไป ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งน้ีประกอบด้วยเซลล์เม็ดเลือด hemocyte 

(การห่อหุ ้มและการจับกิน) สารน�้ำ  ได้แก่ เปปไทด์ต ่อต้านแบคทีเรีย เอนไซม์ไลโซโซม  

ลิโปโพลีแซคคาไรด์ โปรตีน β-1,3-glucan และโมเลกุลจดจ�ำ) ระบบการท�ำงานร่วมกัน (ขบวนการ
แข็งตัวของโปรตีน ระบบโพรฟีนอลออกซิเดส) (Aguirre-Guzmán et al., 2009) นอกจากน้ี 

ในปัจจบุนัมกีารศกึษาเกีย่วกบัการมีปฏสิมัพันธ์กนัระหว่างกุง้และเชือ้ไวรสั ได้แก่ วถิกีารส่งสญัญาณ

ของระบบภูมิคุ้มกัน (immune signaling pathway) ได้แก่ Toll/IMD-NFkB และ JAK–STAT 

กระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีน (RNAi) ฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) และ อะป็อปโทซิส 

(apoptosis) (Wang et al., 2014) แต่การศึกษากลไกระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งที่ต่อต้านไวรัสยังไม่เป็น

ที่แน่ชัด ดังนั้นจึงต้องการค้นหายีนที่เกี่ยวข้องเมื่อถูกไวรัสจู่โจมเข้ามาในเซลล์

	 วิธี differential displayed RT-PCR หรือ ddRT-PCR เป็นเทคนิคเพื่อศึกษารูปแบบ 

การแสดงออกของยีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันในระดับ mRNA ระหว่างแต่ละเน้ือเยื่อของ 

เซลล์ยูคาริโอต โดยใช้เทคนคินีใ้นการเปรยีบเทยีบรปูแบบการแสดงออกของยนีระหว่างสองตวัอย่าง

ขึ้นไป โดยหลักการจะเปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA โดยกระบวนการ reverse transcription  

ใช้ชุดไพรเมอร์ที่มีปลายห้อยสองเบสด้าน 3’ เพ่ือสร้างห้องสมุด cDNA ของแต่ละตัวอย่าง ตามด้วย

การเพิ่มปริมาณด้วย PCR โดยใช้ไพรเมอร์มีปลายห้อยด้าน 3’ ร่วมกับไพรเมอร์แบบสุ่มจับ (Peale 

and Gerritsen, 2001) การศกึษาทีผ่่านมาของ Tawe (1998) ได้ค้นหายนีท่ีตอบสนองต่อความเครียด

ต่อพาราควอทใน Caenorhabditis elegans โดยใช้ ddRT-PCR พบยีนท่ีแสดงออกสูงขึ้น 40 เท่า

ใน mRNA ในประชากรหนอน ยีน L-1/M-47 ถอดรหัสได้ยีน เอนไซม์ detoxification gutathione 
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S-transferase ยีน M-132 ถอดรหัสได้ A potential stress-responsive transcription factor  

with C
2
H
2
-type zinc finger motifs and an N-terminal leucine zipper domain ยีน M-96  

ถอดรหัสได้ โปรตีนตัวใหม่ที่ตอบสนองต่อความเครียด นอกจากนี้พาราควอทยังเป็นที่ทราบกันอีก

ว่าจะสร้างอนุมูลอิสระ superoxide และพบว่า superoxide dismutase (SOD) แสดงออกสูงขึ้น

สองเท่าในประชากรหนอนเพื่อตอบสนองต่อพาราควอท (Tawe et al., 1998) นอกจากนี้มีการศึกษา

การแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันในเม็ดเลือดของกุ้งกุลาด�ำท่ีติดเชื้อ Vibrio harveyi โดยใช้คู ่

ไพรเมอร์ปลายห้อยด้าน 3’ และไพรเมอร์แบบสุ่มจับ 44 คู่ มีแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกต่างกันจ�ำนวน  

79 แถบ ซึ่งได้มาจากคู่ไพรเมอร์ -33 คู่ ประกอบด้วย มีการแสดงออกสูงขึ้น 48 แถบ (61%) และ

แสดงออกต�ำ่ลง 31 แถบ (39%) หลงัการตดิเชือ้ V. harveyi หลงัจากนัน้น�ำชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่สดงออก

ต่างกัน 48 ชิ้นมาเพ่ิมปริมาณอีกครั้ง ด้วย PCR และโคลน จ�ำนวน 257 โคลน ถูกเลือกอย่างสุ่มแล้ว

น�ำมาหาล�ำดับดีเอ็นเอ ล�ำดับดีเอ็นเอ 85 จาก 267 โคลน แมชกับล�ำดับดีเอ็นเอในฐานข้อมูล 

GenBank ซึ่ง 24 ล�ำดับของยีนที่แตกต่างกันเป็นยีนท่ีทราบหน้าท่ี ได้แก่ glucose transporter 1 

interferon-related developmental regulator 1 lysozyme profilin SERPINB3 ได้ถูกเลือก 

เพื่อยืนยันรูปแบบการแสดงออกต่างกันโดย realtime PCR พบว่ายีนท่ีมีการแสดงออกต่างกันสูง

ของยีนบนเม็ดเลือดกุ้งหลังการติดเชื้อแบคทีเรีย สรุปยีนที่เกี่ยวข้องได้แก่ The anti-lipopolysaccharide 

factor type 3 (ALFPm3) (Hirono et al., 2006) 

	 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องการหายีนที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อไวรัสตัวแดง

ดวงขาวในกุ้งขาวแวนนาไม

วิธีการ

	 1.	 ตัวอย่างกุ้งขาวแวนนาไม 

	 	 น�ำกุ้งขาวแวนนาไมปลอดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาว จากฟาร์มเลี้ยงกุ้งของเกษตรกร

