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บทคดัย่อ 
 

เลคตินเป็นโปรตีนจดจ าท่ีมีบทบาทส าคญัในระบบภูมิคุม้กนัของครัสเตเชียน ท่ีจดจ าน ้ าตาลของเซลล ์ บุก
รุก งานวิจยัน้ีเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการใชเ้ลคตินเป็นตวับ่งช้ีการตอบสนองของกุง้แชบ๊วยต่อการเหน่ียวน า
ดว้ยเช้ือก่อโรค ไดว้ดัการเปล่ียนแปลงแอคทิวิทีการเกาะกลุ่มเมด็เลือดแดง (HA) ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ท่ีฉีด
ดว้ยเช้ือก่อโรค และพฒันาเทคนิค ELISA มีความไวสูงวดัปริมาณเลคตินไดน้อ้ยสุด 12 ng เม่ือฉีดกุง้ดว้ยเช้ือปริมาณ
ต่างๆ พบว่า Vibrio harveyi 5×107 เซลล ์มีผลท าให ้ HA และ specific HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมข้ึนจนมี
ค่าสูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง เป็น 6.8 และ 10.5 เท่า ตามล าดบั แลว้มีค่าลดลง สอดคลอ้งกบัการเปล่ียนแปลงของปริมาณเล
คตินท่ีหาดว้ยวิธี ELISA โดยโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ทั้งหมดมีค่าลดลงจากการฉีดเช้ือ การฉีดเช้ือก่อโรค V. harveyi ใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมมีผลท าให้ระดบั HA และปริมาณเลคคตินในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมข้ึนอย่างมีนยัส าคญั ในขณะท่ีค่า HA 
ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ไม่ไดห้รือมีการเปล่ียนแปลงเลก็นอ้ยตลอดการฉีดกุง้ดว้ยน ้าเกลือ, inactive V. harveyi หรือ
เช้ือไม่ก่อโรค Vibrio cholerae การฉีดกุง้ดว้ย WSSV 10-7 ของหัวเช้ือ ท าให้ค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ 
เพ่ิมสูงสุดเป็น 3.8 เท่า ท่ี 18 ชัว่โมง แลว้ลดลง งานวิจยัน้ีสรุปไดว้่าการเปล่ียนแปลงระดบัของเลคตินในฮีโมลิมฟ์
สามารถใช้เป็นตัวบ่งช้ีการตอบสนองต่อเช้ือก่อโรคท่ีบุกรุก และบ่งบอกปริมาณเช้ือก่อโรคท่ีเหมาะสมในการ
เหน่ียวน ากุง้ คือ V. harveyi 5×107 เซลล ์หรือ WSSV 10-7 ของหวัเช้ือ 
 

ค าส าคัญ: เลคติน, กุง้แชบ๊วย, จุลินทรียก่์อโรค, Vibrio spp., WSSV 
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ABSTRACT 
 

Lectin is one of pattern recognition proteins which plays an important role in crustacean innate 
immunity. It is capable of recognizing specific carbohydrates on the cell surfaces of invading microorganisms. In 
this study, in order to optimize conditions for using lectin as a marker for Banana shrimp response against 
pathogenic challenge, changes in hemagglutinating activity (HA) of lectin in the hemolymph of shrimp injected 
with pathogens were investigated. ELISA was also developed to quantify lectin contents in the hemolymph with 
the sensitivity as low as 12 ng per assay. Among the challenge of shrimp with various amounts of pathogenic 
bacterium, the injection with Vibrio harveyi (5×107 cells) resulted in a significant increase in HA and specific HA 
of hemolymph lectin to the maximum level at 12 h post-injection of 6.8 and 10.5 folds, respectively and then 
decreased. It was agreed well with a change in levels of lectin contents determined by ELISA while total protein 
in the hemolymph was reduced from injection. The changes in hemolymph HA and lectin contents indicated the 
significant response of shrimp against pathogenic V. harveyi and toward the appropriate amount of the challenged 
bacterium since HAs were more or less the same in the hemolymph of shrimp during injection with saline, 
inactive V. harveyi or non-pathogenic Vibrio cholerae. When each shrimp was injected with white spot syndrome 
virus (WSSV) 10-7 of stock, HA of hemolymph lectin increased to the highest level (3.8 folds) at 18 h post-
injection and then declined. Altogether, it is concluded that changes in lectin levels in the hemolymph could be 
used as a marker for shrimp response toward invading pathogens, indicating the appropriate amount for 
pathogenic challenge that was V. harveyi 5×107 cells or WSSV 10-7 of stock 
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บทน า 
สัตวท์ะเลในกลุ่มครัสเตเชียนอย่างกุง้เป็นท่ี

ตอ้งการของตลาดโลก และเป็นสัตวน์ ้ าเศรษฐกิจท่ีมี
มูลค่าการส่งออกค่อนขา้งสูง  แต่อุปสรรคท่ีส าคญัใน
การเพาะเล้ียงกุ้งทะเลคือการระบาดของโรคท่ีมี
สาเหตุมาจากแบคทีเรีย หรือไวรัส การวิจยัเพ่ือศึกษา
ระบบภูมิคุม้กนัในกุง้จึงเป็นแนวทางท่ีส าคญัในการ
ป้องกนัและควบคุมโรค ปัญหาการเกิดโรคระบาดใน
กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) และการขาดแคลน
พ่อแม่พนัธ์ุกุง้กุลาด า (Penaeus monodon) ท าให้กุง้
ทอ้งถ่ินท่ีหาพ่อแม่พนัธ์ุไดง่้ายกว่าและมีราคาสูงกว่า
อย่างกุง้แชบ๊วย (Fenneropenaeus merguiensis) เป็น

ตวัเลือกท่ีน่าสนใจ กุง้แชบ๊วยเป็นสตัวไ์ม่มีกระดูกสัน
หลัง อาศัยระบบภูมิคุ้มกันท่ีมีแต่ก า เนิด ( innate 
immunity) เพ่ือป้องกนัตนเอง ทั้งชนิดอาศยัเซลลฮี์โม
ไ ซ ท์ เ ป็ น ห ลั ก ใ น ก า ร ก า จั ด ส่ิ ง บุ ก รุ ก แ บ บ 
phagocytosis, encapsulation หรือ nodule formation 
ในฮีโมลิมฟ์ของครัสเตเชียนยงัมีโปรตีนหลากหลาย
ชนิดท่ีท าหน้าท่ีป้องกนัเซลล์เจา้บา้นจากการบุกรุก 
หน่ึงในนั้นคือเลคติน (lectin) ซ่ึงมีบทบาทในการ
จดจ าเซลล์แปลกปลอมและกระตุน้การตอบสนอง
ทางภูมิคุม้กนัอ่ืนๆ ตามมา อาทิ กระบวนการยบัย ั้ง
หรือท าลายเซลล์แปลกปลอม (Wang and Wang, 
2013) การจดจ าส่ิงแปลกปลอมเป็นขั้นตอนเร่ิมตน้ใน
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การตอบสนองของระบบภูมิคุม้ โปรตีนท่ีท าหน้าท่ี
จดจ าและจับกับโมเลกุลหรือโครงสร้างของส่ิง
แปลกปลอมเรียกว่า pattern recognition proteins 
(PRPs) 

