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ในการแก้ปัญĀาการระบาดของโรคนี้ แต่ยังไม่ÿามรถแก้ไขได้ การýึกþาคüามรู้ใĀม่ที่เกี่ยüกับระบบ
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ไüรัÿ ดังนั ้นในงานüิจัยนี ้จ ึงÿนใจที ่จะýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ซึ ่งเป็นยีนที ่เกี ่ยüข้องกับ
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การตายของกุ้งĀลังติดไüรัÿ พบü่ากุ้งกลุ่มท่ีถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 มีอัตราการตายช้า

กü่ากลุ่มคüบคุมในช่üง 1-4 üันĀลังกุ้งติดไüรัÿ จากผลการทดลองนี้ÿามารถÿรุปได้ü่ายีน ATG14 มี

บทบาทท่ีเกี่ยüข้องในการติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüในกุ้งขาü 
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Abstract 
White spot disease is one of the diseases that damage the Thai shrimp industry, 

resulting in a decrease in shrimp products and huge economic loss. In the past, to 
solve this epidemic problem, a solution was investigated but not completed. New 
studies on the immune system in shrimp may lead to the discovery of a new approach 
to solving the outbreak. It had been reported that the cell self-eating process or 
autophagy is involved in viral infection. Therefore, this work aims to study the role of 
ATG14, a protein in the autophagy process during white spot syndrome virus (WSSV) 
infection. First, nucleotide sequences of ATG14 in P. vannamei were analyzed and its 
expression was investigated. The result found that ATG14 was highly expressed in an 
intestine and after WSSV infection it was increased. The role of ATG14 in WSSV infection 
was studied by using RNA Interference (RNAi). A double-stranded RNA specific to ATG14 
(dsATG14) was generated. A concentration of 1 µg/g shrimp of dsATG14 could knock 
down ATG14 expression in shrimp and cause a reduction of VP28 mRNA at 30 and 48 
hours post viral infection, correlating with downregulation of viral load at 24, 30 and 
48 hours compared to the control group. The mortality rate of shrimp, after knocking 
down ATG14, was delayed when compared to the control group for 1-4 days after viral 
infection. These results can be concluded that the ATG14 plays a relevant role in WSSV 
infection in P. vannamei. 
Keywords: Autophagy, ATG14, White spot syndrome virus, Penaeus vannamei, RNAi เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กิตติกรรมประกาý 
 

 โครงงานüิจัยการýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ÿำเร็จลุล่üงได้ดี

เนื่องจากได้รับคüามกรุณาอย่างÿูงจาก อาจารย์ที่ปรึกþา ดร.ภัทรันดา จารีย์ รüมถึงบุคลากรของ

ýูนย์üิจัยประยุกต์และพัฒนานüัตกรรมกุ้งในÿถาบันชีüüิทยาýาÿตร์โมเลกุล มĀาüิทยาลัยมĀิดล ที่ได้

ÿละเüลาอันมีค่าแก่คณะผู้üิจัย อีกทั้งยังกรุณาใĀ้คำแนะนำปรึกþาตั้งแต่ขั้นตอนแรกของการüางแผน

งานüิจัยไปจนÿำเร็จแผนงานที่üางเอาไü้ ÿอนการใช้เครื่องมือและเทคนิคต่างๆ ที่จำเป็นต้องใช้ในการ

ทำปฏิบัติการในครั้งนี้ อีกทั้งยังกรุณาใĀ้คำแนะนำช่üยเĀลือ ตรüจแก้ไข และปรับปรุงงานüิจัยฉบับนี้

ใĀ้ได้เป็นฉบับที่ÿมบูรณ์ คณะผู้üิจัยตระĀนักถึงคüามตั้งใจจริงและทุ่มเทของอาจารย์ และบุคลลากร

ในทีม  และขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างÿูงไü้ ณ ที่นี้ 
 ขอขอบพระคุณ ดร.คนึงกานต์ กลั่นบุýย์ อาจารย์ที่ปรึกþาที่ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้า

คุณทĀารลาดกระบัง ที่ใĀ้คำแนะนำเกี่ยüกับการเตรียมตัüไปฝึกปฏิบัติÿĀกิจýึกþา อีกทั้งยังใĀ้

คำปรึกþาเกี่ยüกับĀัüข้อüิจัยภายในเล่ม และได้กรุณาใĀ้คำแนะนำช่üยเĀลือด้üยคüามเอาใจใÿ่เป็น

อย่างยิ่ง 
 อนึ่ง คณะผู้üิจัยĀüังü่างานüิจัยฉบับนี้จะมีประโยชน์อยู่ไม่น้อย จึงขอมอบÿ่üนดีทั้งĀมดนี้

ใĀ้แก่เĀล่าคณาจารย์รüมถึงบุคลากรของýูนย์üิจัยประยุกต์และพัฒนานüัตกรรมกุ้งในÿถาบันชีüüิทยา

ýาÿตร์โมเลกุล มĀาüิทยาลัยมĀิดล จนทำใĀ้ผลงานüิจัยนี้เป็นประโยชน์ต่อผู้ที ่เกี่ยüข้อง ÿำĀรับ

ข้อบกพร่องต่างๆ ที่อาจเกิดข้ึนนั้น คณะผู้üิจัยขอน้อมรับผิดเพียงผู้เดียü และยินดีที่จะรับฟังคำแนะนำ

จากทุกท่านที่ได้เข้ามาýึกþา เพ่ือเป็นประโยชน์ในการพัฒนางานüิจัยของคณะผู้ทำüิจัยต่อไป 
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บทท่ี 1  
บทนำ  

 
1.1 คüามเปŨนมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  
 กุง้ทะเลเป็นÿัตü์น้ำเýรþฐกิจĀลัก ทีÿ่ร้างรายได้จากการÿ่งออกใĀ้กับประเทýไทย เนื่องจากเป็นÿัตü์น้ำที่

ได้รับคüามนิยมบริโภคทั้งในประเทý และต่างประเทýทั่üโลก ในปัจจุบันได้ประÿบปัญĀาผลผลิตกุ้งลดลงจาก