ใน อ.เมือง จ.ตราด และมาพักไว้ที่บ่อพักกุ้งท่ีมีการให้ออกซิเจนตลอดเวลาประมาณ 1-2 วัน 

ก่อนท�ำการทดลองเพ่ือลดความเครียดให้กับกุ้ง 

	 2.	 การหาปรมิาณของไวรสัตวัแดงดวงขาวทีท่�ำให้กุง้ขาวแวนนาไมตายเฉยีบพลนั

ที่วันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ 

	 	 กุ้งที่ปลอดเชื้อถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 5-8 ตัว ได้แก่ กลุ่มท่ีฉีดไวรัสตัวแดง

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

ตามล�ำดับ โดยฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว (ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.เฉลิมพร องศ์วรโสภณ 

สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล) 50 µl ด้วยเข็มฉีดยาขนาด 29 G × ½”  

(0.33 mm × 12.7 mm) เข้าบริเวณกล้ามเน้ือด้านหลังใต้เปลือกท่ี 2 จากส่วนหัวของกุ้งกุลาด�ำ  

จากนั้นสังเกตและบันทึกจ�ำนวนกุ้งที่ตายเพื่อหาร้อยละอัตราการตายสะสมและเก็บเนื้อเยื่อเหงือก



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

ของกุ้งที่ตายเพื่อตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาวด้วยวิธี RT-PCR โดยก่อนเก็บเน้ือเยื่อจะท�ำให ้

กุ้งสลบด้วยน�้ำแข็งก่อน 

	 3.	 การตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาวในเนื้อเยื่อกุ้งด้วยวิธี RT-PCR

	 	 น�ำเนื้อเยื่อเหงือกของกุ้งมาสกัดอาร์เอ็นเอด้วย Tri-reagent ตามที่ระบุในคู่มือการ 

ใช้งานของ VWR Life Science RiboZol™ จากนั้นใช้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้เป็นแม่แบบส�ำหรับ 

การสังเคราะห์ cDNA สายแรก โดยน�ำอาร์เอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 µg ผสมกับไพรเมอร์ Oligo-dT
15 

ในปริมาณ 500 nM ร่วมกับเอนไซม์ Improm-II™ Reverse-Transcriptase (Promega, USA)  

บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที 42 °C เป็นเวลา 60 นาที และ 70 °C เป็นเวลา 15 นาที  

จากนั้นน�ำ  cDNA ที่สร้างได้ ปริมาณ 50 ng มาเพิ่มปริมาณยีน VP28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (Mullis, K.B et al., 1986) ซึง่ประกอบด้วย 1×Taq DNA polymerase 

buffer with (NH
4
)
2
SO

4
 2 mM MgCl

2 
50 nM ของ dNTP แต่ละชนิด 1 Unit Taq DNA polymerase 

(Thermo Fisher Scientific) 0.2 µM ของไพรเมอร์ VP28-3 และ VP28-4 (ตารางท่ี 1) โดยบ่มท่ี

อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 4 นาที 1 รอบ จากนั้นท�ำปฏิกิริยาท่ี 95 °C เป็นเวลา 30 วินาที 55 °C  

30 วินาที และ 72 °C 30 วินาที จ�ำนวน 25 รอบ และรอบสุดท้ายที่ 72 °C เป็นเวลา 2 นาท ี 

โดยท�ำการเพิ่มจ�ำนวนยีน PvActin ของกุ้งขาวแวนนาไมเป็นยีนควบคุมที่อุณหภูมิต่าง ๆ ดังนี้  

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

21 รอบ และรอบสุดท้ายที่ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วย 

อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีสิส ที่ผสมสารเรืองแสง MIDORI GREEN ADVANCE (NIPPON 

GENETICS EUROPE) 4-6 µl

	 4.	 การทดสอบการปนเปื้อนดีเอ็นเอในตัวอย่างอาร์เอ็นเอ

	 	 น�ำอาร์เอนเอ 1 ไมโครกรัม ผสมเข้ากับไพรเมอร์ PRT 10 µM จากน้ันน�ำไปบ่ม  

ที่อุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 5 นาที โดยจะแบ่งไว้ท�ำ 2 ปฏิกิริยา คือปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซม์ reverse 

transcriptase และปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์ reverse transcriptase จากน้ันน�ำไปปักน�้ำแข็ง  

5 นาที จากนั้นน�ำมาแบ่งใส่ทั้งสองปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาแรก เติมเอนไซม์ Improm-II™  

Reverse-Transcriptase (Promega, USA) 1x reaction buffer 3 mM MgCl
2
 0.5 mM dNTP  

ส่วนปฏิกิริยาที่สอง มีส่วนประกอบทุกอย่างเหมือนปฏิกิริยาแรก ยกเว้นไม่ใส่เอนไซม์ Improm-II™ 

Reverse-Transcriptase (Promega, USA) จากน้ันผสมเข้าด้วยกันแล้วบ่มท่ี 25 °C เวลา 5 นาที 

42 °C เวลา 60 นาทีและ 70 °C เวลา 15 นาที จากน้ันน�ำไปเพิ่มปริมาณยีนแอคตินเป็นยีนควบคุม

ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ดังนี้ 94 °C เป็นเวลา 30 วินาที 55 °C 30 วินาที และ 72 °C 45 วินาที จ�ำนวน 

21 รอบ และรอบสุดท้ายที่ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีสิส 

ที่ผสมสารเรืองแสง MIDORI Green Advance (NIPPON Genetics Europe) 4-6 µl 
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ตารางที่ 1 ล�ำดับไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา

ชื่อไพรเมอร์

PvActinF

PvActinR

VP28-3

VP28-4

olido-dT-TA

oligo-dT-CG

oligo-dT-GT

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

22

23

20

22

30

30

30

25

26

25

25

26

25

25

25

25

25

23

22

24

22

22

GACTGCTACGTCGGCGACGAGG

GCACGGTGGTCATCTCCTGCTCG

ATGAGAATGAACTCCACCTTAA

CAGAGCCTAGTCTATCAATCAT

CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTTA

CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCG

CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGT

ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA

ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATAG

ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTGG

ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG

ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG

ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG

ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG

ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG

ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG

ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC

ATACCAGTGGAGCTTGATGTCGC

AAACGCCGATCACTTTAGCCGTG

ACGACCTAGTCAGAATACTGGCTC

ATACGCACTGGATTGACCAACG

AAGGTGACCATGTGTCTACCTG

จ�ำนวนเบส (base) ล�ำดับเบส (5’                 3’)
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	 5.	 การตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR

	 	 การทดลองนี้แบ่งกุ้งขาวแวนนาไม 30 ตัว ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่คือ กลุ่มกุ้งท่ี 

ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-2 15 ตัว และกลุ่มกุ้งท่ีฉีด 150 mM NaCl 15 ตัว  

โดยแต่ละกลุ่มใหญ่จะเก็บเนื้อเยื่อเหงือกที่จ�ำนวน 3 ตัว/เวลา จ�ำนวนท้ังหมด 5 เวลา ได้แก่ 6 9  

12 24 48 ชั่วโมงหลังการฉีดและกุ้งที่ไม่ได้รับการฉีดสารใด ๆ จะท�ำการเก็บเน้ือเยื่อเหงือกจากกุ้ง

จ�ำนวน 3 ตัวเพื่อใช้เป็นกลุ่มควบคุมที่ 0 ชั่วโมง 

	 	 น�ำอาร์เอ็นเอมาก�ำจัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยได้รวมอาร์เอ็นเอจากเหงือกกุ้ง 3 ตัว/เวลา 

ปริมาณ 1 µg ใส่รวมกับเอนไซม์ RQ1 หรือ DNaseI (Thermo Fisher Scientific) 1 Unit และ  

1x RQ1 buffer ผสมให้เข้ากันก่อนน�ำไปบ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 20 นาที แล้วปักบนน�้ำแข็ง  

2 – 3 นาที เติม stop solution 0.5 µl ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มท่ี 65 °C 10 นาที จากน้ันน�ำ ไพรเมอร ์

oligo-dT-TA หรือ oligo-dT-CG หรือ oligo-dT-GT ที่ผ่านการบ่มที่ 65 °C 10 นาที เติมเข้าไป 

ในปฏิกิริยาที่เตรียมอาร์เอ็นเอก�ำจัดจีโนมิกดีเอ็นเอไว้แล้ว ดูดมา 1 µl ใส่ในปฏิกิริยา reverse 

transcription ที่ประกอบด้วย เอนไซม์ Improm-II™ Reverse-Transcriptase (Promega, USA) 

แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที 42 °C เป็นเวลา 60 นาที และ 70 °C เป็นเวลา 10 นาที 

จะได้ห้องสมุด cDNA ของไพรเมอร์ oligo-dT ทั้งสามไพรเมอร์ จากนั้นน�ำ  cDNA ที่ได้ 50 ng  

มาเป็นดีเอ็นเอตั้งต้นส�ำหรับปฏิกิริยา ddRT-PCR โดย ผสมเข้ากับ 1x Taq buffer with (NH
4
)
2
SO

4
 

1.5 mM MgCl
2 
50 nM ของ dNTP แต่ละตัว เอนไซม์ Taq DNA polymerase 1 unit และ 0.4 µM 

ของไพรเมอร์สุ่มจับ P1 หรือ P2 ถึง P15 น�ำไปผสมให้เข้ากัน โดยบ่มที่อุณหภูมิ 94 °C 3 นาท ี 

40 °C 3 นาที 72 °C 3 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 °C 30 วินาที 40 °C 30 วินาที 72 °C  

2 นาที จ�ำนวน 2 รอบ ที่อุณหภูมิ 72 °C 2 นาที 94 °C 30 วินาที 50 °C 30 วินาที และรอบสุดท้าย

ที่อุณหภูมิ 72 °C 7 นาที จ�ำนวน 1 รอบ

	 6.	 การคัดเลือกยีนที่แสดงออกต่างกันด้วยวิธี denaturing polyacrylamide  

gel electrophoresis 

	 	 น�ำตัวอย่างมาผสมเข้ากับ 1x loading dye 5 µl น�ำไปบ่มท่ี 94 °C เป็นเวลา 2 นาที 

ปักบนน�้ำแข็งเพื่อคงสภาพดีเอ็นเอก่อนแยกขนาดบน 5% denaturing polyacrylamide gel  

ที่เตรียมไว้ ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 1100 โวลต์ เป็นเวลา 60-90 นาที หรือสังเกต loading dye  

อยู่ที่ประมาณสองในสามของเจลจากด้านบน แล้วน�ำเจลไปย้อมด้วยวิธี silver staining แล้วน�ำมา

คัดเลือกแถบที่แสดงออกต่างกัน โดยสังเกตแถบในตัวอย่างที่เวลาเดียวกันเปรียบเทียบระหว่าง 

กลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกันมากกว่าสองเท่า

และมีขนาดดีเอ็นเอมากกว่า 100 คู่เบส น�ำเจลอะคริลาไมด์ก่อนและหลังตัดแถบแล้วไปบันทึกภาพ

ด้วยเครื่องสแกนภาพ นับจ�ำนวนแถบดีเอ็นเอที่มีการแสดงออกต่างกันและบันทึกผล หลังจากน้ัน

ท�ำการตัดแถบดีเอ็นเอที่คัดเลือกออกจากเจลเพ่ือน�ำมาใช้ในงานวิจัยต่อไป 
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ผลการทดลอง 

