
 

Submitted date 2020-03-04 Revised date 2020-07-02 Accepted date 2020-08-26 

บทความวิจัย 

 
 

สัตวแพทย์มหานครสาร 

JOURNAL OF MAHANAKORN VETERINARY MEDICINE 

Available online: www.tci-thaijo.org/index.php/jmvm/ 
 

 
เทคนิคทางโปรติโอมิกส์ในการระบุการแสดงออกของโปรตีนของ Proteobacteria ในน ้าเลือดปูทะเล  

(Scylla serrata Forsskal, 1775) ที่เป็นโรคท้องแดง 
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บทคัดย่อ: โรคท้องแดงในปูทะเล (Scylla serrata Forsskal, 1775) เป็นโรคท่ีไม่สามารถหาสาเหตุได้อย่างแน่ชัดซึ่ง
ส่งผลต่อการเพาะเลี้ยงปูทะเลในประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้เป็นการน าเสนอการแสดงออกของโปรตีนท่ีแตกต่างกัน
ในน้ าเลือดระหว่างปูทะเลอาการปกติกับปูทะเลที่เป็นโรคท้องแดงกลุ่ม I, II และ III ด้วยเทคนิคการแยกโปรตีน 1 มิติ 
(1-dimension sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)  พบว่ามี โปรตีนขนาดมวล
โมเลกุลประมาณ 7.0 และ 3.6 กิโลดาลตัน (kDa) แสดงออกในปูทะเลที่เป็นโรคท้องแดงกลุ่ม II และ III แต่ไม่พบในปู
ทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดงกลุ่ม I และปูทะเลอาการปกติตามล าดับ โปรตีนสองขนาดดังกล่าวดังกล่าวถูกย่อยด้วย
เอนไซม์ทริปซิน และน าโปรตีนไลเซท (protein lysate) ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Liquid chromatography–mass 
spectrometry/mass spectrometry พบว่าโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุล 7.0 kDa ประกอบด้วยชิ้นส่วนโปรตีน 2 ชิ้นมี
ล าดับกรดอะมิโน STFLLDAEGR และ YSMLVEDGVIK ตามล าดับ ในขณะท่ีโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุล 3.6 kDa 
ประกอบด้วยชิ้นส่วนโปรตีน 1 ชิ้นมีล าดับกรดอะมิโน TLEVEVSGPGSQR ซึ่งจากการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับ
กรดอะมิโนกับฐานข้อมูลใน NCBI พบว่าชิ้นส่วนโปรตีนท่ีได้ท้ัง 3 ชิ้นมีความเหมือนกับโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในแบคทีเรีย
จีนัส Proteobacteria โปรตีนเป็นผลผลิตสุดท้ายของการแสดงออกของยีน ดังนั้นโปรตีนของเชื้อแบคทีเรียท่ีถูกตรวจ
พบในน้ าเลือดของปูทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดงน่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดโรค อย่างไรก็ตามการฉีดเชื้อแบคทีเรีย
เป้าหมายท่ีคาดว่าเป็นสาเหตุของโรคเข้าสู่ปูทะเลปกติเพื่อค้นหาและระบุ เชื้อต้นเหตุของโรคเป็นแนวทางของการ
หาทางป้องกันโรคท้องแดงต่อไปในอนาคต 
 