Āลาย ๆ ปีก่อนĀน้า ÿาเĀตุÿ่üนĀนึ่งเกิดจากการระบาดของโรคกุ้ง มีทั้งโรคที่เกิดขึ้นใĀม่และโรคที่ยังมีการระบาด

ซ้ำอยู่ ซึ่งเป็นปัญĀาที่ยังไม่ÿามารถแก้ไขได้ โดยĀนึ่งในโรคท่ียังพบการระบาดซ้ำอยู่ในปัจจุบันนี้ คือโรคตัüแดงดüง

ขาü 
 โรคตัüแดงดüงขาü เป็นĀนึ่งในโรคที่ÿร้างคüามเÿียĀายมากเป็นอันดับĀนึ่งต่ออุตÿาĀกรรมกุ้ง พบได้ในกุ้ง

ทะเลทุกชนิด เกิดจากเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü (White spot syndrome virus; WSSV) เป็นโรคระบาดที่อยู่ใน

บัญชีโรคÿัตü์น้ำขององค์การโรคระบาดÿัตü์ระĀü่างประเทý และอยู ่ในกฎกระทรüง พ.ý. 2548 ภายใต้

พระราชบัญญัติโรคระบาดÿัตü์ พ.ý. 2499 โดยการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาü เป็นปัญĀาĀลักของเกþตรกรใน

แทบทุกประเทý ไม่เü้นแม้แต่ในประเทýไทย ที่ยังประÿบปัญĀาการระบาดจนถึงปัจจุบัน ที่ผ่านมาได้มีการüิจัย

เกี่ยüกับกลไกการก่อโรคของไüรัÿตัüแดงดüงขาü และยังมีแนüทางการป้องกันมากมาย แต่ยังไม่ÿามารถป้องกัน 

และคüบคุมโรคตัüแดงดüงขาüได้อย่างมีประÿิทธิภาพ  
 ดังนั้นในงานüิจัยนี้ จึงมีคüามÿนใจที่จะทำการýึกþาองค์คüามรู้ใĀม่ซึ่งก็คือ กระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง 

ออโตฟาจี Āรือการกินตัüเองของเซลล์ เป็นกระบüนการที่เซลล์ใช้กำจัดองค์เซลล์ที่เÿื่อมÿภาพ  เพื่อป้องกันการ

ทำงานที่ผิดปกติของเซลล์ซึ่งจะก่อใĀ้เกิดโรค Āากกระบüนการนี้ทำงานบกพร่องการทำงานระดับเซลล์อาจเกิด

คüามผิดปกติ มีการÿะÿมของเÿียและเÿื่อมÿภาพภายในเซลล์ ซึ่งอาจก่อใĀ้เกิดโรคต่าง  ๆ (Glick et al.,2010) 
และออโตฟาจียังทีบทบาทÿำคัญในการป้องกันภูมิคุ้มกันของเซลล์เมื่อติดไüรัÿ จากผลการýึกþากระบüนการออ

โตฟาจีในมนุþย์ พบü่ายีน ATG14 Āรือที่เรียกü่า Atg14L Āรือ Barkor มีบทบาทÿำคัญในการÿร้างออโตฟาโกโซม 
และเกิด nucleation มีคüามÿำคัญÿำĀรับการกระตุ้นเริ่มแรกของการÿร้างออโตฟาโกโซม ก่อตัüเป็น PtdIns3K 
(คลาÿ III Phosphatidylinositol 3-phosphate kinase complex) (Sun et al.,2008) ในการýึกþานี้จึงÿนใจ

ยีน ATG14  ที่มีบทบาทÿำคัญในกระบüนการทางชีüภาพที่ĀลากĀลาย รüมถึงภูมิคุ้มกัน ยังมีข้อมูลเกี่ยüกับออ

โตฟาจีในÿัตü์จำพüกครัÿเตเซียน โดยเฉพาะกุ้งน้อยมาก (Zhu et al.,2022)  ดังนั้นการýึกþาบทบาทของยีน 

ATG14 ในกุ้งขาüที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü อาจทำใĀ้ได้องค์คüามรู้ใĀม่ที่ÿำคัญ ที่ÿามารถนำมาพัฒนาและ

ประยุกต์ใช้ เพ่ือแก้ไขปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งได้ 
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1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  
      เพ่ือýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
1.3 ขอบเขตของงานüิจัย   
    1. ค้นĀา และüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของ ATG14 ในกุ้งขาü 
    2. ýึกþาการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้ง 
    3. ýึกþาบทบาทของ ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA interference 
1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  
        ได้ทราบถึงบทบาทของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ซึ่งองค์คüามรู้นี้ÿามารถนำไปพัฒนา  
และประยุกต์ใช้ในการแก้ไขปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งต่อไป 
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บทท่ี 2 
ทùþãีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 

 
2.1 กุง้และระบบภูมิคุ้มกนัของกุ้ง  
         กุ้งมีกลไกการป้องกันตนเองจากÿิ ่งแปลกปลอมĀรือเชื้อก่อโรค โดยมีเม็ดเลือดเป็นýูนย์กลางในการ

ตอบÿนองทางภูมิคุ้มกันที่ÿำคัญ ซึ่งÿามารถแบ่งออกเป็น 2 กลไก คือ 
1. กลไกการป้องกันตนเองโดยโครงÿร้างภายนอกของร่างกาย (external defence mechanism) กุ้งมีโครงÿร้าง

ภายนอก (exoskeleton structure) ซึ่งเป็นÿารพüกไคตินและไคโตซาน โดยบริเüณเปลือกจะมีเซลล์ที่ทำĀน้าที่

ในการÿร้างÿารเมือก (mucopolysaccharide Āรือ mucous) และĀลั่งÿารยับยั้งการทำงานของเอนไซม์โปรที

เอÿ (protease inhibitor) ที่ÿร้างจากเชื ้อก่อโรคได้ นอกจากนี ้ในขณะที่กุ ้งลอกคราบ (molting) เพื ่อการ

เจริญเติบโต และÿามารถกำจัดพüกปรÿิต บริเüณลำตัüออกไปพร้อมกับเปลือกแข็งไดด้้üย  
2. กลไกการป้องกันตนเองภายในร่างกาย (internal defence mechanism) เมื่อÿิ่งแปลกปลอมĀรือเชื้อก่อโรค

