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บทคัดย่อ 
ไวรัสตัวแดงดวงขาวเป็นเชื้อไวรัสก่อโรคที่ส่งผลกระทบต่อการเพาะเลี้ยงกุ้ง โดยท าให้กุ้งตายซึ่ง

น าไปสู่การสูญเสียทางเศรษฐกิจ อะพอพโทซิสหรือกระบวนการตายของเซลล์มีบทบาทส าคัญในการ
ตอบสนองต่อการติดเชื้อไวรัสของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดรวมถึงกุ้งด้วย โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูงเป็น
ตัวกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิส จากรายงานที่มีการศึกษามาก่อนหน้านี้คณะผู้วิจัยได้ท าการโคลนและศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีน HtrA2 จากกุ้งแชบ๊วย พบว่า ยีนสายเต็มที่โคลนได้มีความยาว 1,919 คู่เบส สามารถ
แปลรหัสได้เป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 445 หน่วย ประกอบด้วย 5 โดเมนที่แตกต่างกัน ใน
การศึกษาครั้งนี้คณะผู้วิจัยได้ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ โดยวิธี semi-
quantitative RT-PCR โดยพบว่ายีน FmHtrA2 มีการแสดงออกมากที่สุดในตับและกล้ามเนื้อและพบ
เล็กน้อยในเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ นอกจาก นี้ผู้วิจัยได้ศึกษาถึงการตอบสนองของยีน FmHtrA2 ในตับของกุ้งแชบ๊วย
เมื่อกระตุ้นด้วยเชื้อ WSSV ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในตับถูกกระตุ้นให้เพ่ิมข้ึน
และมีค่าสูงสุดที่ 72 ชั่วโมงหลังการเหนี่ยวน าด้วย WSSV จากข้อมูลเบื้องต้นที่ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาจะ
น าไปสู่ความเข้าใจที่มากขึ้นเกี่ยวกับกลไกการป้องกันตนเองในการเกิดอะพอพโทซิสของกุ้ง 
ค าส าคัญ: โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง, กุ้งแชบ๊วย, ไวรัสตัวแดงดวงขาว, อะพอพโทซิส, 
  ระบบภูมิคุ้มกัน 



การประชุมหาดใหญ่วิชาการระดับชาติ ครั้งที่ 6 
26 มิถุนายน 2558 มหาวิทยาลยัหาดใหญ่ 

 

962 | P a g e  

 

Abstract 
 White spot syndrome virus (WSSV) is one of the most devastating viral pathogens 
in shrimp farming that causes high mortality and large economic loss. Apoptosis or 
programmed cell death plays an important role in the antiviral immunity of many 
organisms including shrimp. High temperature requirement protein A2 (HtrA2) is an 
apoptosis-activating protein to enhance apoptosis process. In the previous study, HtrA2 
gene designated as FmHtrA2 has been cloned and characterized from banana shrimp 
Fenneropenaeus merguiensis in our lab. The full-length of this gene consisted of 1,919 
bp encoding a polypeptide of 445 amino acids with five different domains. In this study, 
the tissue distribution profile of FmHtrA2 was examined. Semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis showed that the FmHtrA2 
mRNA was expressed highly in the hepatopancreas and muscle but rarely in other 
tissues. In order to investigate molecular response of FmHtrA2 gene to WSSV infection, 
semi-quantitative RT-PCR analysis was also used to analyze gene expression pattern. The 
results showed that the temporal FmHtrA2 mRNA in the hepatopancreas was up-
regulated to peak at 72 hr after stimulation with WSSV. From our preliminary data, the 
obtained results may lead to better understanding of defense mechanisms in term of 
apoptosis of shrimp. 
Keywords: HtrA2, Apoptosis, Fenneropenaeus merguiensis, white spot syndrome virus, 
 immune system 
 