	 1.	 การหาปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ท�ำให้กุ้งขาวแวนนาไมตายเฉียบพลันที่

วันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ

	 	 จากการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีถูกเตรียมท่ีความเจือจาง 1x10-1 ถึง 1x10-4  

ให้กับกุ้งขาวแวนนาไมและติดตามอัตราการตายของกุ้งในแต่ละกลุ่ม เพื่อหาปริมาณไวรัสตัวแดง

ดวงขาวที่เหมาะสมที่ท�ำให้กุ้งตายในวันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ พบว่ากุ้งท่ีได้รับไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ที่ 1x10-1 มีอัตราการตายในวันที่ 1 หลังจากการฉีดเชื้อ (dpi) สูงท่ีสุด คือ ร้อยละ 50 ขณะท่ีกุ้ง 

ที่ได้รับไวรัสในปริมาณอื่น ๆ คือ 1x10-3 และ 1x 10-4 มีอัตราการตายในวันท่ี 1 ร้อยละ 25 และ 17 

ตามล�ำดับ แต่กุ้งที่ได้รับไวรัสกลุ่มนี้มีอัตราการตายสะสมไม่ถึงร้อยละ 100 ในวันท่ี 3 หลังการ 

ฉีดไวรัส ขณะที่กุ้งในกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วย 150 mM NaCl มีอัตราการตายสะสมที่ในวันที่ 1 ถึง  

วันที่ 3 อยู่ที่ร้อยละ 18 ดังแสดงในภาพที่ 1 ในขณะท่ีปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีความเจือจาง 

1x10-2 มีอัตราการตายในวันที่ 1 คือ ร้อยละ 36 น้อยกว่าอัตราการตายกลุ่มท่ีฉีดไวรัสตัวแดง 

ดวงขาวที่ 1x 10-1 คือ ร้อยละ 50 และมีอัตราการตายในวันท่ี 3 ถึงร้อยละ 100 ดังรูปท่ี 1  

จากผลการทดลองนี้จึงเลือกปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีความเจือจาง 10-2 เพื่อใช้ในการ 

ตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR 

	 2.	 การตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาวในเนื้อเยื่อกุ้งด้วยวิธี RT-PCR

	 	 การยืนยันการตายของกุ้งจากการติดเชื้อไวรัส โดยใช้ cDNA ของเน้ือเยื่อเหงือก 

ของกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์และไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-1 

1x10-2 1x10-3 และ 1x10-4 ด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ VP28-3 และ VP28-4 ซึ่งมียีนควบคุม 

คือ PvActin เมื่อเก็บเนื้อเยื่อเหงือกของกุ้งทุกกลุ่มที่ตายในวันที่ 3 หลังการฉีดไวรัส มาตรวจสอบ 

การติดไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยเพิ่มปริมาณ ทรานสคริปท์ของยีน VP28 ของไวรัสตัวแดงดวงขาว

ด้วยวิธี RT-PCR ด้วยไพรเมอร์ VP28-3 และ VP28-4 พบว่าสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของ 

ยีน VP28 (447 bp) ในกุ้งทุกตัวที่ฉีดไวรัส ขณะที่ไม่พบแถบของไวรัสตัวแดงดวงขาวในกลุ่มควบคุม

ที่ฉีดด้วย 150 mM NaCl (รูปที่ 2) ซึ่งยืนยันว่ากุ้งขาวแวนนาไมที่น�ำมาใช้ในการทดลองเป็นกุ้ง 

ที่ปลอดจากไวรัสตัวแดงดวงขาวและกุ้งที่ได้รับการฉีดไวรัสตายจากการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว  

ทั้งนี้กุ้งในกลุ่มควบคุมที่ฉีดด้วยโซเดียมคลอไรด์ที่มีอัตราการตายสะสมร้อยละ 18 ตั้งแต่วันที่ตาย

จากการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว 1 หลังการฉีดเชื้อ อาจจะตายด้วยสาเหตุอื่นเช่น ความเครียดหรือ

บาดเจ็บจากการฉีด แต่ไม่ได้ตายจากการติดไวรัสตัวแดงดวงขาว
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	 3.	 การทดสอบความบริสุทธิ์ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอ 

	 	 เนื่องจากกระบวนการ ddRT-PCR คือตรวจสอบการแสดงออกท่ีแตกต่างกันของยีน 

ซึ่งเป็นการสังเกตระดับทรานสคริปท์หรือ mRNA ซึ่งอาร์เอ็นเอท่ีน�ำมาใช้จึงต้องเป็นอาร์เอ็นเอท่ีไม่มี

ดีเอ็นเอเจือปนเพื่อให้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยา ddRT-PCR เป็นผลที่มาจากทรานสคริปท์ 

mRNA เท่านั้น จึงมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องยืนยันโดยการทดสอบการปนเปื้อนของดีเอ็นเอ 

ในตัวอย่างอาร์เอ็นเออีกครั้ง การทดสอบการปนเปื้อนของดีเอ็นเอในตัวอย่างอาร์เอ็นเอ การทดลอง

จะแบ่งออกเป็นสองปฏกิริยิาได้แก่ ปฏกิริยิาทีใ่ส่ และปฏิกริิยาท่ีไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase 

(Improm-II™ Reverse-Transcriptase (Promega, USA)) ซึ่งเอนไซม์ reverse transcriptase  

จะเป็นเอนไซม์ที่สังเคราะห์ cDNA จาก mRNA เพื่อเป็นแม่แบบที่จะน�ำไปใช้ในการเพิ่มปริมาณ 

ยีนแอคตินโดยไพรเมอร์ PvActinF และ PvActinR ตัวอย่างท่ีเลือกน�ำมาทดสอบได้สุ่มเลือกท้ังกุ้ง 

ที่ฉีดโซเดียมคลอไรด์และกุ้งที่ฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว 