เข้าÿู่ร่างกายกุ้ง จะมีการตอบÿนองภายในร่างกาย 2 ระบบ คือ  
 2.1 ระบบภูมิคุ้มกันที่อาýัยเซลล์ (cellular immune response) เช่น กระบüนการฟาโกไซโทซีÿ 

(phagocytosis) การผลิตซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (superoxide anionproduction) กระบüนการĀ่อĀุ้มÿิ่ง

แปลกปลอมที่มีขนาดใĀญ่ (encapsulation) เป็นต้น (Soderhall and Cerenius, 1992) อาýัยการทำงานของ

เซลล์เม็ดเลือด ในการทำลายÿิ่งแปลกปลอม Āรือเชื้อก่อโรคที่เข้าÿู่ร่างกาย เซลล์เม็ดเลือดที่มีบทบาทÿำคัญ คือ 

hyaline cell, semi-granular cell และ large granular cell ซึ่งจะกระจายอยู่ทั่üไป ตามเนื้อเยื่อภายในกระแÿ

เลือด ต่อมน้ำเĀลือง กล้ามเนื้อĀัüใจ ตับและตับอ่อน และอüัยüะอ่ืนๆ (ทัýนีย์, 2012) 
 2.2 ระบบภูมิคุ้มกันในน้ำเลือด (humoral immune response) เช่น แอคกลูตินิน (agglutinin) การผลิต 

ÿารต้านจุลชีพ (antimicrobial peptide) โมดูเลเตอร์ (modulators) เป็นต้น (Soderhall and Cerenius, 
1992)  มีการทำงานต่อĀรือทำงานร่üมกับระบบภูมิคุ้มกันที่อาýัยเซลล์ โดยเซลล์เม็ดเลือดของกุ้งจะมีการผลิตÿาร

โปรตีนทำĀน้าที่ช่üยในการจดจำ และเข้าจับกันได้กับโมเลกุลของÿิ่งแปลกปลอม Āรือเชื้อก่อโรคซึ่งมีชื่อเรียกü่า 

pattern recognition protein (PRPs) ทำการÿ่งต่อÿัญญาณผ่าน signaling pathway เพื่อกระตุ้นการทำงานใน

การกำจัดÿิ่งแปลกปลอม (Tassanakajon et al., 2017) 
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2.2 ไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.1 ภาพเปรียบเทียบระĀü่างกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüและกุ้งปกติ 
โรคตัüแดงดüงขาü (White Spot Syndrome; WSD) เป็นĀนึ่งในโรคที่ÿร้างคüามเÿียĀายมากเป็นอันดับ

Āนึ่งต่ออุตÿาĀกรรมกุ้ง ÿามารถพบได้ในกุ้งทะเลทุกชนิด ซึ่งเป็นปัญĀาĀลักÿำĀรับเกþตรกรในแทบทุกประเทý 

ไม่เü้นแม้แต่ในประเทýไทย โดยประเทýไทยพบการระบาดอย่างรุนแรงในพื้นที ่การเลี ้ยงกุ ้งทะเลแถบภาค

ตะüันออก และภาคใต้ เช่นจันทบุรี ตราด นครýรีธรรมราช ปัตตานี และตรัง เป็นต้น โรคตัüแดงดüงขาüเกิดจาก

เชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü (White Spot Syndrome Virus; WSSV) จัดอยู่ใน Genus Whispovius และ Family 
Nimaviridae มีขนาด 130x350 นาโนเมตร มีเปลือกĀุ้ม (envelope) รูปไข่ มีĀางตรงÿ่üนปลาย มีนิüคลีโอแค

ปซิดรูปแท่ง เป็นไüรัÿที่มีดีเอ็นเอÿายคู่เป็นÿายพันธุกรรม ขนาดประมาณ 305 Kb ไüรัÿนี้เพิ่มจำนüนภายใน

นิüเคลียÿของเซลล์เจ้าบ้าน นอกจากนี้ยังพบü่าเชื้อไüรัÿ ÿามารถมีชีüิตอยู่ในธรรมชาติ โดยไม่ต้องอาýัย เจ้าบ้าน 

(host) ได้อย่างน้อย 30 üัน และอยู่ในบ่อเลี้ยงกุ้งได้ 3 ถึง 4 üัน ซึ่งÿามารถถูกทำลายได้ด้üยคüามร้อนที่อุณĀภูมิ 

50 °C เป็นเüลา 120 นาที Āรือ ที่ 60 °C เป็นเüลา 1 นาที (Nunan and Lightner, 1997; Poulos et al., 2001) 

โดยพบü่ากุ้งที่ติดเชื้อจะแÿดงอาการซึม กินอาĀารลดลง ไม่ดีดตัü เปลือกอ่อนนิ่ม ตัüมีÿีแดงเรื่อถึงชมพู ปรากฎ

ลักþณะจุดขาüมีขนาดเÿ้นผ่าýูนย์กลาง 0.1 ถึง 2 มิลลิเมตร โดยเฉพาะบริเüณÿ่üนĀัüด้านข้างลำตัüและÿ่üนĀาง 

(Chou et al., 1995) โรคนี้จัดเป็นโรคที่มีคüามรุนแรงÿูงเนื่องจากการติดเชื้อทำใĀ้มีโอกาÿพบการตายÿะÿมได้ ถึง 

100% ในระยะเüลาเพียง 2 ถึง 3 üัน (Lightner, 1996)  
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2.3 กระบüนการออโตôาจี 
 ออโตฟาจีĀรือกระบüนการกินตัüเองของเซลล์ เป็นกระบüนการปกติภายในเซลล์ต่าง ๆ ของร่างกาย เพ่ือ

กำจัดโปรตีนĀรือองค์ประกอบของเซลล์ที่เÿื่อมÿภาพ โดยองค์ประกอบดังกล่าüจะถูกบรรจุในถุงออโตฟาโกโซม 