เลคตินเป็น PRP ชนิดหน่ึงท่ีจบัไดอ้ย่าง
จ า เพาะกับน ้ าตาลบนผิวเซลล์  จึงเป็นตัวเ ช่ือม
ระหว่างเซลลท์ าใหเ้ซลลห์ลายชนิดรวมทั้งเซลลเ์ม็ด
เ ลื อ ด แ ด ง ข อ ง สั ต ว์ ช นิ ด ต่ า ง ๆ  เ ก า ะ ก ลุ่ ม 
(hemagglutination) (Goldstein et al., 1980) เลคติน
แต่ละชนิดจบัจ าเพาะกบัผิวเซลลแ์ต่ละชนิดแตกต่าง
กนัไปตามชนิดของน ้ าตาลบนผิวเซลล์นั้นๆ ดงันั้น
การท าให้เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มจึงเป็นวิธีท่ีนิยมใช้
ในการตรวจหาแอคทิวิที (activity) ของเลคติน และ
ใช้จ าแนกชนิดของเลคตินท่ีมีความจ าเพาะต่อชนิด
ของน ้ าตาลต่างกัน เลคตินมีบทบาทในระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบอาศัยเซลล์และแบบอาศัยสารน ้ าท่ี
เก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเองของครัสเตเชีย
นอย่างหลากหลาย อาทิ ชักน าให้เกิด phagocytosis 
หรือ encapsulation ต่อเซลลบุ์กรุก (Ling and Yu, 
2006; Kwankaew et al., 2018) ยบัย ั้งการเติบโตของ
แบคทีเรียและเป็นส่วนหน่ึงในกระบวนการก าจัด
ไวรัส (Runsaeng et al., 2018) มีส่วนเก่ียวขอ้งในการ
ควบคุมการท างานของเซลลฮี์โมไซท ์(Sierra et al., 
2005) และช่วยก าจดัแบคทีเรียในฮีโมลิมฟ์ผ่านการ
แสดงออกของ antimicrobial peptides (AMPs) 
(Wang et al., 2014) เลคตินในสัตวก์ลุ่มครัสเตเชียน
มกัพบในฮีโมลิมฟ์และส่วนใหญ่เป็นแบบ C ซ่ึง
ตอ้งการ Ca2+ ในการเกิดปฏิกิริยา เลคตินในฮีโมลิมฟ์
ท่ีท าใหแ้บคทีเรียเกาะกลุ่มไดพ้บหลากหลาย เช่น ใน
กุง้กุลาด า กุง้ Penaeus californiensis กุง้กา้มกราม 
Macrobrachium rosenbergii และในปู Scylla serrata 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1992; Vargas-Albores 
et al., 1993; Chattopadhyay et al., 1996; Vazquez et 
al., 1996) ในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยมีเลคตินท่ี

จ าเพาะต่อน ้าตาล sialic acid ท่ีสามารถท าใหเ้ช้ือก่อ
โรคอย่าง Vibrio harveyi และ Vibrio parahaemolyticus 
เกาะกลุ่มไดดี้กว่า Vibrio vulnificus แต่ไม่เกาะกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรคกุง้ เช่น Vibrio cholerae การ
เกาะกลุ่มดงักล่าวถูกยบัย ั้งไดโ้ดยน ้าตาล sialic acid 
และ fetuin (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 
2007) นอกจากน้ียงัพบปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟ์
เพ่ิมข้ึนเม่ือกุ้งแชบ๊วยหรือกุ้งกุลาด ามีการติดเช้ือ 
(Ratanapo and Chula-vatnatol, 1992; Utarabhand et 
al., 2017a) จากการศึกษาเหล่าน้ีบ่งช้ีถึงบทบาทท่ี
ส าคญัของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ในดา้นการป้องกนัและ
ยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีบุกรุก เน่ืองจากระดบัของเลคตินท่ี
เพ่ิมข้ึนในฮีโมลิมฟ์เกิดจากการตอบสนองของกุง้ต่อ
การติดเช้ือ งานวิจยัน้ีจึงตอ้งการใชก้ารเปล่ียนแปลง
ของระดับเลคตินทั้ งด้านแอคทิวิทีและปริมาณ
โปรตีนของเลคตินในฮีโมลิมฟ์เพ่ือใชเ้ป็นตวับ่งช้ีการ
ตอบสนองของกุง้ต่อการติดเช้ือ V. harveyi และ 
white spot syndrome virus (WSSV) และใชเ้ป็น 
parameter ในการระบุปริมาณเช้ือก่อโรคท่ีเหมาะสม
ซ่ึงท าให้เกิดการเหน่ียวน าได้ดีท่ีสุด โดยวิเคราะห์
แอคทิวิ ที ของ เลค ตินในฮีโมลิมฟ์ด้วยการท า 
hemagglutination และวดัปริมาณโปรตีนของเลคติน
โดยการพัฒนาเทคนิค ELISA ให้มีความไว 
(sensitivity) สูง ทั้งน้ีเพ่ือน าผลการวิจยัไปศึกษาปัจจยั
อ่ืนๆ เช่นการใช้ปริมาณเช้ือก่อโรคท่ีเหมาะสมไป
เหน่ียวน าให้มีการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับ
ระบบอิมมูนของกุง้ต่อไป 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 

1. การเตรียมฮีโมลมิฟ์ตวัอย่างจากกุ้งแชบ๊วย 
กุง้แชบ๊วยท่ีใชใ้นการศึกษามีขนาดล าตวัยาว

ประมาณ 10-14 เซนติเมตร น ้ าหนักประมาณ 20-30 
กรัม และอยู่ในระยะคราบแข็ง (ไม่อยู่ในระยะลอก
คราบ) จบัจากทะเลอนัดามนั น ามาเล้ียงในถงัพกัใน
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น ้าทะเลท่ีมีความเค็ม 30 ppt ใหอ้อกซิเจนตลอดเวลา 

และควบคุมอุณหภู มิน ้ า ท่ี  25
o
ซ โดยให้อาหาร

ส า เ ร็จ รูปวันละ  5 ค ร้ัง  เ ป็นเวลา  5 ว ัน  สัง เกต
พฤติกรรมว่ากุง้แข็งแรงสมบูรณ์ดีไม่มีอาการติดเช้ือ
ก่อนใช้ในการทดลอง (Runsaeng et al., 2018) 
จากนั้นเจาะเลือดจากบริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 3 ของกุง้ 

ปล่อยให้แข็งตัวท่ี 4
o
ซ นาน 1 คืน โฮโมจีไนซ์ 

( homogenize)  แล้ว  เ ซนต ริ ฟิ ว จ์  ( centrifuge)  ท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี 4
o
ซ นาน 15 นาที ท้ิง

ตะกอนท่ีเป็นกากเซลล ์และเกบ็ส่วนใสหรือฮีโมลิมฟ์

ไวท่ี้อุณหภูมิ -20
o
ซ เพ่ือทดสอบการเกาะกลุ่มเม็ด

เลือดแดงกระต่ายและหาปริมาณของเลคติน 
2. การทดสอบการเกาะกลุ่มเม็ดเลือดแดงกระต่าย 

ในการทดสอบการเกาะกลุ่มเม็ดเลือดแดง
กระต่าย ท าตามวิธีของ Utarabhand et al. (2007) 
ดังน้ี เจาะเลือดกระต่ายผสมกับเฮพาริน (heparin) 
เพ่ือกันเลือดแข็งตัว น าไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 