ค้าส้าคัญ: ปูทะเล โรคท้องแดงในปูทะเล โปรติโอแบคทีเรีย SDS-PAGE LC MS/MS 
#ผู้รับผิดชอบบทความ สัตวแพทย์มหานครสาร. 2563. 15(2): 141-150. 
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Proteomic Technique Identification of Differentially Expressed Proteins of Proteobacteria 
in Red Sternum Syndrome Mud Crab (Scylla serrata Forsskal, 1775) Hemolymph 
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Abstract: Red sternum syndrome mud crab (Scylla serrata Forsskal, 1775) is a poorly understood 
cause affecting mud crab aquaculture in Thailand. This study presented the differential protein 
expression in hemolymph between normal mud crab and red sternum syndrome mud crab group I, 
II and III using 1-dimension sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. The proteins 
with size approximately 7.0 and 3.6 kDa were presented in red sternum syndrome mud crab group 
II and III but were absent in red sternum syndrome mud crab group I and normal mud crab, 
respectively. The proteins were digested with trypsin and protein lysate were further analyzed by 
Liquid chromatography–mass spectrometry/mass spectrometry techniques. The results showed 2 
protein fragments of 7.0 kDa was consisted of the following amino acid sequences; STFLLDAEGR and 
YSMLVEDGVIK, respectively. The 3.6 kDa included of only 1 protein fragment, TLEVEVSGPGSQR. The 
similarity analysis of amino acid sequence with NCBI database, showed all 3 protein fragments were 
similar to proteins of genus Proteobacteria. Protein is the end product of gene expression. Therefore, 
bacterial proteins were detected in hemolymph of red sternum syndrome mud crab may likely to 
be involved in the disease. However, injecting the target bacteria that are expected to cause of 
disease into normal crab in order to find and identify cause of the disease. Is a way to prevent red 
sternum syndrome mud crab in the future. 
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บทน้า 
ปูทะเล (Scylla serrata Forsskal, 1775) เป็น

สัตว์น้ าเศรษฐกิจท่ีส าคัญของประเทศไทย เนื่องจากมี
รสชาติดี มีโภชนาการสูงเป็นท่ีนิยมของผู้บริโภคและมี
ราคาสูง จึงท าให้ผู้ประกอบการหันมาประกอบธุรกิจการ
ท าฟาร์มปูทะเลเพิ่มมากข้ึนท้ังในรูปแบบปูทะเลขุนและปู
ทะเลนิ่ม จากการส ารวจฟาร์มปูทะเลพบว่ามีปูทะเล

บางส่วนท่ีแสดงอาการผิดปกติ โดยลักษณะภายนอกท่ี
มองเห็นได้ชัดเจนคือ  บริเวณส่วนอก ท้อง กระดอง และ
ข้อต่อจะมีสีแดงปรากฏให้เห็นเป็นแถบๆ ล าตัวโพรก 
กระดองไม่แ ข็ง เหมือนปูปกติ  ไม่ ค่อยกินอาหาร 
เคลื่อนไหวช้า ในท่ีสุดขาและก้ามไม่สามารถเคลื่อนไหว
ได้ ไม่สามารถลอกคราบเพื่อเพิ่มขนาดตัวได้และตายใน
ท่ีสุด เมื่อตรวจดูอวัยวะภายในจะเสียสภาพไม่คงรูป เมื่อ
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เจาะดูดเลือดพบว่าสีของน้ าเลือดจะมีสีท่ีแตกต่างกัน
ได้แก่ สีน้ าตาล สีส้มขุ่นและสีขาวขุ่นคล้ายน้ านม ซึ่ง
ลักษณะดังกล่าวมีประมาณ 10% ของปูทะเลท้ังฟาร์ม 
(Salaenoi et al., 2006; Thongsaiklaing et al., 2013) 
โดยลักษณะโรคท้องแดงดังกล่าว Thongsaiklaing et 
al. (2013) แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม I กลุ่ม II และ
กลุ่ม III ตามความรุนแรงของอาการท่ีแสดงออก โดยมี
ระดับการเปลี่ยนแปลงสีของน้ าเลือดอย่างชัดเจนคือ สี
น้ าตาล สีส้มขุ่นและสีขาวน้ านมตามล าดับ ในขณะท่ี 
Areekijseree et al. (2010) ได้แบ่งสีของน้ าเลือดปูท่ีมี
อาการท้องแดงออกเป็น 3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 เลือดสี
ส้ม ระยะที ่2 เลือดสีส้มขาว ระยะที่ 3 เลือดสีขาวน้ านม 
และได้น าเนื้อเยื่อส่วนปกคลุมร่างกาย ตับ เหงือก 
กล้ามเนื้อท้อง ก้ามและหัวใจ รวมท้ังน้ าเลือดท้ัง 3 ระดับ
ดังกล่าวมาศึกษาทางมิญชพยาธิวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่านและส่องกราด พบ
การติดเชื้อแบคทีเรียรูปร่างแท่งตรงหรือโค้งงอ หรือ
รูปร่างกลม ผนังเซลล์บางโดยรายงานไม่ได้ระบุประเภท
ของเชื้อท่ีพบ ซึ่งลักษณะอาการท้องแดงมีลักษณะ
คล้ายคลึงกับการเกิดโรค pink crab disease (PCD) ท่ี
แสดงอาการ hyperpigmentation ในปู edible crab 
(Cancer pagurus)  ท่ี ติ ด เ ชื้ อ  Hematodinium sp. 
(Stentiford et al. , 2002)  และ  bitter crab disease 
( BCD)  ใ น ปู  Alaska tanner crab, snow crab 
(Chionoecetes opilio)  (Meyers et al. , 1987) และ 
blue crab ( Callinectes sapidus)  ( Shields and 
Squyare 2000) เนื่องจากโรคท้องแดงในปูทะเลมีข้อมูล
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับเชื้อก่อโรคมีน้อยมาก ดังนั้น
งานวิจั ยชิ้ นนี้มี วั ต ถุประสงค์ เพื่ อ ใช้  1-dimension 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis แ ย ก ข น า ด ข อ ง โ ป ร ตี น ท่ี มี ก า ร
แสดงออกของโปรตีนท่ีแตกต่างกันในน้ าเลือดปูทะเลท่ี
เป็นโรคท้องแดงกลุ่ม I, II และ III โดยเปรียบเทียบกับปู
ทะเลปกติ จากนั้นใช้ Liquid chromatography–mass 