บทน า 

กุ้งแชบ๊วยเป็นสัตว์ทะเลที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจ เป็นกุ้งขนาดใหญ่ ดูแลอนุบาลง่าย เจริญเติบโต
รวดเร็ว มีความต้านทานต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม แต่ปัจจุบันพบปัญหาที่หลีกเลี่ยงได้ยาก 
คือ การติดเชื้อก่อโรคในกุ้งซึ่งส่วนใหญ่มีสาเหตุหลักมาจากเชื้อตัวแดงดวงขาว (white spot syndrome 
virus, WSSV) เมื่อกุ้งได้รับเชื้อนี้จะเกิดเป็นโรคตัวแดงดวงขาว ผลจากการติดเชื้อ WSSV ท าให้เกิดการติด
เชื้อที่อวัยวะต่าง ๆ ได้แก่ เนื้อเยื่อใต้เปลือก เหงือก หัวใจ อวัยวะสร้างเม็ดเลือด เม็ดเลือด และต่อม
น้ าเหลืองซึ่งส่งผลท าให้กุ้งตาย (Söderhäll & Cerenius, 1998) ดังนั้นจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับระบบ
ภูมิคุ้มกันโรคมากขึ้น ซึ่งเป็นแนวทางหนึ่งที่จะช่วยป้องกันหรือลดอัตราการตายของกุ้งอันเนื่องมาจากการ
ติดเชื้อในกุ้งได้ โดยกลไกการป้องกันตนเองในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนอาศัยระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด
แบ่งได้เป็น 2 ระบบ คือ ระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์ (cellular immunity) และระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัย
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สารน้ า (humoral immunity) และนอกเหนือจากระบบภูมิคุ้มกันทั้ง 2 ระบบ ยังพบว่ามีอีกหนึ่ง
กระบวนการที่มีความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันและมีความส าคัญต่อการต่อต้านเชื้อไวรัส กระบวนการ
ดังกล่าว คือ อะพอพโทซิส (apoptosis) 

อะพอพโทซิสเป็นรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลล์ที่มีแบบแผน มีความส าคัญในการพัฒนาการ
เจริญทางสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์และในการท าลายเซลล์ที่มีการติดเชื้อหรือเซลล์ที่ไม่เป็นที่
ต้องการเพ่ือความอยู่รอดของสิ่งมีชีวิต การเกิดอะพอพโทซิสขึ้นอยู่กับการท างานของเอนไซม์ที่มีชื่อว่า
แคสเปส (caspase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่มซีสเตอีนโปรตีเอส (cysteine protease) ท าหน้าที่ย่อยโปรตีน
หลายชนิด และเมื่อเอนไซม์แคสเปสถูกกระตุ้นจะท าให้เกิดการตายของเซลล์ (Wyllie, Kerr, & Currie, 
1980) ส่งผลให้เกิดการหดตัวของเซลล์ (cell shrinkage) การบวมของเซลล์ (blebbing) การแตกหัก
ออกเป็นชิ้นส่วนของนิวเคลียส (nuclear fragmentation) โครมาตินขดตัว (chromatin condensation) 
และดีเอ็นเอแตกหักเป็นท่อน (chromosomal DNA fragmentation) ท าให้เกิดการแยกสลายของเซลล์
เป็นรูปแบบที่เรียกว่า apoptotic bodies ซึ่งจะถูกกินและย่อยสลายอย่างรวดเร็วโดยเซลล์แมคโครฟาจ 
(macrophage) หรือเซลล์ข้างเคียง โดยในสภาวะปกติการเกิดอะพอพโทซิสจะถูกควบคุมโดยโปรตีนที่
เป็นตัวยับยั้งอะพอพโทซิส (inhibitor of apoptosis protein, IAP) โปรตีน IAP จะหยุดการเกิด
กระบวนการดังกล่าวโดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์แคสเปส ในความเป็นจริงแล้ว การเกิดอะพอพ
โทซิสถูกควบคุมโดยโปรตีนหลายชนิดซึ่งล้วนแต่มีความส าคัญเกี่ยวข้องกับการเกิดอะพอพโทซิสทั้งสิ้น 
โปรตีนหนึ่งในนั้น คือ โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง (High temperature requirement protein 
A2, HtrA2) (Cande et al., 2002)  