2,000 รอบต่อนาที ท่ี 4
o
ซ นาน 5 นาที ลา้งเมด็เลือด

แดงดว้ย TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7.4 - 0.85% 
NaCl) โดยการเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็วเดิม 2 คร้ัง 
แขวนลอยเม็ดเลือดแดงใน TBS ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 
2% แลว้น าไปทดสอบการเกาะกลุ่มเมด็เลือดแดงโดย
ผสมสารละลายเลคตินท่ีเจือจางแบบ 1:2 ตาม ล าดบั 
(1:2 serial dilution) 50 ไมโครลิตร กบั 2% สาร
แขวนลอยเมด็เลือดแดง 50 ไมโครลิตร ในไมโครไต
เตอร์เพลท ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 1 ชัว่โมง เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมท่ีใช้ TBS แทนสารละลายเลคติน 
แ อ ค ทิ วิ ที ข อ ง ก า ร เ ก า ะ ก ลุ่ ม เ ม็ ด เ ลื อ ด แ ด ง 
(hemagglutinating activity, HA) มีค่าเป็นส่วนกลบั
ของการเจือจางสูงสุดของสารละลายเลคตินซ่ึงยงัท า
ใหเ้มด็เลือดแดงเกาะกลุ่มไดอ้ย่างสมบูรณ์  แสดงผล
ในรูปของหน่วย HA ต่อมิลลิลิตรฮีโมลิมฟ์ตวัอย่าง 

(U/ml) ส่วน specific HA ค านวณไดจ้ากค่า HA ต่อ
มิลลิกรัมโปรตีนของตวัอยา่ง (U/mg) 
3. การวดัปริมาณเลคตนิด้วยวธีิ ELISA 

ในการหาปริมาณของโปรตีนเลคตินในฮีโม
ลิมฟ์ ดว้ยวิธี ELISA ตามวิธีของ Utarabhand et al. 
(2017a) ดงัน้ี ท าการทดลองแต่ละหลุมโดยน าฮีโม
ลิมฟ์เจือจางดว้ยบฟัเฟอร์เคลือบ (coating buffer, 50 
mM Na2CO3, pH 9.6) ดว้ยอตัราส่วนตั้งแต่ 1:50 ถึง 
1:400 เติมลงในเพลทขนาด 96 หลุม ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4ซ นาน 16 ชั่วโมง 
จากนั้นล้างออกด้วยบัฟเฟอร์ PBST (50 mM 
potassium phosphate buffer, pH 7.4 - 0.15 M NaCl - 
0.05% Tween 20) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลา้งซ ้ า 3 
คร้ัง แลว้เติมบฟัเฟอร์ PBST ท่ีมี 3% BSA ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง ลา้งออกดว้ยบฟัเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 3 คร้ัง จากนั้นเติมแอนติบอดีต่อเลคตินบ
ริสุทธ์ิ (1 Ab) (Utarabhand et al., 2017a) ท่ีเจือจาง
ดว้ยบฟัเฟอร์ PBST อตัราส่วนระหว่าง 1:1,000 ถึง 
1:5,000 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง
นาน 1 ชัว่โมง ลา้งออกดว้ยบฟัเฟอร์ลา้งปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 3 คร้ัง เติม 2 Ab ซ่ึงเป็นแอนติบอดีต่อ 
IgG ของกระต่ายซ่ึงยึดติดกบัเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
(anti-rabbit IgG peroxidase conjugated) ท่ีเจือจาง
ดว้ยบฟัเฟอร์ PBST อตัราส่วนระหว่าง 1:12,500 ถึง 
1:50,000 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ PBST ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 3 คร้ัง เติมสารละลาย 0.4 mg/ml o-
phenylenediamine (OPD) ใน 50 mM sodium citrate 
phosphate, pH 5.0 ท่ีมี 0.01% H2O2 ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดว้ย 2 M H2SO4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
492 นาโนเมตร (A492)  ด้วย เค ร่ือง ELISA 
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microplate reader จากค่าแอคทิวิทีของเอนไซมเ์ปอร์
ออกซิเดสท่ีวดัได ้สามารถค านวณหาปริมาณเลคติน
ใน  ฮีโมลิมฟ์ไดโ้ดยการเทียบกบักราฟมาตรฐานเล
คตินซ่ึงท าในท านองเดียวกนั แต่ใช้เลคตินบริสุทธ์ิ
เคลือบผิวเพลทในปริมาณต่างๆ กนั 
4. การหาปริมาณโปรตนี 

หาปริมาณโปรตีนของฮีโมลิมฟ์ตวัอย่างตาม
วิธีของ Bradford (1976) ดังน้ี ดูดฮีโมลิมฟ์ 20 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง โดยท าควบคู่กับ 
BSA (bovine serum albumin) ซ่ึงใชเ้ป็นโปรตีน
มาตรฐาน เจือจาง BSA มาตรฐานให้มีปริมาณ
โปรตีนในช่วง 0 - 10 ไมโครกรัม ผสมกบัสารละลาย 
Bradford (0.01% Coomassie brilliant blue G-250 - 
4.7% ethanol - 8.5% phosphoric acid) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ขา้กนัดี นาน 1-2 นาที น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
(A595) 
5. การเหนี่ยวน าด้วยเช้ือก่อโรคปริมาณต่างๆ 

5.1 การฉีดกุ้งแชบ๊วยด้วยเช้ือ Vibrio harveyi 
      แบคทีเ รีย ท่ีใช้ในการทดลองคือ V. 

harveyi น าไปเล้ียงบนอาหาร tryptic soy agar ท่ีมี 
2% NaCl ท่ีอุณหภูมิ 37ซ คา้งคืน แลว้เพ่ิมปริมาณ
เช้ือโดยการน าไปเล้ียงใน tryptic soy broth จากนั้น
ลา้งเซลลแ์บคทีเรียในน ้าเกลือ (0.85% NaCl) โดยการ
เซนตริฟิวจ์ ล้างตะกอนและเตรียมแบคทีเรียใน
น ้าเกลือ ใหมี้ความเขม้ขน้ของเซลลเ์ป็น 1010 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร หรือโดยวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร ให้มีค่าประมาณ 0.1 หน่วย เพ่ือหา
ปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสามารถกระตุ้นให้กุ ้งติด
โรคชา้ๆ และมีเวลามากพอต่อการสังเคราะห์เลคติน 
จึงเร่ิมจากการทดลองชุดท่ี 1 แบ่งการทดลองเป็น 6 
กลุ่ม ท าการฉีดกุง้กลุ่มท่ี 1 ถึง 5 ดว้ยเช้ือ V. harveyi 
ปริมาณ 106, 107, 108, 109 และ 1010 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั ตวัละ 0.1 มิลลิลิตร กลุ่มท่ี 6 เป็นกลุ่ม