Āลังจากนั้นออโตฟาโกโซมจะรüมตัüกับไลโซโซม (Lysosome) ทำใĀ้เกิดการย่อยÿลายองค์ประกอบในออโตฟาโก

โซมได้ (แÿดงในภาพที่ 2.1) ในÿภาüะปกติภายในเซลล์ mammalian target of rapamycin (mTOR pathway) 
มีĀน้าที่ยับยั้งกระบüนการออโตฟาจี แต่เมื ่อร่างกายอยู่ในÿภาüะขาดอาĀาร (Starvation) Āรือภาüะเครียด

ออกซิเดชัน (Oxidative stress) เซลล์จะกระตุ้น AMP-activated protein kinase (AMPK pathway) ซึ่งÿ่งผล

ยับยั้งการทำงานของ mTOR จึงÿ่งเÿริมใĀ้เกิดกระบüนการออโตฟาจี (Yu et al., 2018) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.2 แÿดงกระบüนการของออโตฟาจี และกลไกการคüบคุม 

ที่มา : https://doi.org/10.1038/s41580-018-0033-y 
 กระบüนการออโตฟาจี (Autophagy : ATG) มีโปรตีนที่เกี่ยüข้องกับออโตฟาจีจำนüนĀนึ่ง ทำĀน้าที่เป็น

ÿื่อกลางและÿามารถแบ่งได้เป็น 5 ขั้นตอน 1. Autophagy initiation: โดยเริ่มจากการเติมĀมู่ฟอÿเฟตเพ่ือกระตุ้น

การทำงานของกลุ่มโปรตีนเริ ่มต้น (Pre-initiation complex) 2. Membrane nucleation and phagophore 
formation: ÿร้างเยื่อĀุ้มÿองชั้น (double-membrane nucleation) และเป็นขั้นตอนการÿร้าง ออโตฟาโกโซม 
Āรือ ฟาโกฟอร์ (phagophore) 3. Phagophore expansion: เป็นขั้นตอนการขยายฟาโกฟอร์ (phagophore) 
ใĀ้มีขนาดยาüขึ้น มีการเĀนี่ยüนำใĀ้ÿารที่เÿื่อมÿภาพ และÿิ่งแปลกปลอมที่ต้องถูกกำจัด เข้ามาอยู่ใกล้ฟาโกฟอร์ 

4. Fusion with the lysosome: เป็นขั้นตอนการเกิดการÿร้างโครงÿร้างออโตฟาโกโซม (autophagosome) โดย

ในขั้นตอนนี้จะมีการเĀนี่ยüนำใĀ้ไลโซโซม (Lysosome) รüมตัüกับออโตฟาโกโซม 5. Degradation: เกิดการย่อย

ÿลายÿารที่เÿื่อมÿภาพ และÿิ่งแปลกปลอมในออโตฟาโกโซม (Hansen et al., 2018) 
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2.4 กระบüนการออโตôาจีกับไüรัÿ 
ออโตฟาจีเป็นĀนึ่งในระบบภูมิคุ้มกันที่มีคüามÿามารถในการต้านไüรัÿ โดยการย่อยÿลายโครงÿร้างไüรัÿ

ภายในเซลล์ เพื่อลดจำนüนของไüรัÿ ซึ่งมีออโตฟาโกโซมทำĀน้าที่ในการต้านไüรัÿ (Shi et al., 2008; Deretic, 
2009) แต่ยังมีการýึกþาที่ขัดแย้งกับการทำĀน้าที่ต้านไüรัÿของออโตฟาจี เนื่องจากพบü่าออโตฟาจีÿนับÿนุนการ

ติดเชื้อไüรัÿบางชนิด (Kirkegaard, 2009) เช่น ไüรัÿ Poliovirus, coxsackievirus B3 virus, และ coronaviruses 
เป็นไüรัÿที่ต้องการลักþณะบางอย่างของออโตฟาจีเพื่อเพิ่มจำนüน (Taylor and Kirkegaard, 2008; Wong et 
al., 2008; Reggiori et al., 2010) แม้จะยังไม่ทราบüิธีการที่ชัดเจน ต่อการเพิ่มจำนüนของไüรัÿ แต่ยังมีการ

อธิบายลักþณะในการÿนับÿนุนไüรัÿของออโตฟาจี พบü่าเชื้อไüรัÿกลุ่ม picornaviruses บางชนิดใช้เยื่อĀุ้มของ 

ออโตฟาโกโซม เป็นÿ่üนช่üยในการÿร้าง replication complex (Taylor and Kirkegaard, 2007; Taylor and 
Kirkegaard, 2008; Wong et al., 2008) 

 
2.5 กระบüนการออโตôาจีในกุ้ง  

2.5.1 กระบüนการออโตôาจีในกุ้ง Macrobrachium nipponense 
จากผลงานüิจัยที่ผ่านมา ได้มีการýึกþากระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง M. nipponense ที่ตอบÿนองต่อ

ÿภาüะ hypoxia พบü่ายีนที่เกี่ยüข้องกับกระบüนการออโตฟาจี คือ Beclin-1 ATG7 และ ATG8 ถูกกระตุ้นใĀ้มี

การแÿดงออกเพ่ิมมากขึ้นในเนื้อเยื่อตับและตับอ่อน จากนั้นทำการตรüจÿอบโครงÿร้างเนื้อเยื่อของตับและตับอ่อน

ของกุ้งในÿภาüะ hypoxia ตรüจพบü่ามี autophagic vacuole เพ่ิมข้ึน อีกท้ังเมื่อทำการยับยั้งการแÿดงออกของ

ยีน ATG8 ในกุ้งที่อยู่ในÿภาüะ hypoxia พบü่ากุ้งมีอัตราการตายเพ่ิมมากขึ้น ซึ่งผลจากงานüิจัยนี้พบü่า ATG8 ซึ่ง

เป็นโปรตีนในกระบüนการออโตฟาจี ÿามารถนำมาพัฒนาเป็น biomarker ที่จะนำมาใช้ในการตรüจÿอบกุ้งที่อยู่