โปรตีน HtrA2 จัดอยู่ในกลุ่ม high temperature requirement (HtrA) family พบทั้งในโปรคา
ริโอต (prokaryotes) และยูคาริโอต (eukaryotes) มีลักษณะเฉพาะตัวเป็นเอนไซม์ serine protease 
และมีโดเมน PDZ อยู่ภายในโครงสร้าง (Vande, Lamkanfi, & Vandenabeele, 2008) โปรตีนนี้มี
บทบาทเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสของเซลล์โดยท าหน้าที่เป็นตัวป้องกันการรวมตัวกันระหว่าง
โปรตีน IAP และเอนไซม์แคสเปส ส่งผลให้เอนไซม์แคสเปสเป็นอิสระท าให้สามารถไปกระตุ้นให้เกิดอะ
พอพโทซิสได ้

ได้มีการศึกษาการเกิดอะพอพโทซิสในกุ้ง พบว่ากระบวนการดังกล่าวมีบทบาทในการหยุดการ
เพ่ิมจ านวนของไวรัสเมื่อกุ้งเกิดการติดเชื้อ เพ่ือรักษาสภาพของเซลล์ให้กุ้งสามารถมีชีวิตรอดอยู่ได้ และยัง
พบการรายงานถึงโปรตีน HtrA2 ในกุ้งกุลาด า ที่มีชื่อว่า PmHtrA2 ภายในโครงสร้างของโปรตีนนี้
ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ mitochondria targeting signal (MTS), transmembrane (TM) domain, 
IAP-binding motif (IBM), serine protease domain และ PDZ domain ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการ
ควบคุมการเกิดอะพอพโทซิสผ่านบริเวณจับของโปรตีน IAP ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าโปรตีน HtrA2 เป็น
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โปรตีนที่มีความส าคัญในการเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสโดยผ่านบริเวณจับของโปรตีน IAP เพ่ือไป
หยุดการเพิ่มจ านวนของไวรัสในเซลล์เมื่อกุ้งเกิดการติดเชื้อได้  

แต่อย่างไรก็ตามยังไม่พบการรายงานถึงลักษณะ บทบาท หน้าที่ และกลไกการท างานของโปรตีน 
HtrA2 ที่แน่ชัดในการตอบสนองต่อเชื้อก่อโรคในกุ้ง อีกทั้งยังไม่ปรากฏรายงานการศึกษาโปรตีน HtrA2 
ในกุ้งแชบ๊วย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนนี้ในการตอบสนองต่อการ
เหนี่ยวน าด้วยเชื้อ WSSV ในกุ้งแชบ๊วย ซึ่งงานวิจัยอาจท าให้ทราบถึงข้อมูลพ้ืนฐานระดับโมเลกุลของ
โปรตีน HtrA2 ที่เก่ียวข้องกับการเกิดอะพอพโทซิสในกุ้งแชบ๊วยมากยิ่งขึ้น 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ จากกุ้งแชบ๊วย 
2. เพ่ือศึกษาผลการเหนี่ยวน าด้วยเชื้อ WSSV ต่อการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2  

ในกุ้งแชบ๊วย 
 
แนวคิด ทฤษฎี กรอบแนวคิด 

กุ้งซึ่งเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในกลุ่มครัสเตเชียนมีระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Loker, 
Adema, Zhang, & Kepler, 2004) มีกลไกการป้องกันตนเองเพ่ือความอยู่รอดโดยอาศัยระบบภูมิคุ้มกัน
ที่มีมาแตก่ าเนิดแบ่งออกได้ 2 ระบบ คือ 

1. ระบบภูมิคุ้มกันแบบอาศัยเซลล์ มักใช้เซลล์เม็ดเลือดฮีโมไซท์เป็นหลักในการต่อสู้และก าจัดสิ่ง
แปลกปลอม ซึ่งสามารถก าจัดสิ่งแปลกปลอมโดยวิธีต่าง ๆ ได้แก่ การกลืนกินเซลล์ด้วยวิธีฟาโกไซโทซิส 
(phagocytosis) การเกิดโนดูล (nodule formation) และการกักล้อม (encapsulation) สิ่งแปลกปลอม 
(Söderhäll & Cerenius, 1992)  