รูปที่ 1 แผนภูมิร้อยละอัตราการตายสะสมของกุ้งขาวแวนนาไม

หลังได้รับการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ปริมาณต่าง ๆ ได้แก่ 1x10-1 1x10-2 1x10-3 1x10-4 

และ 150 mM NaCl ที่เวลา 1 - 3 วันหลังการฉีดไวรัส (dpi) 

(dpi คือ day post injection หรือ วันหลังการฉีด)
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รูปที่ 2 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเน้ือเยื่อเหงือก

เพื่อหาปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ท�ำให้กุ้งตายเฉียบพลันท่ีวันท่ี 3 หลังการฉีดเชื้อ 

(M แทนเครื่องหมายดีเอ็นเอ 100 bp ปริมาณ 100 ng ตัวเลข 1 ถึง 10 แทนกุ้งขาวแวนนาไม

แต่ละตัวในกลุ่มการทดลอง)

รูปที่ 3 การทดสอบความบริสุทธิ์ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอด้วยวิธี RT-PCR

หมายเหตุ :	 +	 คือ ปฏิกิริยาที่ใส่เอนไซม์ reverse  transcriptase 
	 – 	คือ ปฏิกิริยาที่ไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase  
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	 	 อาร์เอ็นเอจากกุ้งที่มาจากทั้งกลุ่มท่ีฉีดโซเดียมคลอไรด์และไวรัสตัวแดงดวงขาว  

น�ำมาท�ำปฏิกิริยาที่มีและปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์ reverse transcriptase แล้วเพิ่มปริมาณยีน 

PvActin (NaCl แทนกุ้งที่ฉีดโซเดียมคลอไรด์และ WSSV แทนกุ้งท่ีฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว –ve  

แทนปฏิกิริยาที่ไม่ได้ใส่ cDNA M แทน ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp)

		  การทดสอบความบริสุทธิ์ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอ โดยตัวอย่างอาร์เอ็นเอใช้เป็นแม่แบบ 

ในการสังเคราะห์ cDNA สายแรก ตรวจสอบโดยการใส่และไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase 

เห็นได้ว่าปฏิกิริยาที่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase จะสามารถเพิ่มยีน PvActin ได้ ในขณะท่ี

ปฏิกิริยาที่ไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase จะไม่สามารถเพิ่มยีน PvActin ได้เนื่องจากเอนไซม ์

reverse transcriptase เป็นเอนไซม์ที่ท�ำปฏิกิริยาย้อนกลับสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA โดย 

ถ้าปฏิกิริยานั้นที่ไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase และไม่สามารถเพิ่มปริมาณยีนแอคตินได ้

แสดงว่าอาร์เอ็นเอที่น�ำมาใช้บริสุทธ์ิจากดีเอ็นเอ 

	 4.	 การตรวจสอบยนีทีแ่สดงออกต่างกนัในกุง้ขาวแวนนาไมทีต่ดิเชือ้ไวรสัตวัแดง

ดวงขาวด้วยวิธี ddRT-PCR

		  ในการตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR น้ัน

กุ้งจะได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์หรือไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-2 แล้วเก็บเนื้อเยื่อเหงือก

ที่เวลาต่าง ๆ หลังการฉีดได้แก่ 0 6 9 12 24 48 ชั่วโมงหลังการฉีด (hpi) มาสกัดอาร์เอ็นเอและ

สังเคราะห์ cDNA สายแรก จาก total RNA หลังจากน้ัน ตรวจสอบไวรัสตัวแดงดวงขาวด้วย PCR 

โดยใช้ไพรเมอร์ VP28-3 และ VP28-4 ซึ่งมียีนควบคุมคือ PvActin ดังภาพท่ี 4
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 รูปที่ 4 การตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งกลุ่มท่ีฉีดไวรัส

ที่ความเจือจาง 1x10-2 เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีฉีดโซเดียมคลอไรด์ในเน้ือเยื่อเหงือกกุ้งขาว

ในการทดลองการตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR 

(0 hpi แทนกลุ่มของกุ้งที่ไม่ได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์หรือไวรัสตัวแดงดวงขาว

ในรูป 4A รูปที่ 4B 4D 4F 4H 4J แทนกลุ่มของกุ้งหลังได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 

ที่ 6 9 12 24 48 hpi คือ ตามล�ำดับ รูปท่ี 4C 4E 4G 4I 4K แทนกลุ่มของกุ้ง

หลังได้รับการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว (WSSV) ท่ี 6 9 12 24 48 hpi ตามล�ำดับ 

M แทน ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp hpi แทน ชั่วโมงหลังการฉีด)
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	 จากการตรวจสอบพบว่ากุง้ทีไ่ด้รบัการฉดีโซเดยีมคลอไรด์ ไม่มกีารแสดงออกของยนีไวรสั

ตัวแดงดวงขาว (VP28) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากุ้งทุกตัวที่น�ำมาทดลองปลอดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว

และกุง้ทีไ่ด้รบัการฉดีไวรสัตวัแดงดวงขาวพบว่ามกีารแสดงออกของยนีไวรัสตวัแดงดวงขาว (VP28) 

ในกุ้งบางตัวที่ 12 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ (12 hpi WSSV) ในขณะที่ 24 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ  

(24 hpi WSSV) พบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุ้งทุกตัว และที่ 48 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ 

ไวรัส (48 hpi WSSV) พบการแสดงออกของยีน VP28 ในกุ้งทุกตัวและมีการแสดงออกในระดับ 

ค่อนข้างสูง 

	 การตรวจสอบยีนที่แสดงออกแตกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมที่ได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์

หรือไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-2 ด้วยวิธี Differential-display reverse transcription 