ในÿภาüะ hypoxia ต่อไปได้ (Sun et al.,2019) 
2.5.2 กระบüนการออโตôาจีในกุ้ง Penaeus vannamei 
ออโตฟาจีมีบทบาทÿำคัญในภูมิคุ้มกันโดยธรรมชาติ และปรับตัüต่อเชื้อจุลินทรีย์ที่บุกรุก เช่น ไüรัÿและ

การลดลงของออโตฟาจีจะเพิ่มคüามไüต่อการติดเชื้อ (Deretic., 2010) จากผลงานüิจัยที่ผ่านมาได้มีการýึกþา

กระบüนการออโตฟาจีในกุ้ง L. vannamei โดยการใช้ rapamycin เป็นตัüยับยั้งการÿ่งÿัญญาณ mammalian 
target of rapamycin (mTOR) ทางเดินอาĀาร ซึ่งทั่üไปจะใช้เป็นตัüเĀนี่ยüนำใĀ้เกิดกระบüนการออโตฟาจี 

(Blommaart et al., 1995) เมื ่อใช้ rapamycin ในการยับยั ้ง mTOR จะทำใĀ้เกิดการกระตุ ้นออโตฟาจี จึง

ทำการýึกþาโดยüิเคราะĀ์การถอดรĀัÿของเĀงือกกุ้ง จากการแÿดงออกของยีนในกลุ่มคüบคุมและกลุ่มที่ได้รับ 
rapamycin บ่งชี้ü่าออโตฟาจีอาจÿ่งผลต่อภูมิคุ้มกันโดยธรรมชาติของกุ้ง (Wu et al., 2019) 
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2.5.3 กระบüนการออโตôาจีในกุ้ง Procambarus clarkii 
จากผลงานüิจัยที่ผ่านมามีการýึกþาการแÿดงออกของยีน ATG14 เป็นยีนที่เกี่ยüข้องกับกระบüนการออ

โตฟาจีในกุ้ง P. clarkii ที่ติดเชื้อ WSSV Āลังจากการยับยั้งยีน ATG14 ด้üยเทคนิค RNAi ÿามารถลดอัตราการตาย 

โดยยับยั้งการจำลองแบบของไüรัÿได ้ÿรุปได้ü่ายีน ATG14 ยับยั้งออโตฟาจี โดยลดการรüมตัüของ ออโตฟาโกโซม 
และ ไลโซโซม ดังนั้นจึงÿ่งเÿริมการจำลองแบบ WSSV ใน P. clarkii (Zhu et al., 2022) 
 
2.6 ยีน ATG14 

ATG14 Āรือที่เรียกü่า ATG14L Āรือ Barkor มีบทบาทÿำคัญในการÿร้างออโตฟาโกโซม และการเกิด 

nucleation (Matsunaga et al., 2009; Itakura et al., 2008) มีโดยเกี่ยüข้องกับกระบüนการการกระตุ้นของ

การÿร้างออโตฟาโกโซมเริ ่มจากการÿร้าง PtdIns3K (คลาÿ III Phosphatidylinositol 3-phosphate kinase 
complex) (Sun et al., 2008) ในÿภาüะที่เĀมาะÿม ATG14 ใน PtdIns3K–CI complex (Beclin-l-Vps34-

Vps15-ATG14 complex) จะย้าย complex นี้จากไซโตพลาÿซึมไปยังผนังกั้น และออโตฟาโกโซม แต่เมื่อยับยั้ง

การแÿดงออกของ ATG14 พบü่าการÿร้าง PtdIns3K ลดลง และมีรายงานü่าการทำลาย ATG14 ในเซลล์ต้น

กำเนิดจากตัüอ่อนของĀนู ÿ่งผลใĀ้เกิดการÿร้างออโตฟาโกโซมที่บกพร่อง (Matsunaga et al., 2009) ใน ATG14 
มีปลาย N-terminal โดเมนเพื่อบอกตำแĀน่งใน endoplasmic reticulum (ER) และĀากเกิดการกลายพันธุ์ของ 

cysteine เป็น alanine จะทำใĀ้ complex ÿูญเÿียตำแĀน่งใน endoplasmic reticulum (ER) และยังนำไปÿู่

การÿร้าง ออโตฟาโกโซมที่ผิดปกติ (Fan et al., 2011)  
 
2.7 กระบüนการ RNAi (RNA interference) 

RNAi เป็นกระบüนการที่เกิดขึ้นจากการทำงานของกรดนิüคลีอิคประเภท อาร์เอนเอขนาดเล็ก (small 
RNA) เช่น siRNA (small interfering RNA) miRNA (micro-RNA) Āรือ shRNA (short hairpin RNA) ร่üมกับ

โปรตีนที่เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม RNase ชื่อü่า Dicer และโปรตีนกลุ่ม Argonaute กลไกของ RNAi ที่เกิดจากการ

ทำงานของ siRNA และ miRNA ดังนี้ 
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ภาพที่ 2.3 แÿดงกลไกของกระบüนการ RNAi ในเซลล์มนุþย์ (a) siRNA และ (b) miRNA 
ที่มา : https://www.nature.com/articles/nature07755 

2.7.1 siRNA (small interfering RNA) เกิดจากการใÿ่อาร์เอนเอเÿ้นคู่ยาü (long dsRNA) ที่ถูก

ÿังเคราะĀ์ข้ึนเข้าไปในเซลล์ของÿิ่งมีชีüิต เมื่อเข้าไปอยู่ในไซโตพลาÿซึม อาร์เอนเอเÿ้นคู่ยาüจะถูกตัดใĀ้มีขนาดÿั้น

ลงโดย RNA specific endonuclease (Dicer) เĀลือคüามยาüประมาณ 21-25 คู่เบÿ (Bernstein et al., 2001) 

โดยที่ปลายด้าน 3' ทั้งÿองข้างจะมีนิüคลีโอไทด์ยื่นเĀลื่อมออกมา 2 นิüคลีโอไทด์ เรียกü่า small interfering RNA 
Āรือ siRNA จากนั้น siRNA จะเข้าจับกับโปรตีนกลุ่ม Argonaute (ในมนุþย์เป็น AGO2) (Hammond et al., 
2000) แล้üรüมเป็นโครงÿร้างเชิงซ้อนเรียกü่า RNA-induced silencing complex (RISC) ) (Hutvagner and 
Simard, 2008) ซึ่งเอนไซม์ RNA helicase ที่อยู่ภายใน RISC จะใช้แยก siRNA จากเÿ้นคู่ใĀ้เป็นเÿ้นเดี่ยü โดยเÿ้น