2. ระบบภูมิคุ้มกันโดยอาศัยสารน้ า ได้แก่ เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สลาย
ผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกด้วยวิธีการท าให้เซลล์แตก (hydrolysis) ซึ่งเป็นกลไกการป้องกันตนเอง 
(Söderhäll & Cerenius, 1992) ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ ไลโซไซม์มีฤทธิ์เล็กน้อยไม่สามารถท าให้เกิด
การสลายของผนังเซลล์ และยังช่วยท าให้แบคทีเรียมีความไวต่อสารต้านเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ มากข้ึน  

โปรตีน HtrA2 เป็นโปรตีนที่พบบริเวณไมโทคอนเดรียของเซลล์ มีลักษณะเฉพาะตัวเป็น serine 
protease และมีโดเมน PDZ โดยบทบาทส าคัญของโปรตีน HtrA2 พบการรายงานครั้งแรกโดยผ่านการ
จับกับโปรตีน IAP (Cande et al., 2002) ซ่ึงอาศัยการท างานของเอนไซม์แคสเปสเพ่ือเหนี่ยวน าให้เกิดอะ
พอพโทซิส นอกจากนี้ยังพบการรายงานถึง IBM ซึ่งเป็นบริเวณอนุรักษ์ประกอบด้วยกรดอะมิโนอิสระ 4 
ตัว คือ อะลานีน (alanine), วาลีน (valine), กลูตามีน (glutamine) และอะลานีน ซึ่งกรดอะมิโนอะ
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ลานีนและวาลีน ในต าแหน่งที่ 1 และ 2 เป็นต าแหน่งอนุรักษ์ ซึ่งสามารถจับกับโดเมน Zinc-finger 
baculovirus IAP repeat (BIR) ของโปรตีน IAP ได้ 

ปัจจุบันมีการศึกษาโปรตีน HtrA2 ในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียน โดยมีรายงานโปรตีน HtrA2 ในกุ้ง
กุลาด า (PmHtrA2) พบว่า PmHtrA2 มีความเกี่ยวข้องกับโปรตีน 2 ชนิด คือ Pmcaspase 
(Wongprasert, Sangsuriya, Phongdara, & Senapin, 2007) และ PmIAP (Leu, Kuo, Kou, & Lo, 
2008) ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการเกิดอะพอพโทซิส และจากการศึกษาโปรตีน HtrA2 พบว่า
ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ mitochondria targeting signal (MTS), transmembrane (TM) domain, 
IAP-binding motif (IBM), serine protease domain และ PDZ domain ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการ
เกิดอะพอพโทซิส โดยในสภาวะปกติโปรตีน HtrA2 ถูกสร้างและเก็บในไมโทคอนเดรีย เมื่อเซลล์ได้รับ
สัญญาณการตายโดเมน MTS และ TM ซึ่งอยู่ที่ด้านปลาย N ถูกตัดพันธะเปปไทด์ออก ท าให้สายเปปไทด์
ที่มีโดเมน IBM, serine protease และ PDZ เคลื่อนที่ออกจากไมโทคอนเดรียเข้าสู่ไซโทพลาซึม และ
รวมตัวเป็นรูปทรงสามเหลี่ยมปิรามิด ซ่ึงจะมี IBM เป็นบริเวณอนุรักษท์ีม่ีกรดอะมิโน 4 ตัว ได้แก่ อะลานีน 
วาลีน กลูตามีน และอะลานีน ท าหน้าที่จับกับโปรตีน IAP ผ่านโดเมน BIR ส่งผลท าให้โครงสร้างของ
โดเมน PDZ เปลี่ยนแปลงไป น าไปสู่การกระตุ้น serine protease ให้อยู่ในรูปที่ท างาน ซึ่งจะไปย่อย
โปรตีน IAP ท าให้เกิดอะพอพโทซิสขึ้นได ้(Li et al., 2002) 