spectrometry/mass spectrometry เ พื่ อ ร ะ บุ ช นิ ด
โปรตีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกัน 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเตรียมตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างปูทะเลปกติและปูทะเลที่เป็นโรคท้อง
แดงกลุ่ม I, II และ III ท่ีมีขนาดความกว้างของกระดอง
ประมาณ 6.5-8.5 เซนติเมตร กลุ่มละ 3 ซ้ า ๆ ละ 3 ตัว 
จากฟาร์มปู อ. ขลุง จ.จันทบุรี ท าให้สลบโดยแช่ในน้ าแข็ง
เป็นเวลาประมาณ 1 นาที  จากนัน้ใชผ้้าซับตัวปูให้แห้ง 
เช็ดบริเวณขาเดินคู่ท่ี 4 และ 5 ด้วยเอทานอล 70%  ใช้
เข็มฉีดยาเบอร์ 21 เจาะและดูดน้ าเลือดแล้วน าตัวอย่าง
เลือดเก็บในหลอด 1.5 มิลลิลิตรท่ีมี 10% trisodium 
citrate (อัตราส่วน 1:5)  จากนั้นน าตัวอย่างน้ าเลือดมา
ปั่นเหวี่ยงท่ี 4,500 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่เพื่อน าไปวิเคราะห์หรือเก็บ
ไว้ท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
การวัดปริมาณโปรตีน 

น าตัวอย่างน้ าเลือดปูทะเลปกติและปูทะเลท่ีเป็น
โรคท้องแดงท้ังสามกลุ่มมาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ท่ีค่า
การดูดกลืนคลื่นแสง (absorbance) ท่ี 595 นาโนเมตร 
ตามวิธีของ Bradford (1967) โดยใช้  BSA (bovine 
serum albumin) เป็นโปรตีนมาตรฐาน  
การแยกขนาดโปรตีนด้วยวิธี 1-dimension SDS-
PAGE 