ควบคุม ฉีดกุง้ดว้ยน ้าเกลือ อยา่งเดียว ปริมาตรเท่ากนั 
การทดลองชุดท่ี 2 แบ่งเป็น 6 กลุ่ม ท าการฉีดกุง้กลุ่ม
ท่ี 1 ถึง 5 ดว้ยเช้ือ V. harveyi ปริมาณ 1×109, 2×109, 
3×109, 4×109 และ 5×109 เซลลต่์อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
ตวัละ 0.1 มิลลิลิตร กลุ่มท่ี 6 เป็นกลุ่มควบคุมฉีดดว้ย
น ้ าเกลือ และชุดท่ี 3 แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม ท า
การฉีดกุง้กลุ่มท่ี 1 ถึง 4 ดว้ยเช้ือ V. harveyi ปริมาณ 
5×105, 5×106, 5×107 และ 5×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั ตวัละ 0.1 มิลลิลิตร กลุ่มท่ี 5 เป็นกลุ่ม
ควบคุมฉีดดว้ยน ้าเกลือ ท าการทดลองกลุ่มละ 2 ซ ้ า 
สังเกตอาการการติดเช้ือของกุง้เป็นระยะๆ เม่ือกุง้มี
การติดเช้ือจะแสดงอาการอ่อนเพลีย ไม่กินอาหาร 
วา่ยน ้าไม่มีทิศทางและตวังอ ดูดเลือดจากกุง้แต่ละตวั
ท่ีเวลา 0, 6, 12 และ 18 ชัว่โมง เวลาละ 3-5 ตวั แลว้
น าไปเตรียมฮีโมลิมฟ์ตามวิธีขอ้ 1 จากนั้นน าฮีโม
ลิมฟ์ไปวัดการเกาะกลุ่มเม็ดเ ลือดแดงกระต่าย 
เปรียบเทียบกบักุง้ชุดควบคุม ท าการทดลองกลุ่มละ 2 
ซ ้ า  ส่วนตัวกุ้งน าไปทดสอบการติดเ ช้ือด้วยวิ ธี
ตรวจสอบการเรืองแสงของเช้ือในท่ีมืดตามวิธีของ 
Jiravanichpaisal and Miyazaki (1994) ขอ้มูลท่ีไดจ้ะ
ถูกวิเคราะห์ค่าสถิติดว้ย One-way ANOVA โดยใช ้
Ducan's multiple comparison test ท่ีมีค่า p < 0.05 ถือ
วา่มีนยัส าคญัทางสถิติ 

5.2 การฉีดกุ้งแชบ๊วยด้วยเช้ือ WSSV 
      หัวเช้ือไวรัส WSSV ได้รับความ

อนุเคราะห์จากศูนยวิ์จยัสุขภาพสัตวน์ ้ า กิจการ ศุภ
มาตย ์มหาวิทยาลยั สงขลานครินทร์ ซ่ึงไดผ้่านการ
ทดสอบแลว้ว่าท่ีความเขม้ขน้ 10-7 เท่าของหวัเช้ือท า
ให้กุ ้งตาย 50% ภายใน 5 วนั  โดยแบ่งการทดลอง
เป็น 6 กลุ่ม ฉีดกุง้กลุ่มท่ี 1 ถึง 5 ดว้ย WSSV ปริมาณ 
10-5, 10-6, 10-7, 10-8 และ 10-9 เท่าของหัวเช้ือ 
ตามล าดับ ท่ีบริเวณกล้ามเน้ือโคนหาง ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร กลุ่มท่ี 6 เป็นกลุ่มควบคุมซ่ึงฉีดดว้ยน ้าเกลือ
ปริมาตรเท่ากนั ท าการทดลองกลุ่มละ 2 ซ ้ า แลว้น า
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กุง้ไปเล้ียงต่อตามปกติ ดูดเลือดจากกุง้แต่ละตวัท่ีเวลา 
0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เวลาละ 3-5 ตวั แลว้
น าไปเตรียมฮีโมลิมฟ์ตามวิธีขอ้ 1 เพ่ือหาแอคทิวิที
ของเลคติน 
6. การศึกษาเลคตนิในกุ้งที่ได้รับเช้ือก่อโรคชนิดต่างๆ 

ในการทดลองชุดน้ีใชกุ้ง้แชบ๊วยขนาดกลาง
ท่ีมีน ้ าหนัก 17+3 กรัม แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม 
คือ 3 กลุ่มแรกฉีดกุง้แต่ละตวัดว้ยแบคทีเรียปริมาณ 
5×107 เซลล์ ได้แก่ V.  harveyi, V.  cholerae และ 
inactive V. harveyi กลุ่มท่ี 4 ฉีดดว้ย WSSV ปริมาณ 
10-7 ของหัวเช้ือต่อตัวกุ้ง และกลุ่มท่ี 5 เป็นกลุ่ม
ควบคุม ฉีดกุง้ดว้ยน ้ าเกลืออย่างเดียว ท าการทดลอง
กลุ่มละ 2 ซ ้ า ดูดเลือดจากกุง้แต่ละตวัท่ีเวลา 0, 6, 12 
และ 18 ชัว่โมง (เวลาละ 3-5 ตวั) น าฮีโมลิมฟ์ของกุง้
แต่ละตวัไปวิเคราะห์หา HA ส าหรับ ฮีโมลิมฟ์ของกุง้
กลุ่มท่ีฉีดดว้ย V. harveyi วิเคราะห์หา HA ปริมาณเล
คตินดว้ยวิธี ELISA และปริมาณโปรตีนตามวิธีขอ้ 4 
ข้อมูลท่ีได้จะถูกวิ เคราะห์ ค่าสถิติด้วย One-way 
ANOVA โดยใช ้Ducan's multiple comparison test ท่ี
ซ่ึง p < 0.05 ถือวา่มีนยัส าคญัทางสถิติ 

ส าหรับการท าให้ V. harveyi inactive ท า
โดยน า V. harveyi แบบ active ท่ีเล้ียงปกติ ปริมาณ 
5×1010 เซลล์/มิลลิลิตร ไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4ซ 
แลว้แขวนลอยตะกอนแบคทีเรียในน ้าเกลือท่ีมี 0.1% 
thimerosal บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ซ ค้างคืน ลา้งตะกอน
แบคทีเ รียหลังการเซนตริฟิวจ์ในน ้ า เกลือ แล้ว
แขวนลอยกลบัให้มีปริมาตรเท่ากบัเร่ิมตน้ จากนั้น
เจือจางและน าฉีดไปกุง้ 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 

1. คุณลักษณะของเลคตินที่ ศึกษาและการพัฒนา
เทคนิคเพ่ือวเิคราะห์ปริมาณเลคตนิ 

จากการศึกษาเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้ง
แชบ๊วยเบ้ืองต้น พบว่าสามารถท าให้เม็ดเลือดแดง
ของกระต่ายเกาะกลุ่ม (hemagglutination) ไดดี้กว่า
เมด็เลือดแดงของคนหรือสัตวช์นิดอ่ืนๆ (Utarabhand 
et al., 2007) ในการวิจยัน้ีจึงไดว้ดัแอคทิวิทีของเล
คตินด้วยการวดัความสามารถในการเกาะกลุ่มเม็ด
เลือดแดงกระต่าย (HA) ยงัพบวา่ HA ของเลคตินในฮี
โมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยเกิดได้ดีเม่ือมี Ca2+ แต่ไม่มี
แอคทิวิทีเม่ือมี EDTA (ethylenediaminetetraacetic 
acid) หรือในบัฟเฟอร์ท่ีไม่มี Ca2+ บ่งช้ีว่าเลคตินท่ี
ศึกษาเป็นเลคตินแบบ C ซ่ึงเป็น PRP ชนิดหน่ึงท่ี
เ ก่ี ย วข้องในกลไกการ ป้องกันตน เองของกุ้ ง 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1992; Rittidach et al., 
2007) 