จากรายงานเกี่ยวกับโปรตีน HtrA2 พบว่าการศึกษาเกี่ยวกับบทบาทหน้าที่ของโปรตีน HtrA2 
และกลไกการเกิดอะพอพโทซิสในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนยังมีน้อยมากและยังไม่พบรายงานในกุ้งแชบ๊วย 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนนี้ในการตอบสนองต่อการเหนี่ยวน าด้วย
เชื้อ WSSV ในกุ้งแชบ๊วย เพ่ือที่จะท าให้ทราบถึงข้อมูลพื้นฐานระดับโมเลกุลของโปรตีน HtrA2 ที่เกี่ยวข้อง
กับอะพอพโทซิสที่เกิดจากการเหนี่ยวน าด้วยเชื้อ WSSV ในกุ้งแชบ๊วยมากยิ่งขึ้น 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การโคลนและศึกษาสมบัติของยีนโปรตีน HtrA2 
 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะ (gene specific primer) จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีน HtrA2 
จากกุ้งแชบ๊วย (FmHtrA2) ที่คณะผู้วิจัยได้มีการโคลนมาก่อนหน้านี้ ด้วยโปรแกรม Vector NTI ใช้ไพร
เมอร์ที่ออกแบบได้ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ cDNA 
สายแรกที่เตรียมได้จากตับของกุ้งแชบ๊วยเป็น DNA แม่แบบ ท าการโคลนดีเอ็นเอแล้วหาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอของยีน FmHtrA2 ที่โคลนได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของดีเอ็นเอสายเต็ม (full-length) ของยีน FmHtrA2 ที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้เพ่ือเป็นการยืนยันว่าดีเอ็น
เอที่เพ่ิมปริมาณได้นั้นเป็นส่วนของยีน FmHtrA2 จริง ท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ
ของยีน FmHtrA2 ของกุ้งแชบ๊วยที่โคลนได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีน HtrA2 จากกุ้งหรือครัสเต
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เชียนชนิดอื่น ๆ ที่มีอยู่ในธนาคารยีน ผ่านฐานข้อมูล NCBI ใช้ไพรเมอร์ส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดย
การท า PCR เพ่ือดูการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ และการตอบสนองของยีนต่อ
เชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวต่อไป  
 
การศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วย   
 ศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วย โดยการสกัด total 
RNA จากเนื้อเยื่อต่าง ๆ เช่น เซลล์ฮีโมไซท์ กล้ามเนื้อ ล าไส้ หัวใจ ตับ กระเพาะอาหารลิมฟอยด์ และ
เหงือก จากนั้นดูการแสดงออกของ mRNA ของยีนโปรตีน HtrA2 ในเนื้อเยื่อเหล่านี้ด้วยการท า Reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) ด้วย SuperScript III First-Strand Synthesis 
System for RT-PCR (Invitrogen) โดยเทียบกับการแสดงออกของยีน 18S rRNA ซึ่งใช้เป็นยีนควบคุม  
 
การศึกษาการแสดงออกของยีน HtrA2 หลังจากถูกกระตุ้นด้วย WSSV  
การเตรียมกุ้งตัวอย่างก่อนการเหนี่ยวน าด้วย WSSV 

เลี้ยงกุ้งแชบ๊วยในถังพลาสติกกลมความจุ 25 แกลลอน โดยเตรียมถังก่อนเลี้ยงกุ้งดังนี้ ล้างถัง ฆ่าเชื้อ
ด้วยคลอรีนและทิ้งให้แห้งอย่างน้อย 2 วัน จากนั้นใส่น้ าทะเลที่มีคลอรีนฆ่าเชื้อประมาณครึ่งถัง ให้อากาศ
ตลอดเวลา ทิ้งไว้ประมาณ 1 อาทิตย์ แล้วน ากุ้งที่คัดขนาดใกล้เคียงกัน ซึ่งมีน้ าหนักประมาณตัวละ 10-15 
กรัม ลงเลี้ยงถังละ 5-7 ตัว โดยให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปทุก 8 ชั่วโมง ปล่อยให้กุ้งปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อม
ในถัง นาน 3 วัน โดยสังเกตว่ากุ้งแข็งแรงไม่มีอาการอ่อนเพลีย ว่ายน้ าและกินอาหารเป็นปกติ 
 
การเตรียม WSSV 

ส าหรับ WSSV เตรียม stock WSSV โดยตัดกล้ามเนื้อของกุ้งที่ติดเชื้อ WSSV บดให้ละเอียดใน 
TBS ในอัตราส่วน 1:2 (น้ าหนักเนื้อเยื่อ:ปริมาตร TBS) (กิจการ ศุภมาตย์, วุฒิพร พรหมขุนทอง, ชุติมา 
ตันติกิตติ และ Rudolf Hoffman, 2543) แล้วปั่นตก ที่ความเร็ว 41,800xg นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่กรองผ่านกระดาษกรอง (0.45 ไมครอน) ไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ทดลองต่อไป 
 