น าตัวอย่างน้ าเลือดท่ีมีความเข้มข้นของโปรตีน 
20 ไมโครกรัม ผสมกับ 3X SDS-sample buffer (1.0 
Tris- HCl pH 6. 8, 10%  SDS, 2-mercaptoethanol, 
0.1% bromophenol blue)  แล้วน าไปต้มท่ีอุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส 5 นาที และน าไปวิเคราะห์บนเจล 
12.5% SDS-PAGE โดยใช้วิธีของ Laemmli (1970) ใช้
ก ร ะ แส ไฟ ฟ้ า ค ง ท่ี  100 โ ว ล ต์  เ ว ล า  2 ชั่ ว โ ม ง ท่ี
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าเจลท่ีได้ไปย้อมสีใน staining 
solution ( 0. 1%  coomassie brilliant blue R- 250, 
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40% methanol, 10% acetic acid) ข้ามคืน แล้วน าไป
ล้างสีออกใน destaining solution (40% methanol, 
10% acetic acid) ประมาณ 10 ชั่วโมงหรือข้ามคืนและ
ค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยหา relative 
migration distance (Rf)  
การวิเคราะห์หาล้าดับกรดอะมิโนด้วยเทคนิค LC-
MS/MS 

น าแถบโปรตีนขนาดประมาณ 7.0 และ 3.7 kDa 
บนเจล SDS-PAGE 1 มิติ มาย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน
จากนั้นน าโปรตีนท่ีถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินฉีดเข้า
เครื่อง Liquid chromatography–mass spectrometry/ 
mass spectrometry (LC-MS/MS) รุ่น Finnigan LTQ 
linear ion trap mass spectrometer, LC separation 
and MS analysis, HPLC system:  Finnigan 
SurveyorTM MS pump with a flow splitter, 

column:  0. 18100 mm C18 ( Thermo Electron 
Cooperation) , flow rate 200 µl/ min, mobile 
phase A: 0.1% formic acid ในน้ า B: 0.1% formic 
acid ใน acetonitrile, gradient: 2-60%B 20 นาที 65-
80% B 5 น า ที  แ ล ะ  80- 2% B 2 น า ที  Mass 
Spectrometer Finnigan LTQ, Ionization mode: 
NanoSpray, positive ion, capillary temperature 
200, spray needle voltage 1. 8 KV, mass range 
400- 1,600 m/ z, scan sequence:  Full- scan MS, 
MS/MS scan, acquisition modes:  Normal, Data 
DependentTM and Dynamic ExclusionTM ท่ี หน่ ว ย
บริการชีวภาพ (Bioservice Units) ศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ อุทยานวิทยาศาสตร์
แห่งชาติ จังหวัดปทุมธานี 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

ข้อมูลท่ีได้จากจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC 
MS/MS มาระบุชนิดของโปรตีนด้วยซอฟแวร์  Turbo 
SEQUEST algorithm in the BioWorksTM3. 1SR1  

software package (Thermo Electron) จากฐานข้อมลู 
nr.fasta และ NCBI 
 

ผลการทดลอง 
1-dimension SDS-PAGE 

จากการเปรียบเทียบโปรตีนในน้ าเลือดของปู
ทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดงกลุ่ม I กลุ่ม II และ กลุ่ม III 
(Figure 1) โดยเปรียบเทียบกับน้ าเลือดปูปกติ โดยวิธี 
SDS-PAGE 1 มิติ (Figure 2) พบว่าแถบของโปรตีนในน้ า
เลือดของปูปกติอยู่ในช่วงประมาณ 30-80 kDa ขณะท่ี
ในน้ าเลือดปูท่ีมีอาการท้องแดงมีแถบของโปรตีนปรากฏ
อยู่ ในช่ วงประมาณ 3.7-90 kDa โดยมี ระ ดับการ
แสดงออกของโปรตีนท่ีแตกต่างกันในกลุ่มปูท่ีเป็นโรค
ท้องแดงคือ ปูทะเลท่ีมีอาการท้องแดงกลุ่ม II และ กลุ่ม 
III มีแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 3.6 และ 
7.0 kDa แต่กลุ่ม I และปูทะเลปกติไม่ปรากฏแถบโปรตีน
อยู่ในช่วงน้ าหนักโมเลกุลดังกล่าว 

 

 
Figure 1 Hemolymph color comparison of 
normal crab ( N) , red sternum disease mud crab 
group I (G I), group II (G II) and group III (G III). 
 