PCR (ddRT-PCR) ในวิธี ddRT-PCR และโดยใช้ไพรเมอร์ปลายห้อยสองเบสจ�ำนวน 3 ชนิด ได้แก่ 

olido-dT-TA หรือ olido-dT-CG หรือ olido-dT-GT เข้าคู่กับไพรเมอร์สุ่มจับ (ไพรเมอร์ P1 หรือ P2 

ถึง P15) ล�ำดับดีเอ็นเอของไพรเมอร์แสดงในตารางท่ี 1 การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน

ระหว่าง 2 กลุ่มการทดลองคือระหว่างกลุ่มที่ฉีดโซเดียมคลอไรด์และกลุ่มท่ีฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว 

จากนั้นใช้ polyacrylamide gel electrophoresis ในการแยกขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได้และท�ำการ

ย้อมเจลด้วยวิธี silver staining โดยเก็บเนื้อเยื่อเหงือกจาก 0 6 9 12 24 และ 48 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ 

น�ำมาเปรียบเทียบกันทั้งสองกลุ่มโดยมีกลุ่ม 0 ช่ัวโมง คือกลุ่มท่ีกุ้งไม่ได้รับการฉีดโซเดียมคลอไรด์

รูปที่ 4 (ต่อ)
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หรอืไวรสัเป็นกลุม่ควบคมุ จะเหน็ได้ว่าเมือ่น�ำท้ังสองกลุ่มมาเปรยีบเทียบระดบัการแสดงออกกนัแล้ว

พบว่ามีดีเอ็นเอบางแถบมีระดับการแสดงออกท่ีแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 2 

ตารางที่ 2 แถบดีเอ็นเอที่มีระดับการแสดงออกท่ีแตกต่างกันในเจลอะคริลาไมด์

ไพรเมอร์ oligo-dT 
ที่มีปลายห้อย 2 เบส

oligo-dT-TA
P4

P10

NaCl / 48

NaCl / 48

WSSV / 9 

WSSV / 24

NaCl / 6 

NaCl / 6 

WSSV / 6 

WSSV / 6 

NaCl / 12 

NaCl / 12 

NaCl / 12 

WSSV / 12 

WSSV/12 

NaCl 12 

NaCl 12 

NaCl 12 

NaCl 12 

NaCl 12 

WSSV 12 

NaCl 12 

NaCl 12 (2)

WSSV 12 (3)

NaCl 24 (4)

WSSV 24 (5)

WSSV 24 (6)

200

900

150  

250 

220(1)**

220(2)**

600(1)**

600(2)**

200  

700(1)**

700(2)** 

600(1)**

600(2)** 

>300

>300 

700 

>200(1)**

>200(2)**

>100 

>400

200 

190 

120 

140(1)**

140(2)** 

oligo-dT-CG

oligo_dT_GT

oligo_dT_GT

ไพรเมอร์สุ่มจับ กลุ่มทดลอง
/ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ (hpi*)

ขนาดประมาณ
 (คู่เบส)

P3

P4

P3

P4

P9

P10

หมายเหตุ :	 hpi คือ hours post injection หรือชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ
	 แถบดีเอ็นเอที่มีสองแถบอยู่ติดกันจากกลุ่มการทดลองเดียวกันและเวลาหลังการฉีดเชื้อเดียวกัน 
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	 แถบดเีอน็เอทีม่รีะดบัการแสดงออกทีแ่ตกต่างกนัในเจลอะครลิาไมด์ ในกุง้ขาวแวนนาไม

ของคู่ไพรเมอร์ oligo-dT-TA กับ ไพรเมอร์สุ่มจับ P4 และ กับ P10 พบจ�ำนวน 1 แถบจากท้ังสองคู่

ไพรเมอร์ ในขณะที่คู่ไพรเมอร์ oligo-dT-CG กับไพรเมอร์สุ่มจับ P3 (oligo-dT-CG/P3) พบจ�ำนวน 

2 แถบ และกับ P4 (oligo-dT-CG/P4) พบ 9 แถบ และคู่ไพรเมอร์ oligo_dT_GT กับไพรเมอร์ 

สุ่มจับ P3 (oligo_dT_GT/P3) พบ จ�ำนวน 1 แถบ กับ P4 (oligo_dT_GT/P4) พบจ�ำนวน 5 แถบ กับ 

P9 (oligo_dT_GT /P9) พบจ�ำนวน 1 แถบ และกับ P10 (oligo_dT_GT/P10) 5 แถบ ตามล�ำดับ 

(ตารางที่ 2) ซึ่งจะเห็นความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอที่แสดงออกต่างกันซึ่งเกิดจากการสุ่มจับ

ของคู่ไพรเมอร์ต่าง ๆ  เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งเมื่อน�ำดีเอ็นเอจากแถบ เหล่านี้น�ำไปอ่านล�ำดับดีเอ็นเอ 

และจับคู่กับล�ำดับดีเอ็นเอในฐานข้อมูล GenBank (NCBI) เพื่อค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ

ไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ้งขาวแวนนาไมในการวิจัยครั้งต่อไป 

สรุปและวิจารณ์ผล 

	 ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งเป็นภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก�ำเนิดไม่มีแอนติบอดีที่สามารถจดจ�ำ 

ส่ิงแปลกปลอมแล้วสร้างภูมิต้านทานมาก�ำจัดในครั้งต่อไป เมื่อกุ้งได้รับเชื้อโรคเช่นไวรัสตัวแดงดวงขาว 

จึงไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มกันได้ และกุ้งมีปฏิสัมพันธ์กับเชื้อโรคผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น Toll/

IMD-NFkB และ JAK–STAT กระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีน (RNAi) ฟาโกไซโทซิส 

(phagocytosis) และอะป็อปโทซิส (apoptosis) (Wang et al., 2014) โดยได้มีการค้นหาระดับ 

การแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันมากมายในการงานวิจัยที่ผ่านมา มีการศึกษาการแสดงออก 

ของยีนที่แตกต่างกันในเม็ดเลือดของกุ้งกุลาด�ำที่ติดเชื้อ Vibrio harveyi โดยวิธี ddRT-PCR  

สรุปยีนที่เกี่ยวข้องได้แก่ The anti-lipopolysaccharide factor type 3 (ALFPm3) (Hirono et al., 

2006) แต่เนื่องจากกลไกเหล่านี้ยังไม่เป็นที่แน่ชัดจึงจ�ำเป็นจะต้องค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องเมื่อถูก 

ไวรัสจู่โจมเข้ามาในเซลล์ วิธีการ ddRT-PCR เป็นวิธีที่ถูกเลือกเพื่อหายีนที่มีการแสดงออกสูงขึ้น 

หรือต�่ำลงเมื่อไวรัสจู่โจมเข้าไปในเซลล์กุ้งในงานวิจัยครั้งน้ี

	 โดยในการศึกษาครั้งนี้ต้องการค้นหายีนที่มีระดับการแสดงออกที่แตกต่างกันเมื่อกุ้งขาว

แวนนาไมได้รับการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจางต่าง ๆ ที่ท�ำให้กุ้งตายเฉียบพลันที่ 

วันที่ 3 หรือ ภายใน 72 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ พบว่าเมื่อฉีดกุ้งที่ความเจือจางของไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ที่ 1x10-2 กุ้งมีอัตราการตายวันที่ 1 ร้อยละ 36 เมื่อเทียบกับความเจือจาง 1x 10-3 คือร้อยละ 25  

แต่อัตราการตายวันที่ 3 คือร้อยละ 100 ในขณะที่ความเจือจาง 1x10-3 อัตราการตายเพียงร้อยละ 92  

จากผลการทดลองนี้จึงเลือกปริมาณไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ีความเจือจาง 1x10-2 เพื่อใช้ในการ 

ตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR เนื่องจากเป็นความเจือจาง

ของไวรัสที่ท�ำให้กุ้งตายที่วันที่ 3 ซึ่งใกล้เคียงกับการติดไวรัสตัวแดงดวงขาวแบบรุนแรงท่ีท�ำให้กุ้ง

ตายภายใน 3-5 วัน (ชลอ ลิ้มสุวรรณ, 2546) 
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	 การตรวจสอบการตายจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในกุ ้งขาวแวนนาไม 

ที่ความเจือจาง 1x10-1 ถึง 1x10-4 และกลุ่มที่ฉีด 150mM NaCl โดยวิธี RT-PCR เมื่อตรวจสอบ 

โดยใช้ไพรเมอร์ VP28-3 และ VP28-4 ซึ่งมียีนควบคุม คือ PvActin พบว่าสามารถตรวจพบแถบ 

ของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว VP28 (447 bp) ในกุ้งทุกตัวท่ีฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาวท้ังความเจือจาง 

1x10-1 ถึง 1x10-2 และพบได้บางตัวที่ความเจือจาง 1x10-3และ 1x 10-4 เน่ืองจากปริมาณไวรัส 

อาจจะมีปริมาณน้อยที่จะสามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธี RT-PCR หลัง 72 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ  

ในขณะที่ไม่พบแถบของไวรัสตัวแดงดวงขาวในกลุ่มควบคุมท่ีฉีดด้วย 150 mM NaCl แสดงว่ากุ้ง 

ที่น�ำมาใช้ในการทดลองครั้งนี้ปลอดจากเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและเหมาะสมท่ีจะน�ำมาใช้เพื่อ 

การทดลองท�ำให้กุ ้งติดเชื้อหลังจากการฉีดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในปริมาณที่ท�ำให้กุ ้งตายที ่

วันที่ 3 คือความเจือจางไวรัสตัวแดงดวงขาวท่ี 1x10-2

	 การทดลองการตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกันในกุ ้งขาวแวนนาไม 

ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวด้วย ddRT-PCR จ�ำเป็นต้องตรวจสอบการตายของกุ้งขาวแวนนาไม

จากการติดเช้ือไวรัสตัวแดงดวงขาวที่ความเจือจาง 1x10-2 และกลุ่มที่ฉีด 150mM NaCl โดยวิธ ี

RT-PCR หลังการฉีดกุ้งที่เวลา 0 6 9 12 24 และ 48 ชั่วโมงหลังการฉีด พบว่ากุ้งที่ได้รับการฉีด

โซเดียมคลอไรด์ ไม่มีการแสดงออกของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว (VP28) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากุ้งทุกตัว

ที่น�ำมาทดลองปลอดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวอย่างแน่นอนและกุ้งที่ได้รับการฉีดไวรัสตัวแดงดวงขาว 

พบว่ามีการแสดงออกของยีนไวรัสตัวแดงดวงขาว (VP28) ในกุ้งบางตัวท่ี 12 ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ 

(12 hpi WSSV) เนื่องจากเป็นช่วงแรกที่ไวรัสจู่โจมเซลล์และเนื้อเยื่อกุ้งและยังตรวจสอบด้วย RT-PCR 

ค่อนข้างยาก แต่ในขณะที ่24 ชัว่โมงหลงัการฉีดเชือ้ (24 hpi WSSV) พบการแสดงออกของยนี VP28 

ในกุ้งทุกตัว และที่ 48 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อไวรัส (48 hpi WSSV) พบการแสดงออกของยีน VP28 

ในกุ ้งทุกตัวและมีการแสดงออกในระดับค่อนข้างสูงเนื่องมาจากไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการ 

เพิ่มจ�ำนวน (virus replication) และแพร่กระจายไปหลายเนื้อเยื่อทั่วตัวกุ้ง จึงสามารถตรวจสอบ