งานวิจยัน้ีตอ้งการพฒันาวิธี ELISA ให้มี
ความจ าเพาะและมีความไวสูงเพ่ือใชเ้ป็นเคร่ืองมือใน
การวิเคราะห์ปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟ์ไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพ จึงไดน้ าเลคตินท่ีท าบริสุทธ์ิจากฮีโม
ลิมฟ์ของกุง้แชบ๊วย และใชแ้อนติบอดีต่อเลคตินบริ
สุทธ์ิ (Urarabhand et al., 2017a) เป็น 1 Ab ในการ
พฒันาเทคนิค ELISA เพ่ือทดสอบหาปัจจัยท่ี
เหมาะสมในการวิเคราะห์ จากการท าโดยใช ้1 Ab ท่ี
เจือจางดว้ยอตัราส่วนระหว่าง 1:1,000 ถึง 1:5,000 
พบวา่ 1 Ab ท่ีเจือจาง 1:3,000 ใหค่้า A492 ดีท่ีสุดคือ
ไม่นอ้ยหรือมากเกินไป ส่วน 2 Ab ท่ีเจือจางดว้ย
อตัราส่วนระหว่าง 1:12,500 ถึง 1:50,000 พบว่า 2 
Ab ท่ีเจือจาง 1:25,000 ใหค่้า A492 ดีท่ีสุด (ภาพท่ี 
1A) และปฏิกิริยาของเอนไซม ์เปอร์ออกซิเดสเกิดได้
ดีท่ีสุดเม่ือใชส้ับสเตรทเป็น 0.4 mg/ml OPD และ 
0.01% H2O2 โดยเวลาของการเกิดปฏิกิริยานาน 30 
นาที เ พ่ือลดผลเบ่ียงเบนอันอาจเกิดจากการใช้
ปริมาณตวัอย่างท่ีไม่เหมาะสม จึงได้วิเคราะห์โดย
ใชฮี้โมลิมฟ์ท่ีเจือจางดว้ยอตัราส่วนตั้งแต่ 1:50 ถึง 
1:400 พบว่าการเจือจางในช่วงดงักล่าวยงัใหผ้ลแปร
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ผนัเป็นเส้นตรงตามปริมาณเลคติน (ภาพท่ี 1B) แต่
การเจือจางท่ี 1:100 ให้ค่า A492 ดีกว่าค่าอ่ืนๆ จึง
เลือกใช้ฮีโมลิมฟ์ท่ีเจือจางด้วยอตัราส่วน 1:100 
ตลอดการทดลองทั้งหมด การหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณเลคตินดว้ยวิธี ELISA ท่ี
พฒันาจึงสรุปผลไดเ้ป็นดงัน้ี ใช้ฮีโมลิมฟ์ท่ีเจือจาง
ดว้ยอตัราส่วน 1:100 เคลือบเพลท ใช ้1 Ab ท่ีเจือ
จาง 1:3,000 เท่า ใช ้2 Ab ท่ีเจือจาง 1:25,000 เท่า วดั
ปฏิ กิ ริ ย าของ เอนไซม์ เปอ ร์ออกซิ เดสโดยใช้
สับสเตรท 0.4 mg/ml OPD และ 0.01% H2O2 และ
เวลาของการเกิดปฏิกิริยา 30 นาที จากการท ากราฟ
มาตรฐานของเลคตินบริสุทธ์ิเพ่ือใชใ้นการค านวณหา
ปริมาณของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้แชบ๊วยพบว่า
กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงตามปริมาณของเลคตินบ
ริสุทธ์ิท่ีเพ่ิมข้ึนในช่วง 12 - 350 นาโนกรัม โดยมีค่า 
Correlation coefficient R2 = 0.9999 (ภาพท่ี 1C) เม่ือ

หาความไวของเทคนิคโดยใชต้วัอย่างเป็นเลคตินบริ
สุทธ์ิพบว่า วิธี ELISA ท่ีพัฒนาน้ี สามารถวัด
ปริมาณเลคตินท่ีความเขม้ขน้นอ้ยสุด 80 ng/ml (หรือ 
12 ng) และไดม้ากสุดถึง 2,330 ng/ml โดยมีค่า R2 = 
0.9999 (ภาพท่ี 1D) ซ่ึงมีความไวใกลเ้คียงเคียงกบัการ
ใชเ้ทคนิคน้ีในการหาความเขม้ขน้ของเลคตินในซีรัม
ของกุง้กา้มกราม (Agundis et al., 2000) โดยสรุป
งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาเทคนิค ELISA ท่ีมีความไวเพ่ือใช้
ในการหาปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้แชบ๊วย
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในท านองเดียวกับการใช ้
ELISA หาปริมาณเลคตินในกุง้กา้มกราม (Agundis et 
al.,  2000) และในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ Fenneropenaeus 
indicus (Jayasree et al., 2000) ซ่ึงทั้งค่า HA และ
ปริมาณเลคตินท่ีเปล่ียนแปลงในฮีโมลิมฟ์ของกุ้ง
แชบ๊วยจะใช้เป็นตวับ่งช้ีท่ีดีของการตอบสนองของ
กุ้ ง ต่ อ ก า ร ติ ด เ ช้ื อ ก่ อ โ ร ค ไ ด้

 

 

 

ภาพที่ 1  การพฒันาเทคนิค ELISA (A) การเจือจางแอนติบอดีต่อ IgG ของกระต่ายท่ีมีเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส  
               (2 Ab) (B) การเจือจางตวัอยา่งฮีโมลิมฟ์ท่ีเหมาะสม (C) กราฟมาตรฐานของเลคตินบริสุทธ์ิ และ  
               (D) การหาความไวของการวิเคราะห์ 
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2. แอคทิวิทีของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งที่ถูกฉีด

ด้วยเช้ือก่อโรค V. harveyi ปริมาณต่างๆ 
จากผลการวิจยัท่ีพบวา่เลคตินบริสุทธ์ิและเล

คตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้แชบ๊วย สามารถเกาะกลุ่มเช้ือ
ก่ อ โ ร ค ข อ ง กุ้ ง คื อ  V.  harveyi แ ล ะ  V. 
parahaemolyticus ไดดี้กว่า V. vulnificus แต่ไม่เกาะ
กลุ่มแบคที เ รีย ท่ีไม่ ก่อโรคกุ้ง  เ ช่น  V.  cholerae 
(Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) 
เ น่ืองจากแบคที เ รีย ท่ี ก่อโรคอย่ า งมากในการ
เพาะเล้ียงกุ้งกุลาด าคือ V. harveyi งานวิจัยน้ีจึงได้
เลือกใช ้V. harveyi ในการศึกษาผลการเหน่ียวน าให้
กุง้แชบ๊วยติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรค แลว้วิเคราะห์การ
ตอบสนองของกุ้งด้วยการวดัแอคทิวิทีของเลคติน 
(HA) ในฮีโมลิมฟ์ แต่การตอบสนองนั้ นต้องมี
นยัส าคญัทางสถิติ เพ่ือท่ีค่าการเปล่ียนแปลงของ HA 
ในฮีโมลิมฟ์จึงมีนัยส าคญัต่อการใช้เป็นตวับ่งช้ีการ
ติดโรคได้ ดังนั้น งานวิจัยน้ีจึงได้หาปริมาณเช้ือท่ี
เหมาะสมในการฉีดกระตุน้กุง้เพ่ือก่อให้มีผลเกิดการ
ตอบสนองอยา่งมีนยัส าคญัตามเวลา และเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคุมท่ีฉีดดว้ยน ้ าเกลือ ซ่ึงพบว่าเม่ือฉีดกุ้ง
ดว้ยเช้ือ V. harveyi ปริมาณ 105 เซลล/์กุง้ HA ของเล
คตินมีค่าเพ่ิมข้ึนท่ีเวลาต่างๆ ไม่มากนกั แต่มีค่าเพ่ิม
ตามปริมาณเช้ือท่ีฉีด จาก 106  - 109 เซลล์/กุ ้ง ซ่ึง
พบว่าค่า HA เพ่ิมข้ึนอย่างมาก การฉีดด้วยเช้ือ
ปริมาณ 1×108 เซลล/์กุง้ พบค่า HA มากสุด แต่กุง้ตาย
ก่อน 12 ชัว่โมง ขณะท่ีการฉีดดว้ยเช้ือ 1×109 เซลล/์
กุง้ ท าใหกุ้ง้ตายภายในเวลา 1 ชัว่โมง (ไม่ไดแ้สดงผล
การทดลอง) ดว้ยเหตุน้ีจึงลองฉีดกุง้ดว้ย V. harveyi 

ปริมาณในช่วง 1×108 - 5×108 เซลล/์กุง้ พบว่าการฉีด
เช้ือดว้ยปริมาณ 5×108 เซลล/์กุง้ จะท าใหกุ้ง้มีค่า HA 
เพ่ิมข้ึนมากท่ีสุด แต่กุ้งตายเร็วเกินไป จึงเปล่ียน
ปริมาณเ ช้ือ  V.  harveyi ท่ี ฉีด เ ป็น 5×104  - 5×107 
เซลล์/กุ ้ง พบว่า ค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์
เพ่ิมข้ึนน้อยท่ีสุดเม่ือฉีดกุ้งด้วย V.  harveyi 5×104 
เซลล์ แต่เพ่ิมข้ึนตามล าดับ เม่ือฉีดด้วยเช้ือ 5×105 
และ 5×106  เซลล์ และเพ่ิมมากสุดเม่ือฉีดด้วย V. 
harveyi 5×107 เซลล์ต่อตัวกุ้ง และกุ้งแสดงรูปแบบ
การตอบสนองต่อเช้ือแบคทีเรียปริมาณต่างๆใน
ท านองเดียวกนั คือเม่ือหาค่า HA ของเลคตินในฮีโม
ลิมฟ์ ณ เวลาต่างๆ เทียบกบัค่า HA ท่ีชัว่โมง 0 พบว่า
ค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมข้ึนชั่วโมงท่ี 6 
แลว้เพ่ิมข้ึนสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 12 และลดลงในชัว่โมง
ท่ี 18 (ภาพท่ี 2A-D) ในขณะท่ีค่า HA ของกุ้งชุด
ควบคุมมีค่าไม่แตกต่างกนั ณ เวลาต่างๆ ในช่วง 0-18 
ชัว่โมง หลงัฉีดดว้ยน ้าเกลือ (รูปท่ี 3A) บ่งช้ีว่าวิธีการ
ฉีดกุ้งไม่ได้ท าให้กุ ้งเครียดและไม่มีผลต่อค่า HA 
ของเลคตินท่ีเปล่ียนแปลง แต่การฉีดกุ้งด้วย V. 
harveyi เป็นการเหน่ียวน าให้กุ ้งตอบสนองต่อ
แบคทีเรียโดยมีแอคทิวิทีของเลคติน (HA) เพ่ิมมาก
ข้ึนในฮีโมลิมฟ์ จากการท่ีฉีดกุ้งด้วยปริมาณ 5×107 
เซลล/์กุง้ ท าใหกุ้ง้ตอบสนองโดยมีค่า HA ของเลคติน
ในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมมากสุดและเป็นปริมาณท่ีกุง้ยงัมีชีวิต
ตลอดการทดลอง ดังนั้ นปริมาณ V.  harveyi ท่ี
เหมาะสมในการเหน่ียวน าให้กุง้แชบ๊วยเกิดโรคและ
ตอบสนองไดอ้ย่างมีนยัส าคญั จึงเป็นการฉีดกุง้ดว้ย
เช้ือแบคทีเรีย 5×107 เซลล/์กุง้ 
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 ภาพที่ 2  แอคทิวิทีของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ท่ีฉีด V. harveyi ปริมาณต่างๆ     
                              (Significant differences at *p < 0.05; **p < 0.01)         
 
3. แอคทิวิทีของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งที่ถูกฉีด
ด้วยจุลนิทรีย์ชนิดต่างๆ 

ส าหรับการฉีดกุ้งแต่ละตัวด้วย  WSSV 
ปริมาณ 10-5 - 10-9 ของหวัเช้ือ พบว่า ณ ความเขม้ขน้
ของ WSSV สูง ท าให้กุ ้งตายเร็วเกินไป แต่ท่ีความ
เขม้ขน้ของ WSSV ต ่า ท าใหกุ้ง้ตอบสนองไม่ชดัเจน
เพราะการเพ่ิมของค่า HA ของ เลคตินในฮีโมลิมฟ์ไม่
มีนยัส าคญั แต่ปริมาณ WSSV 10-7 ของหัวเช้ือเป็น
ปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีสามารถเหน่ียวน าให้มีการ
ตอบสนองอย่างมีนัยส าคญัไดใ้นเวลาการทดลองท่ี
เหมาะสม กล่าวคือค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์
เ พ่ิมข้ึนจากชั่วโมงท่ี  0 เ พ่ิม ข้ึนตามล าดับ จนมี
ค่าสูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 18 แลว้มีค่าลดลงท่ีชัว่โมงท่ี 24 
(ภาพท่ี 3B) การใช ้WSSV 10-7 ของหัวเช้ือ สามารถ