การวิเคราะห์ล้าดับกรดอะมิโนโดย LC MS/MS 

จากการน าแถบโปรตีนของปูทะเลท่ีมีอาการท้อง
แดงท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 7.0 และ 3.6 kDa มา
ย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินและวิเคราะห์ชิ้นส่วนโปรตีนด้วย
เครื่อง LC MS/MS พบว่าโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 7.0 kDa ประกอบด้วยชิ้นส่วนโปรตีน 2 
ชิ้ น ส่ วน ท่ีมี ล า ดับกรดอะมิ โน  STFLLDAEGR และ 

G III G II G I N 
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Figure 2 Differential expressed protein in hemolymph.  ( A)  Protein expression of hemolymph on 
12.5% SDS-PAGE marker (M), Normal crab (N), red sternum disease mud crab group I (G I), group II (G 
II) and group III (G III). (B) Relative migration mobility of protein marker and unknown proteins. 
 
Table 1 The amino acid sequences of trypsin digestion fragments of 7.0 and 3.6 kDa from mud crab 
(Scylla serrata Forsskal, 1775) 

Molecular weight (kDa) Peptide fragment Amino acid sequence 

7.0 1 STFLLDAEGR 

 2 YSMLVEDGVIK 
3.6 3 TLEVEVSGPGSQR 

 
YSMLVEDGVIK ตามล า ดับ ส่วนโปรตีนท่ีมีน้ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 3.6 kDa ประกอบด้วยประกอบด้วย
ชิ้ น ส่ ว น โ ป ร ตี น  1  ชิ้ น ส่ ว น ล า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น 
TLEVEVSGPGSQR (Table 1) และ (Figure 3) 
การระบุชนิดของชิ นส่วนโปรตีนบนฐานข้อมูล NCBI 

เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนท่ีได้จากชิ้นส่วนโปรตีนท้ัง 
3 ชิ้น มาระบุความเหมือนกับโปรตีนบนฐานข้อมูล NCBI 
และ SwissProt (Table 2) จากการจัดล าดับความเหมือน 
10 อันดับแรกพบว่าแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล 7.0 
kDa ชิ้นท่ี  1 มีความเหมือนกับโปรตีน SCO family 
Protein (Rhodovarius lipocyclicus) , peroxiredoxin 
( Chelativorans sp.  BNC1) , glucosidase 
(Streptomyces olivochromogenes) , Phytochrome 
( bacterium HR10) , hypothetical protein 

( Rubellimicrobium roseum) , sensor domain-
containing diguanylate cyclase ( Halomonas 
korlensis) , LysM peptideglycan- binding domain-
containing protein (Roseovarius aestuariivivens) , 
peroxiredoxin ( Flavobacteriaceae) , hypothetical 
protein BGO60_02300 (Thiobacillus sp.  65-1059) 
แ ล ะ  hypothetical protein ABS92_10480 
(Thiobacillus sp. SCN 63-374) ตามล าดับ ชิ้นท่ี 2 มี
ความ เหมื อนกั บ โปร ตีน  glutathione peroxidase 
( Sorangium cellulosum)  ( Accession number 
KYF86051, WP_129345615, WP_020733286, 
KYG07204, KYF81081 แ ล ะ  WP_129573494 
ต า ม ล า ดั บ ) , peroxiredoxin ( Roseovarius sp. 
BRH_c41) , Alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol 

80 Bovine serum albumin 

209 Myosin    
124 -galactosidase  

49.1 Ovalbumin 

38.4 Carbonic anhydrase  

28.9 Soybean trypsin inhibitor  
21.6 Lysozyme 

7.1 Apotinin 

   kDa    G III     G II    G I       N      M       kDa 

7.0    
3.7    

Unknown    
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specific antioxidant ( Roseovarius sp.  217) , 
peroxiredoxin ( Roseovarius sp.  217)  แ ล ะ 
peroxiredoxin (Lyngbya confervoides) ส่วนชิ้นท่ี 1 
ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล 3.6 kDa มีความเหมือนกับโปรตีน 
30S ribosomal protein S11 ใน Rhizomicrobium sp. 
SCGC AG-212-E05, Rhizobiales bacterium 64- 17, 
Alphaproteobacteria bacterium 64- 11, 
Alphaproteobacteria bacterium 62- 8, alpha 
proteobacterium BAL199, Caenispirillum 
bisanense, Caenispirillum salinarum, Labrys sp. 
WJW, MULTISPECIES:  30S ribosomal protein S11 
และ 30S ribosomal protein S11 Pseudolabrys sp. 
Root1462 ตามล าดับ 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการศึกษา เปรียบเ ทียบโปรตีน ท่ีมีการ