และเพิ่มปริมาณด้วย RT-PCR ได้และมีแถบดีเอ็นเอเข้ม แสดงถึงการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสตัวแดงดวงขาว 

ในปริมาณค่อนข้างสูง เนื่องจากเป็นไวรัสที่ใช้ฉีดกุ้งมีปริมาณสูงมากที่ท�ำให้กุ้งตายเฉียบพลันที ่

วันที่ 3 

	 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมท่ีติดเชื้อไวรัส 

ตัวแดงดวงขาวด้วย ddRT-PCR คือตรวจสอบการแสดงออกที่แตกต่างกันของยีน ซึ่งเป็นการสังเกต

ระดับทรานสคริปท์หรือ mRNA ซึ่งอาร์เอ็นเอท่ีน�ำมาวิเคราะห์ต้องทดสอบความบริสุทธิ์ของ 

อาร์เอ็นเอโดยไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase แล้วสังเกตความสามารถในการเพิ่มปริมาณ

ยีน PvActin จากผลการทดลองปฏิกิริยา ที่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase จะสามารถเพิ่ม 

ยีน PvActin ได้ แสดงว่าในปฏิกิริยาที่สามารถเพิ่มยีน PvActin ได้น้ันมีการเปล่ียน cDNA ซึ่งเป็น

สารตั้งต้นส�ำหรับการเพ่ิมปริมาณยีน PvActin
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	 ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไม่ใส่เอนไซม์ reverse transcriptase จะไม่สามารถเพิ่มยีน PvActin 

ได้เนื่องจากไม่มีสารตั้งต้นส�ำหรับการเพ่ิมยีนหรือไม่มีดีเอ็นเอเจือปนนั่นเอง ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า

อาร์เอ็นเอตั้งต้นที่น�ำมาใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไม

ที่ติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวด้วย ddRT-PCR ซ่ึงเป็นอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างเดียวกันน้ีปราศจาก

ดีเอ็นเอเจือปนซึ่งจะไม่มีการเพ่ิมปริมาณด้วย PCR จากดีเอ็นเอแน่นอน

	 นอกจากนี้การศึกษาที่ผ่านมาของ Chungjit et al. (2016) พบว่ารูปแบบการแสดงออก

ของยีนของกุ้งก้ามกรามเมื่อติดเชื้อไวรัส Nodavirus (MrNV) โดยเทคนิค DD-PCR ใช้ 24 คู่ไพรเมอร์

ระหว่าง Oligo-dT และไพรเมอร์สุ่มจับ พบ 115 แถบจาก 8 คู่ไพรเมอร์ ประกอบด้วยระดับการ

แสดงออกสูงขึ้น 67 แถบและต�่ำลง 48 แถบ หลังจากติดเชื้อ MrNV มี 15 แถบเท่าน้ันท่ีสามารถ 

เพ่ิมปริมาณแล้วโคลนได้ส�ำเร็จ พบ 5 ล�ำดับดีเอ็นเอท่ีสามารถค้นเจอในฐานข้อมูล GenBank ได้แก่ 

Crustacyanin-like lipocalin Ferritin 2 และ dLp/HDL-BGBP ซึ่ง Crustacyanin-like lipocalin 

และ Ferritin 2 เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง (Chungjit et al. 2016) ในการศึกษาครั้งน้ี  

การตรวจสอบยีนที่แสดงออกต่างกันในกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี ddRT-PCR จ�ำเป็นต้องตรวจสอบ

การตายจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในเน้ือเยื่อเหงือกกุ้งขาวแวนนาไมด้วยวิธี RT-PCR  

โดยเก็บเนื้อเยื่อเหงือกที่เวลาต่าง ๆ หลังการฉีดได้แก่ 0 6 9 12 24 48 ชั่วโมงหลังการฉีด (hpi)  

แล้วสร้างห้องสมุด cDNA 3 ชุด โดยใช้ไพรเมอร์ oligo-dT ที่มีปลายห้อย 2 นิวคลีโอไทด์ ได้แก ่

oligo-dT-TA หรือ oligo-dT-CG หรือ oligo-dT-GT หลังจากนั้น ใช้ไพรเมอร์ oligo-dT เข้าคู่กับ 

ไพรเมอร์สุ่มจับ (ไพรเมอร์ P1 หรือ P2 ถึง P15) ท้ังหมด 45 คู่ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ oligo-dT  

ท่ีมีปลายห้อยสองนิวคลีโอไทด์ สามารถเข้าคู่ได้กับไพรเมอร์สุ่มจับเพียงบางตัวเท่านั้น เช่น oligo-dT-TA 

สามารถเข้าคู่กับ P4 และ P10 oligo-dT-CG สามารถเข้าคู่กับ P3 และ P4 ในขณะท่ี oligo-dT-GT 

สามารถเข้าคู่กับ P3 P4 P9 และ P10 และมีแถบที่แสดงออกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 2  

จากตารางจะพบแถบดีเอ็นเอที่มีระดับการแสดงออกท่ีสูงขึ้นมากกว่าสองเท่าจากแต่ละคู่ของ 

แถบที่ตรงกันจ�ำนวน 30 แถบ ซึ่งจะเห็นความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอที่แสดงออกต่างกัน 

ซึ่งเกิดจากการสุ่มจับของคู่ไพรเมอร์ต่าง ๆ เป็นท่ีน่าสนใจอย่างยิ่งเมื่อน�ำดีเอ็นเอจากแถบ เหล่าน้ี 

น�ำไปอ่านล�ำดับดีเอ็นเอและจับคู่กับล�ำดับดีเอ็นเอในฐานข้อมูล GenBank (NCBI) เพื่อค้นหายีน 

ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมคุ้มกันของกุ้งขาวแวนนาไมเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวในการวิจัย

คร้ังต่อไป 
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