ที่มีลำดับการเรียงตัüของนิüคลีโอไทด์ที่เข้าคู่กับเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมายเรียกü่าเÿ้น Antisense Āรือ Guide 
strand ÿ่üนเÿ้นที่เĀลือเรียกü่าเÿ้น Sense Āรือ Passenger strand ซึ่งจะถูกตัดท้ิง ต่อมา Guide strand ที่อยู่ใน 

RISC จะพา RISC เข้าจับกับเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมาย (Martines et al., 2002; Schwarz et al., 2002) อย่าง

จำเพาะเจาะจงตามĀลักการเข้าคู่กันของคู่เบÿ จากนั้น Argonaute จะตัดพันธะฟอÿโฟไดเอÿเทอร์ ระĀü่างนิüคลี

โอไทด์ที่ 10 และ 11 บนเÿ้นเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมาย เมื่อนับจากปลาย 5' ของเÿ้น Guide strand (Elbashir et 
al., 2001; Elbashir et al., 2001) ทำใĀ้เÿ้นเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมายÿลายตัüอย่างรüดเร็ü เนื่องจากเมื่อตัดแล้üที่

ปลายทั้ง 5' และ 3' ไม่มี Cap และ Poly A ตามลำดับ ช่üยในการป้องกันการÿลายตัüอีกต่อไป (Liu et al., 2004) 

ดังนั้นจึงเป็นการยบัยั้งการแÿดงออกของยีน ณ ระดับĀลังการถอดรĀัÿ (post-transcription level) โดยการ

ทำลายเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมายก่อนที่จะถูกแปลรĀัÿ 
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2.7.2 miRNA (micro RNA) จัดเป็นอาร์เอนเอขนาดเล็กชนิดĀนึ่งที่ÿิ่งมีชีüิตผลิตขึ้นมาได้เอง โดยเริ่ม

จากยีนที่มีĀน้าที่ผลิต miRNA ถูกถอดรĀัÿใĀ้ miRNA เริ่มต้น (pri-miRNA) โดยเป็นอาร์เอนเอÿายคู่ท่ีมีรูปร่างผÿม

กันระĀü่างก้านและบ่üง (stem-loop) คüามยาüประมาณ 65-70 นิüคลีโอไทด์ จากนั้น pri-miRNA จะถูกเอนไซม์

ในกลุ่ม RNase ชื่อü่า Drosha (Lee et al., 2003) ในนิüเคลียÿตัดใĀ้มีขนาดÿั้น ลงแล้üÿ่งไปไซโตพลาÿซึม เรียกü่า 

Pre-miRNA เอนไซม์ Dicer จะตัด Pre-miRNA เĀลือคüามยาüประมาณ 21-25 นิüคลีโอไทด์ เรียกü่า miRNA 

(ประกอบด้üยเÿ้น Guide strand และเÿ้น Passenger strand เช่นเดียüกัน) miRNA จะเข้าจับกับโปรตีน 

Argonaute เกิดเป็น RISC จะกำจัดเÿ้น Passenger strand ออกเĀลือแต่เÿ้น Guide strand อยู่ใน RISC เท่านั้น 

จากนั้น Guide strand จะพา RISC ไปจับกับเอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมาย แต่เนื่องจากโดยโครงÿร้างของ miRNA มีการ

เรียงลำดับนิüคลีโอไทด์ที่ไม่เข้าคู่กับ RNA เป้าĀมายได้ทั้งĀมด (loop) ทำใĀ้นิüคลีโอไทด์ระĀü่าง miRNA และเอ็ม

อาร์เอนเอเป้าĀมายจับกันเป็นบางÿ่üนเท่านั้น เชื่อü่าการจับกันเป็นบางÿ่üนนี้ทำใĀ้เอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมาย ไม่ถูก

ตัดโดยโปรตีน Argonaute แต่ miRNA จะไปกดการแÿดงออกของยีนในระดับการแปลรĀัÿ (translation 
repression) ĀรือการÿังเคราะĀ์โปรตีน (Bartel, 2004; Pillai et al., 2007; Mathonnet et al., 2007)  
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บทท่ี 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 

3.1 การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีน ATG14 
3.1.1 การÿืบค้นข้อมูล  

 ค้นĀาข้อมูลของยีน/โปรตีนที่ทำงานในกระบüนการออโตฟาจี ที่อาจจะมีÿ่üนÿำคัญ Āรือมีบทบาท

เกี่ยüข้องกับการติดไüรัÿในÿิ่งมีชีüิต โดยทำการÿืบค้นüารÿาร และผลงานตีพิมพ์ของงานüิจัยที่เกี่ยüขอ้ง 

และได้ยีนที่ÿนใจนำมาýึกþาต่อ คือ ATG14 
3.1.2 การĀา Conserve domain 

1. ค้นĀาลำด ับÿารพันธ ุกรรมของ  ATG14 ในก ุ ้ งขาü Penaeus vannamei จากฐานข ้อม ูล NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2. เลือกลำดับนิüคลีโอไทด์ (nucleotide) เฉพาะบริเüณ CDS (Coding Sequence) ไปทำการแปร รĀัÿ 

(Translate) ใĀ้ได้เป็นลำดับกรดอะมิโน (amino acid) ด้üยโปรแกรม Translate tool ใน   Expasy 
(https://web.expasy.org/translate/) 

3. นำล ำด ั บ ก รดอะม ิ โ น ขอ ง  ATG14 มาทำนาย  conserved domain ด ้ ü ย โ ป รแกรม  SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de) 

3.1.3 การÿร้าง phylogenetic tree 
1. ค้นĀาลำดับกรดอะมิโนของ ATG14 ในÿิ่งมีชีüิตอื่น ๆ โดยเฉพาะÿิ่งมีชีüิตที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียüกับกุ้ง 

จากฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
2. จ า ก ข ้ อ ม ู ล ล ำ ด ั บ ก ร ด อะม ิ โ น อย ู ่ ใ น ร ู ป แ บ บ  FASTA โ ด ย ใ ช ้ โ ป ร แ ก ร ม  TAB to FASTA     

(http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/tab_to_fasta.php) 
3. นำลำดับกรดอะมิโนของ ATG14 จากแต่ละÿิ่งมีชีüิตมาเปรียบเทียบ โดยเลือกคำÿั่ง ‘alignment’ โดย

การเปิด fasta file ผ่านโปรแกรม MEGA11 และบันทึกไฟล์เป็นรูปแบบ .MEGA 
4. ทำการÿร้าง phylogenetic tree ด้üยโปรแกรม MEGA11  

-  เลือก ‘Phylogeny → ‘Construct/Test Neighbor – Joining Tree …’ 
- เปิดไฟล์ MEGA ที่ได้บันทึกไü้ 
- ตรงกรอบ phylogeny test ใĀ้กำĀนดค่า ดังนี้  

Test of Phylogeny → Bootstrap method 
no. of Bootstrap Replications → 1000 
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- กด ‘OK’ เพ่ือใĀ้โปรแกรมÿร้าง phylogenetic tree  
3.2 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกต ิ
 นำ cDNA ที่ได้จากเนื้อเยื่อกุ้งประกอบด้üย เĀงือก (Gill) ลำไÿ้ (Intestine) ต่อมน้ำเĀลือง (Lymphoid 
organ) Āัüใจ (Heart) กระเพาะ (Stomach) ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) และ เลือด (Hemocyte) มา

ตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ด้üยเทคนิค quantitative PCR (qPCR) เริ่มจากการเตรียมÿ่üนประกอบ

ÿำĀรับการทำ qPCR ตามที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.1 โดยใช้อุณĀภูมิตามที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.2   
ตารางท่ี 3.1 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
Luna qPCR mix enzyme (NEB) 5  
10 µM forward primer 0.15  
10 µM reverse primer 0.15  
UP H2O 3.7  
Template cDNA 1  
Total Volume (master mix = 9 µl) 10 

 
ตารางท่ี 3.2 แÿดงอุณĀภูมิและระยะเüลาในการทำ qPCR แต่ละข้ันตอน (PCR Condition) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 95 °C 1 นาท ี        
Denaturation 95 °C 15 üินาที        40 รอบ 
Annealing 60 °C 30 üินาที        
Melt curve 60 - 95 °C 7 นาท ี        

 
ในการทดลองนี้ ได้ทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 โดยทำการตรüจÿอบการแÿดงออก

ของยีน Elongation factor – 1 alpha (EF-1α) ซึ่งเป็น Housekeeping gene ที่มีการแÿดงออกคงที่ ใช้เป็น 
internal control และทำการü ิเคราะĀ์ผลการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเย ื ้อเย ื ่อต ่าง ๆ ตามÿมการ 

(mathematic model) ของ PfaffI ที่กำĀนดค่า relative expression เท่ากับ  2–∆∆Ct (PfaffI., 2001) 
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3.3 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3.3.1 การเตรียมบ่อÿำĀรับเลี้ยงตัüอย่างกุ้ง และการเก็บตัüอย่างกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

เตรียมบ่อÿำĀรับเลี ้ยงกุ้ง และเติมน้ำที ่มีค่าคüามเค็มที่ 10 ppt ปริมาตร ¾ ของบ่อทำการเตรียม

ÿารละลายไüรัÿÿำĀรับฉีดไüรัÿเข้ากุ้ง เริ่มจากเจือจางคüามเข้มข้นของไüรัÿตัüแดงดüงขาü 10-4  เท่า จากนั้นฉีด

ไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เจือจางแล้üเข้ากุ้ง ตัüละ 50 µl โดยใช้เข็มอินซูลิน จากนั้นจะทำการเก็บตัüอย่างทั้งเลือด

และเĀงือก Āลังจากกุ้งติดไüรัÿที่ 0 24 และ 48 ชั่üโมง ในการเก็บตัüอย่างเลือดจะทำการเตรียมเข็มอินซูลิน ที่มี

ÿารป้องกันการแข็งตัüของเลือด 10% Trisodium citrate (anti-coagulant) ปริมาตร 100 µl ทำการดูดเลือดกุ้ง

จากแอ่งเลือด จากนั้นนำเลือดที่ได้มาฉีดใÿ่Āลอด 1.5-ml ที่มี Genezol 500 µl และนำไป vortex ใĀ้เข้ากัน ใน

ÿ่üนของการเก็บตัüอย่างเĀงือก เก็บชิ้นÿ่üนเĀงือกของกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü มาใÿ่ในĀลอด 1.5 -ml ที่มี 
Genezol 200 µl บดใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน เติม Genezol 300 µl และนำไป vortex ใĀ้เข้ากัน เก็บตัüอย่างที่ได้ใน

ตู้เย็น -80 °C เพ่ือนำไปÿกัดอาร์เอ็นเอต่อไป (Xie et al., 2005) 
3.3.2 การÿกัดอาร์เอ็นเอจากตัüอย่างกุ้ง 

1. นำตัüอย่างกุ้งที่อยู่ใน Genezol มาทำการÿกัดอาร์เอ็นเอ เริ่มจากการเติม Chloroform 100 µl   จากนั้น

ทำการผÿมใĀ้เข้ากันโดยการ vortex เป็นเüลา 30 üินาที นำไปทำการปั่นเĀüี่ยง  (centrifugation) ที่

คüามเร็ü 12,500 xg ที ่อุณĀภูมิ 4 °C เป็นเüลา 15 นาที 
2. เมื่อทำการปั่นเĀüี่ยงเÿร็จแล้ü จะได้ÿารละลายเป็น 3 ÿ่üน คือÿ่üนของÿารละลายใÿ (ชั้นบน)  ตะกอน