แสดงออกในน้ าเลือดปูทะเลท่ีมีอาการท้องแดงกลุ่ม I, II 
และ III กับปูทะเลปกติพบว่าปูทะเลท่ีมีอาการท้องแดงมี
ระดับการแสดงออกของแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 7.0 และ 3.6 kDa ท่ีแตกต่างกันปรากฎให้เห็น
อย่างชัดเจน โดยท่ีปูทะเลท่ีมีอาการท้องแดงกลุ่ม I มี
ความเข้มแถบโปรตีนดังกล่าวจางมากและค่อยๆเห็นชัด
ข้ึนในกลุ่ม II และ III ตามล าดับ Rameshthangam and 
Ramasamy (2005) ได้ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน
ในน้ าเลือด เหงือก ตับและกล้ามเนื้อของกุ้งกุลาด า 
(Peneaus monodon) ท่ีติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาว 
(white spot syndrome virus, WSSV) ซึ่งเป็นสาเหตุ
ของโรคตัวแดงดวงขาว (white spot disease) โดย
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม พบว่ากุ้งกุลาด าท่ีติดเชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีมี
น้ าหนักโมเลกุลท่ีหลากหลายต้ังแต่ขนาด 20 kDa ไป
จนถึง 146 kDa ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างชัดเจน 
และจากการระบุชนิดของโปรตีนโดยวิธี western blot 
ยืนยันว่าแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล 53 kDa เป็น 

  
Figure 3 Mass spectrum of protein fragments of 
red sternum syndrome mud crab ( A)  peptide 
fragment 1, ( B)  peptide fragment 2 of 7. 0 kDa 
and (C) peptide fragment 1 of 3.6 kDa. 
 
envelope protein ของ WSSV ในขณะท่ี Wang et al. 
( 2007)  พ บ ว่ า กุ้ ง ข า ว แ ป ซิ ฟิ ก  ( Litopenaeus 
vannamei) WSSV ท่ีติดเชื้อ WSSV มีการแสดงออก
ของโปรตีน ICP11 ของไวรัส WSSV ซึ่งมีขนาดประมาณ 
9.2 kDa และได้ยืนยันผลโดยใช้เทคนิค microarray 
และ EST ท้ังนี้ความเข้มของแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนัก
โมเลกุล 7.0 และ 3.6 kDa ท่ีมีการแสดงออกในน้ าเลือด
ของปูทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดงท้ังสามกลุ่มมีความสัมพันธ์
กับความรุนแรงของอาการท่ีปรากฏ โดยเป็นไปได้ว่า
เชื้อจุลินทรีย์ท่ีท าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนท้ังสอง

A 

B 

C 
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แถบดังกล่าวมีการเพิ่มจ านวนมากข้ึน จึงท าให้ระดับการ
แสดงออกของโปรตีนเพิ่มสูงข้ึนด้วยเป็นล าดับ 