เหน่ียวน าให้กุง้แชบ๊วยตอบสนองไดดี้ ยืนยนัไดด้ว้ย
การวดัการแสดงออกของ mRNA ของเลคตินแบบ C 
3 ชนิด ท่ีมีช่ือ FmLC3, FmLC5 และ FmLdlr ท่ีมี
รูปแบบการแสดงออกของ mRNA ของเลคตินเหล่าน้ี
ในท านองเดียวกบัค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ท่ี
เปล่ียนแปลง คือการแสดงออกของ mRNA ของเล
คตินแบบ C ทั้ งสามชนิดเพ่ิมข้ึนจากชั่วโมงท่ี 0 
เพ่ิมข้ึนตามล าดบั จนมีค่าสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 18 แลว้มี
ค่าลดลงท่ีชั่วโมงท่ี 24 (Runsaeng et al., 2017; 
Senghoi et al., 2017; Kwankaew et al., 2018) ดงันั้น 
ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่า การใช้ค่า HA 
ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ท่ีเปล่ียนแปลงเป็นตวับ่งช้ีท่ีดี
ในการติดตามการตอบสนองของกุง้อย่างมีนยัส าคญั 
และช่วยบ่งช้ีว่าปริมาณ WSSV ท่ีเหมาะสมในการ
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เหน่ียวน าเป็น 10-7 ของหัวเช้ือ ซ่ึงสามารถใช้
ผลการวิจยัน้ีไปศึกษาการแสดงออกของยีนเลคตินได้
ดว้ย 

แต่เม่ือเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของค่า 
HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ท่ีเพ่ิมข้ึนสูงสุด 3.8 เท่า ท่ี 
18 ชั่วโมง หลงัการฉีดด้วย WSSV 10-7 ของหัวเช้ือ 
(ภาพท่ี 3B) ในขณะท่ีการฉีดกุง้ดว้ย V. harveyi 5×107 
เซลล/์กุง้ ท าใหค่้า HA ของเลคตินเพ่ิมข้ึนสูงสุดเป็น 
6.8 เท่า ท่ี 12 ชัว่โมง (ภาพท่ี 2D) บ่งช้ีใหเ้ห็นว่ากุง้มี
การตอบสนองต่อการเหน่ียวน าดว้ย WSSV ช้ากว่า
และนอ้ยกว่าการเหน่ียวน าดว้ยแบคทีเรีย V. harveyi 
อาจเป็นเพราะ WSSV ไม่มีคาร์โบไฮเดรตเป็น
องค์ประกอบบนผิวอนุภาคของไวรัส ในขณะท่ีเล
คตินมีความจ าเพาะต่อคาร์โบไฮเดรตบนผิวเซลล์
แ บ ค ที เ รี ย แ ก ร มลบ  จึ งน า ไ ป สู่ ก า ร ก ร ะ ตุ้น
กระบวนการในระบบอิมมูนไดดี้และเร็วกว่า ดงัเช่น
การแสดงออกของ mRNA ของเลคตินแบบ C ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อ lipopolysaccharide ช่ือ FmLC4 ท่ี
เพ่ิมข้ึนตอบสนองต่อการเหน่ียวน าด้วย V. harveyi 
5×107 เซลล/์กุง้ มากกวา่การเหน่ียวน าดว้ย WSSV 10-7 
ของหัวเช้ือ รวมทั้ งมีการแสดงออกตอบสนองต่อ
ค า ร์ โ บ ไ ฮ เ ด ร ต บ น ผิ ว แ บ ค ที เ รี ย คื อ 
lipopolysaccharide ดว้ย (Utarabhand et al., 2017b) 
ในท านองเดียวกบัเลคตินแบบ C ของกุง้กุลาด า (Luo 
et al., 2006) และของกุง้ P. californiensis (Vargas-
Albores et al., 1993) 

จากการฉีดกุง้แชบ๊วยด้วย V. harveyi แบบ 
active 5×107 เซลล/์กุง้ (ภาพท่ี 2D) กุง้แสดงอาการติด
โรคชัดเจนคือว่ายน ้ าอย่างไร้ทิศทาง และค่อยๆ 
อ่อนแอลง จากนั้นจะนอนน่ิงๆ และอาจตายภายใน 
24 ชัว่โมง เม่ือวดัค่า HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ท่ี
ชั่วโมงต่างๆ พบว่ามีค่าเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญท่ี

ความเช่ือมัน่ 95-99% ทั้งชัว่โมงท่ี 6 และ 12 เป็น 3.3 
และ 6.8 เท่า ตามล าดับ เม่ือเทียบกับค่าก่อนฉีด (0 
ชั่วโมง) ซ่ึงต่างจากการฉีดกุ้งด้วย V. harveyi แบบ 
inactive ดว้ยปริมาณเท่ากนั พบกุง้แสดงอาการติดเช้ือ
ไม่ชัดเจน อ่อนแอลงเล็กน้อย ว่ายน ้ าน้อยลง และมี 
HA ของ เลคตินในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ย โดยมีค่า 
HA เพ่ิมข้ึนจากชัว่โมงท่ี 0 เป็น 1.4 และ 1.9 เท่า ณ 
ชัว่โมงท่ี 6 และ 12 ตามล าดบั (ภาพท่ี 3C) อาจเป็น
เพราะเลคตินยงัจดจ าต่อคาร์โบไฮเดรตบนผิวเซลล์
ของเช้ือ V. harveyi แบบ inactive ได ้แอคทิวิทีจึง
เพ่ิมข้ึนเพ่ือก าจดัเซลลแ์บคทีเรียท่ีบุกรุก แต่เน่ืองจาก
เซลลแ์บคทีเรียแบบ inactive ไม่มีการเพ่ิมจ านวน
หลงัการฉีดเขา้ตวักุ้ง ดังนั้นจึงอาจมีจ านวนไม่มาก
พอท่ีจะกระตุ้นให้กุ ้งตอบสนองได้มากนัก จึงพบ
แอคทิวิทีของเลคตินมีค่าเพ่ิมข้ึนนอ้ยกว่าการฉีด V. 
harveyi แบบ active 

ในท านองเดียวกนั เม่ือฉีดกุง้ดว้ยแบคทีเรีย
ไม่ก่อโรคกุง้คือ V. cholerae ปริมาณ 5×107 เซลล/์กุง้ 
พบว่าหลงัจากฉีด กุง้มีอาการอ่อนแอลงเลก็นอ้ย บาง
ตวัมีอาการเป็นปกติ ณ ชัว่โมงท่ี 6 และ 12 สาเหตุท่ี
กุง้อ่อนแอลง ทั้ งๆ ท่ีไม่มีการติดเช้ือจากแบคทีเรีย
วิบริโอชนิดน้ี อาจเป็นเพราะกุง้ถูกดูดเลือดทุก 6 
ชัว่โมงท าให้อ่อนเพลียจากการเสียเลือด และพบว่า 
HA ของเลคตินในฮีโมลิมฟ์มีค่าเพ่ิมข้ึนไม่มาก เม่ือ
เทียบกบักุง้ท่ีฉีดเช้ือก่อโรค V. harveyi แบบ active 
โดยมีค่าเพ่ิมข้ึนเป็น 1.7 และ 2.0 เท่า ณ ชั่วโมงท่ี 6 
และ 12 เม่ือเทียบกบัค่าก่อนฉีด ดงัแสดงผลในภาพท่ี 
3D ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะเลคตินไม่มีความจ าเพาะต่อ
คาร์โบไฮเดรตบนผิวของ V. cholerae ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัการท่ีเลคตินชนิดน้ีไม่ท าให ้V. cholerae เกิดการ
เกาะกลุ่มได ้(Utarabhand et al., 2007) 
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ภาพที่ 3  แอคทิวิทีของเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ท่ีฉีดน ้าเกลือหรือจุลินทรีย ์
  (Significant differences at *p < 0.05) 