การศึกษาผลการฉีดกุ้งด้วย WSSV ต่อการแสดงออกของยีน HtrA2 

ฉีดกุ้งด้วย WSSV ที่เจือจาง 10-6 เท่า ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่บริเวณกล้ามเนื้อโคนหาง 
ส าหรับกุ้งที่เป็นกลุ่มควบคุมฉีดด้วยน้ าเกลือปริมาตรเท่ากัน จากนั้นน ากุ้งไปเลี้ยงต่อตามปกติ ตัดตับจาก
กุ้งทั้ง 2 กลุ่มหลังการฉีดที่เวลา 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง กลุ่มละ 5-7 ตัว จากนั้นน าตับที่
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ได้ไปสกัด total RNA เพ่ือวัดการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2 ของกุ้งด้วยวิธี semi-quantitative RT-
PCR โดยใช้ 18S rRNA เป็นยีนควบคุม 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

จากการศึกษายีนสายเต็มของ FmHtrA2 จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่ายีนสายเต็มมีความยาว 
1,919 คู่เบสซึ่งถอดรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 445 หน่วย ภายในโครงสร้างของ FmHtrA2 
ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ mitochondria targeting signal (MTS), transmembrane (TM) domain, 
IAP-binding motif (IBM), serine protease domain และ PDZ domain (ภาพประกอบที่1) สามารถ
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมาใช้ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการวัดการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ได้
อย่างจ าเพาะ ซึ่งไพรเมอร์ที่ออกแบบได้เมื่อน ามาใช้ในการโคลนดีเอ็นเอของยีน HtrA2 ด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ cDNA สายแรกที่เตรียมได้จากตับของกุ้งแชบ๊วยเป็น DNA แม่แบบ เมื่อน ามาวิเคราะห์หาล าดับนิ
วคลีโอไทด์พบว่าดีเอ็นเอชิ้นกลางของยีน HtrA2 มีความยาว 851 คู่เบส และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
โคลนได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับ นิวคลีโอไทด์ของยีนต่าง ๆ ที่มีอยู่ในธนาคารยีนโดยใช้โปรแกรม BlastP 
พบว่ามีความเหมือนกับยีน PmHtrA2 จากกุ้งกุลาด า 97% และเมื่อเปรียบเทียบกับยีน FmHtrA2 จากกุ้ง
แชบ๊วยพบว่ามีความเหมือนกัน 100% จากผลการทดลองสามารถบ่งชี้ว่าชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนได้เป็นส่วน
หนึ่งของยีนโปรตีน HtrA2 จากกุ้งแชบ๊วย  

 

 
 

ภาพประกอบที่ 1 แบบแผนของยีน HtrA2 ของกุ้งแชบ๊วย 
 
จากการศึกษาการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในระดับ mRNA ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ด้วยวิธี RT-PCR 

โดยใช้ 18S rRNA เป็นยีนควบคุม พบว่ามีการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในทุกเนื้อเยื่อที่มีการทดสอบ 
คือ ตับ หัวใจ ลิมฟอยด์ กระเพาะอาหาร กล้ามเนื้อ ล าไส้ เซลล์ฮีโมไซท์ และเหงือก โดยพบการแสดงออก
มากที่สุดในเนื้อเยื่อตับ รองลงมาคือ กล้ามเนื้อ ส่วนหัวใจ ลิมฟอยด์ กระเพาะอาหาร ล าไส้ เซลล์ฮีโมไซท์ 
และเหงือกมีการแสดงออกน้อย จากผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า โปรตีน FmHtrA2 น่าจะเป็น
โปรตีนที่มีบทบาทกระตุ้นการเกิดอะพอพโทซิสซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งแชบ๊วย 
เนื่องจากตับเป็นอวัยวะที่มีความส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด ซึ่งภายในตับมีการแสดงออกของ
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ยีน FmHtrA2 จ านวนมาก เพ่ือใช้ในกระบวนการก าจัดจุลินทรีย์บุกรุกต่าง ๆ นอกจากนี้กล้ามเนื้อเป็น
อวัยวะที่มีการสัมผัสกับเชื้อโรคโดยตรงจากสิ่ งแวดล้อมภายนอกได้บ่อย จึงพบการแสดงออกของยีน 
FmHtrA2 ในปริมาณมากเช่นเดียวกันแต่อย่างไรก็ตามยังมีปริมาณน้อยกว่าตับ (ภาพประกอบที่ 2) 