ผลจากการ blast ชิ้นส่วนโปรตีนท่ีได้ท้ัง 3 ชิ้น
จากฐานข้อมูล NCBI พบว่าเกือบท้ังหมดเป็นโปรตีนของ
แบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria โดยชิ้นส่วนโปรตีนท่ี 
1, 2 ของโปรตีนขนาด 7.0 kDa และโปรตีนชิ้นท่ี 1 ของ
โ ป ร ตี น ข น า ด  3 . 6  kDa ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  alpha-
proteobacteria, beta- proteobacteria, delta-
proteobacteria แ ล ะ  gramma- proteobacteria 
โดยเฉพาะชิ้นส่วนโปรตีนชิ้นท่ี 2 ความเหมือนกับโปรตีน 
peroxiredoxin แ ล ะ  Alkyl hydroperoxide 
reductase/ Thiol specific antioxidant ซึ่ ง เป็นเชื้ อ
แบคทีเรียในจีนัส Roseovarius 100% แบคทีเรียในจีนัส
นี้ Boettcher et al. (2005) และ Maloy et al. (2007) 
ไ ด้รายงานว่ า เป็นเชื้อก่อ โรค  Roseovarius Oyster 
Disease (ROD) ในหอยนางรมท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
Roseovarius crassostreae ซึ่ ง อ ยู่ ใ น ไ ฟ ลั ม 
proteobacteria ส่วน Eddy et al. (2007) ได้ตรวจสอบ
และระบุการติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปู Carcinus 
maenus โ ด ย วิ ธี  in situ hybridization พ บ ก า ร
แสดงออกของ 16S rRNA ของแบคทีเรียในไฟลัม alpha-
proteobacteria Fu et al.  ( 2019)  ใ ช้ ก ล้ อ ง
จุลทรรศอิเลคตรอนแบบส่องผ่านและเทคนิค reverse 
transcription-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะเจาะจง 
เพื่อศึกษาสาเหตุของโรค hepatopancreas browned 
disease ( HPBD)  ใ น ปู  Chinese mitten crab 
(Eriocheir sinensis) ซึ่งได้เสนอว่าปูท่ีเป็นโรค HPBD 
น่าจะเกิดจากเชื้อ Staphylococcus aureus จากการ
รายงานของ Getchell, 1989; Stewart, 1993 พบว่า
แบคทีเรียก่อโรคในสัตว์ครัสเตเชียนอยู่ ในจีนัส Vibrio, 
Aeromonas, Pseudomonas, Alteromonas, 
Flavobacterium, Spirillum, Moraella, 
Pasteurella และ photobacterium จากความเหมือน
ของล าดับกรดอะมิโนของชิ้นส่วนโปรตีนขนาด 7.0 และ 

3.6 kDa ในปูทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดงกับแบคทีเรียใน
ไ ฟ ลั ม  Proteobacteria แ ล ะ ก า ร ร า ย ง า น ข อ ง 
Areekijseree et al. (2010) ท่ีพบว่าปูทะเลท่ีเป็นโรค
ท้องแดงมีการติดเชื้อแบคทีเรีย พอจะอนุมานเคร่าๆ ได้
ว่าเชื้อก่อโรคท่ีท าให้ปูทะเลเป็นโรคท้องแดงอาจจะเกิด
จากเชื้อแบคทีเรีย ดังท่ีกล่าวมางานวิจัยเรื่องนี้เป็นการ
ตรวจสอบเบื้องต้นของการแสดงออกของโปรตีนในปู
ทะเลท่ีเป็นโรคท้องแดง ซึ่งผลท่ีได้จะเป็นข้อมูลเบื้องต้น
ในการวิจัยเชิงลึกต่อไป 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการระบุชนิดของโปรตีนท่ีมีขนาดโมเลกุล
ประมาณ 7.0 และ 3.6 kDa ท่ีมีการแสดงออกในปูทะเล
ท่ีเป็นโรคท้องแดงโดยใช้ 1-dimension SDS-PAGE และ 
LC MS/MS พบว่าโปรตีนดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกับ
โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria  
 

ข้อเสนอแนะ 
ผลงานวิจัยชิ้นนี้เป็นการใช้ล าดับกรดอะมิโนระบุ

ชนิดของเชื้อแบคทีเรียท่ีอาจก่อให้เกิดโรคท้องแดงในปู
ทะเลเบื้องต้น ซึ่งข้อมูลเหล่านี้สามารถน าไปทดสอบการ
ติดเชื้อโดยการฉีดเชื้อแบคทีเรียท่ีคาดว่าน่าจะเป็นสาเหตุ
ของโรคเข้าสู่ปูทะเลปกติเพื่อหาเชื้อสาเหตุและเพื่อเป็น
แนวทางในการป้องกันและรักษาโรคท้องแดงในปูทะเล
ในอนาคต 
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