 
4. การตอบสนองของกุ้งที่ถูกเหน่ียวน าด้วยแบคทีเรีย
ก่อโรค 

จากการฉีดกุ้งขนาดกลางด้วย V. harveyi 
ปริมาณ 5×107 เซลล/์กุง้ แลว้น าฮีโมลิมฟ์ท่ีเวลาต่างๆ 
ไปวดัค่า HA ของเลคติน และวดัปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดดว้ยวิธี Bradford พบว่าปริมาณโปรตีนในฮี
โมลิมฟ์ของกุง้แชบ๊วยท่ีฉีดดว้ยเช้ือ V. harveyi ลดลง
ตามระยะ เวลาหลังการ ฉีด เ ช้ือ  (ภาพ ท่ี  4)  ซ่ึ ง
สอดคล้องกับผลของ Luo (1996) ท่ีพบปริมาณ
โปรตีนลดลงในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งขาวจีนท่ีติดเช้ือ
แบคทีเรียเช่นกนั ดงันั้นเม่ือค านวณหาค่า specific 
HA (U/mg protein) เทียบกบัค่าท่ีชัว่โมง 0 ก่อนการ
ฉีดกุง้ พบวา่มีค่าเพ่ิมข้ึนเป็น 3.7 และ 10.5 เท่า (อย่าง

มีนยัส าคญัท่ี 99%) ท่ีชัว่โมง 6 และ12 หลงัการฉีด 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 4) เพ่ือทดสอบว่าการท่ีกุง้มีค่า HA 
ของ เลคตินเ พ่ิม ข้ึนเ กิดจากการ ท่ีกุ ้ง มีการหลั่ง
โปรตีนเลคตินออกมาในฮีโมลิมฟ์มากข้ึนดว้ยหรือไม่ 
จึงวดัปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ตวัอย่างชุด
เดียวกนัโดยวิธี ELISA เปรียบเทียบกบัค่า HA พบว่า
ปริมาณเลคตินจ าเพาะ (นาโนกรัมเลคตินต่อมิลลิกรัม
โปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ์) เม่ือเทียบกบัค่าก่อนการ
ฉีดกุง้เพ่ิมข้ึนเป็น 1.7 และ 3.2 เท่า ท่ีชัว่โมง 6 และ 12 
หลงัการฉีด ตามล าดบั และลดลงเป็น 1.5 เท่า ท่ี
ชัว่โมง 18 (ภาพท่ี 4) จากผลการทดลองน้ีบ่งช้ีว่าการ
เหน่ียวน าดว้ยเช้ือก่อโรค V. harveyi 5×107 เซลล/์กุง้ 
กระตุน้ให้กุง้แชบ๊วยมีระดบัปริมาณโปรตีนเลคติน
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ในฮีโมลิมฟ์เพ่ิมข้ึน 3.2 เท่า อย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% ท่ีชัว่โมง 12 หลงัการฉีด ในขณะท่ี
มีค่า specific HA เพ่ิมข้ึนเป็น 10.5 เท่า อย่างมี
นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% แสดงให้เห็นว่า
กุง้มีกลไกการป้องกนัตนเองตอบสนองต่อการติดเช้ือ
อาจจะเป็น 2 ทาง กล่าวคือกระตุน้เลคตินท่ีมีอยู่ฮีโม
ลิมฟ์ใหท้ างานไดดี้ข้ึน (มีค่า HA เพ่ิมข้ึน) และถา้การ
ติดเ ช้ือค่อนข้างรุนแรงก็อาจมีผลกระตุ้นให้กุ ้ง
สงัเคราะห์หรือหลัง่เลคตินสู่ฮีโมลิมฟ์มากข้ึนเพ่ือช่วย

ในการก าจัด เ ช้ือก่อโรค ดังจะ เห็นได้จากการ
ปริมาณเลคตินท่ีเพ่ิมข้ึนซ่ึงวดัโดยวิธี ELISA ในขณะ
ท่ี ป ริ ม า ณ โ ป ร ตี น ทั้ ง ห ม ด ใ น ฮี โ ม ลิ ม ฟ์ 
ลดลงจากการ ติดเ ช้ือ  ซ่ึงจะสอดคล้องกับการ
แสดงออกของยีนเลคตินแบบ C ท่ีเพ่ิมมากท่ีสุดท่ี
ชัว่โมง 12 หลงัการฉีดกุง้ดว้ย V. harveyi 5×107 
เซลล/์กุง้ ดงัท่ีไดร้ายงานไปแลว้ (Runsaeng et al., 
2017; Senghoi et al., 2017; Utarabhand et al., 
2017b; Kwankaew et al., 2018) 

 

ภาพที่ 4  ปริมาณและแอคทิวิทีของเลคตินและปริมาณโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ของกุง้ท่ีฉีด V. harveyi 5×107 เซลล/์กุง้  
 (Significant differences at *p < 0.05; **p < 0.01) 

 

สรุป 
เน่ืองจากเลคตินเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีมี

บทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเอง
ตอบสนองต่อเช้ือก่อโรคท่ีบุกรุก งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันา
เทคนิค ELISA ใหมี้ความไวเพ่ือใชห้าปริมาณเลคติน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และใช้การเปล่ียนแปลง
ระดับของเลคตินในฮีโมลิมฟ์เป็นตัวติดตามการ
ตอบสนองของกุ้งต่อการติดเช้ือก่อโรค ซ่ึงในการ
เหน่ียวน ากุ ้งแชบ๊วยด้วยการฉีดเ ช้ือ  V.  harveyi 

ปริมาณ 5×107 เซลล/์กุง้ พบว่าแอคทิวิทีและปริมาณ
ของเลคตินมีค่าเพ่ิมข้ึนอย่างมีนยัส าคญัในฮีโมลิมฟ์ 
บ่งช้ีว่าสามารถใชก้ารเปล่ียนแปลงระดบัของเลคติน
แบบ C ในฮีโมลิมฟ์ เป็นตวับ่งช้ีท่ีดีต่อการตอบสนอง
ของกุง้ต่อเช้ือก่อโรค และเป็นตวับ่งช้ีถึงปริมาณเช้ือ
ก่อโรคท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวน าให้กุง้ตอบสนอง
อย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงผลงานวิจัยน้ีสรุปไดว้่า เช้ือก่อ
โรค V. harveyi ปริมาณ 5×107 เซลล/์กุง้ หรือ WSSV 
ปริมาณ 10-7 ของหวัเช้ือ/กุง้ เป็นปริมาณท่ีเหมาะสม
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ต่อการเหน่ียวน าใหกุ้ง้ตอบสนองไดอ้ย่างมีนยัส าคญั 
ซ่ึงสามารถน าขอ้มูลวิจยัน้ีไปใชใ้นการศึกษาปัจจยัท่ี
เก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเองตอบสนองต่อ
เช้ือก่อโรคของกุง้ไดต่้อไป 
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