 

 
 
ภาพประกอบที่ 2 การแสดงออกของ mRNA ของยีน FmHtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วย 

 
จากการศึกษาผลการตอบสนองของยีน HtrA2 จากตับของกุ้งแชบ๊วยต่อเชื้อก่อโรค WSSV ด้วย

วิธี semi-quantitative RT-PCR พบว่า ยีน FmHtrA2 มีการแสดงออกลดลงเล็กน้อยที่ชั่วโมงที่ 3 และ
ค่อย ๆ แสดงออกเพ่ิมขึ้นหลังจากชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 18 และลดลงในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นจะมีการ
แสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วจากชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 72 และมีการแสดงออกสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 72 
หลังถูกกระตุ้นด้วยเชื้อ WSSV (ภาพประกอบที่ 3) จากผลการทดลองหลังการเหนี่ยวน าด้วยเชื้อ WSSV 
ของยีน FmHtrA2 ในระดับ mRNA ของกุ้งแชบ๊วย แสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของ  HtrA2 จะค่อย ๆ 
เพ่ิมขึ้นหลังจากได้รับเชื้อ WSSV จากรูปแบบการแสดงออกของยีน FmHtrA2 ในกุ้งแชบ๊วยบ่งชี้ได้ว่า 
FmHtrA2 เป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องในกลไกการป้องกันตนเองของกุ้งแชบ๊วย  

 



การประชุมหาดใหญ่วิชาการระดับชาติ ครั้งที่ 6 
26 มิถุนายน 2558 มหาวิทยาลยัหาดใหญ่ 

 

969 | P a g e  

 

 
 
ภาพประกอบที่ 3  ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน HtrA2 ในตับของกุ้งแชบ๊วยหลังการฉีดด้วย 
  เชื้อ WSSV ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ 
 
สรุป 

จากการโคลนยีนโปรตีน FmHtrA2 จากกุ้งแชบ๊วย สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ 
สามารถใช้ในโคลนดีเอ็นเอชิ้นกลางของยีน FmHtrA2 จากตับของกุ้งแชบ๊วย ดีเอ็นเอที่โคลนมีความยาว 
851 คู่เบส ไพรเมอร์ดังกล่าวยังสามารถใช้ในการติดตามการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อต่าง ๆ และการ
แสดงออกของยีนในตับภายหลังกระตุ้นด้วยเชื้อ WSSV ซึ่งพบว่าระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน 
FmHtrA2 พบได้ในตับมากที่สุด รองลงมาคือกล้ามเนื้อ และพบว่ายีน FmHtrA2 มีการตอบสนองต่อการ
ติดเชื้อ WSSV โดยมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 18 จากนั้นจะมีการแสดงออกลดลง
ในชั่วโมงที่ 24 และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วอีกครั้งที่ชั่วโมงที่ 48 และชั่วโมงที่ 72 หลังถูก
กระตุ้นด้วยเชื้อ WSSV จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ายีน FmHtrA2 มีความเกี่ยวข้องในการตอบสนอง
ต่อ WSSV อย่างไรก็ตามยังจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงบทบาท หน้าที่ และกลไกการท างานของ
โปรตีน FmHtrA2 ในการต่อต้านไวรัสก่อโรคในกุ้งเพ่ือก่อให้เกิดความเข้าใจระบบภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้องกับ
การเกิดอะพอพโทซสิของกุ้งแชบ๊วยต่อไป 

 
ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่ให้ทุนการศึกษา
ภายใตโ้ครงการความเป็นเลิศ สาขาชีวเคมี 
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