โปรตีน (ชั้นกลาง) และÿ่üนÿารละลายใÿÿีชมพู (ชั้นล่าง) ใĀ้ทำการดูดÿารÿ่üนใÿ มาใÿ่  Āลอด 1.5-ml 
ใĀม่ จากนั้นเติม isopropanol (ท่ีเย็น) 1 volume แล้üทำใĀ้เข้ากันโดยการ พลิกĀลอดกลับไปมาจำนüน 
20 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 15 นาที  

3. จากนั้นทำการปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg ที่ อุณĀภูมิ 4 °C เป็นเüลา 15 นาทีจากนั้นเทÿ่üนใÿ

ทิ้ง และเĀลือตะกอนÿีขาüขุ่นที่ก้นĀลอด  
4. เติม 70% Ethanol (ที่เย็น) 500 µl แล้üทำใĀ้ÿารละลายเข้ากันโดย พลิกĀลอดกลับไปมาจำนüน 20 

ครั้ง จากนั้นนำไปปั่นเĀüี่ยงอีกครั้ง ที่คüามเร็ü 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 4 °C เป็นเüลา 15 นาที 
5. เทÿ่üนใÿทิ้ง จะเĀลือตะกอน จากนั้นทำการปั่นเĀüี่ยงอีกรอบที่คüามเร็ü  12,500 xg อุณĀภูมิ 4°Cเป็น

เüลา 5 นาที 
6. ดูดÿารละลายที่เĀลือออกจนĀมดใĀ้เĀลือไü้เพียงตะกอนเท่านั้น แล้üเปิดฝาĀลอดทดลองเอาไü้ เพื่อเป็น

การตากตะกอน (air dry) รอจนตะกอนเปลี่ยนÿี จากÿีขาüขุ่นเป็นÿีใÿ ประมาณ 10 นาที 
7. เติมน้ำ DEPC เพื่อละลายตะกอน โดยตั้งทิ้งไü้บนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที โดยทุก ๆ 10 นาที จะทำใĀ้

เข้ากัน (mix) และ spin down  
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8. üัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer เริ่มจากเปิดเครื่อง nanodrop ตั้งค่า 

blank โดยใช้น้ำ DEPC ทำการปิเปตÿารละลายตัüอย่าง 1 µl กดปุ่มüัดคüามเข้มข้น และทำการบันทึก 

เมื่อüัดเÿร็จแล้üใĀ้ทำการล้างด้üยน้ำ DEPC อีกครั้งเพ่ือทำคüามÿะอาด 
9. อาร์เอ็นเอที่ÿกัดได้จากตัüอย่างกุ้ง เมื่อüัดคüามเข้มข้นแล้ü จะนำมาปรับใĀ้มี คüามเข้มข้นเท่ากัน ถ้าเป็น

ตัüอย่างจากเม็ดเลือดจากปรับใĀ้มีคüามเข้มข้น 100 ng/µl และถ้าเป็นตัüอย่างจากเĀงือก จะปรับใĀ้มี

คüามเข้มข้น 300 ng/µl เพ่ือนำไปใช้ในการÿร้าง cDNA ต่อไป 
3.3.3 การÿร้าง first – stranded cDNA  

1. นำตัüอย่างอาร์เอ็นเอที่ÿกัดได้มาÿร้างเป็น cDNA ด้üยชุด RevertAid reverse transcriptase (Thermo 

scientific) โดยทำการเตรียมÿารประกอบ ตามท่ีระบุไü้ในตารางที่ 3.3   
2. จากนั้นนำไปเข้าเครื่อง PCR เพื่อÿร้าง cDNA ที่อุณĀภูมิ 42 °C เป็นเüลา 90 นาที และอุณĀภูมิ 70 °C 

เป็นเüลา 15 นาที  
3. ทำการจัดเก็บ cDNA ที่ÿร้างได้ท่ี -20 °C  

ตารางท่ี 3.3 แÿดงÿ่üนประกอบจากชุด RevertAid First Strand cDNA synthasis (Thermo scientific) ของ 
      ÿารที่ใช้ในการÿร้าง cDNA  

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
5X reaction buffer 1 
10 mM dNTP mix 0.5 
Oligo dT primer 0.25 
Ribolock RNase inhibitor 0.25 
RevertAid- reverse transcriptase 0.25 
RNA+DEPC H2O 2.75 
Total volume 5  

 
3.3.4 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 
 นำ cDNA ที่ÿร้างได้มาทำใĀ้เจือจาง 5 เท่า ด้üยน้ำ UP H2O จากนั้นนำไปใช้เป็นแม่แบบ (DNA  
template) ในการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค qPCR 
(ตามท่ีระบุในĀัüข้อ 3.2) 
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3.4 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน ATG14 (Jaree et al., 2022) 
1. ทำการเพิ ่มจำนüน (Amplification) DNA ของยีน ATG14 จาก cDNA ของกุ ้งขาü ด้üยเทคนิค PCR 

(ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.1) 
2. นำ PCR product มาตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 

3.4.2)  
3. นำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
4. ทำ PCR product ใĀ้บริÿุทธิ์ (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3 ) นำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื ่อง 

nanodrop spectrophotometer แ ล ะต ร ü จ ÿ อบ ก า ร แ ÿ ด ง อ อก ด ้ ü ย เ ท ค น ิ ค  agarose gel  
electrophoresis อีกครั้ง (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 

5. ทำการเชื่อม (ligation) ชิ้นÿ่üนของยีนกับ vector pGEM-T easy (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.4)  
6. ทำการ Transformation (ตามที ่ได ้ระบุไü ้ในĀัüข้อ 3.4.5) และคัดเลือกด้üยเทคนิค blue-white 

screening 
7. ทำการเลือกโคโลนี (colony) ÿีขาü มาตรüจÿอบ positive clone ด้üยเทคนิค colony PCR (ตามที่ได้

ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.6) และตรüจÿอบผลด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis  
8. เมื่อได้ positive clone จะนำโคโลนีนั้นไปเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB-amp ที่อุณĀภูมิ 37 °C ข้ามคืน 

ÿำĀรับทำการÿกัดพลาÿมิด (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.7)  
9. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มาตรüจÿอบ ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 

3.4.8) แล้üทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และนำพลาÿมิดไปüัดคüาม

เข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer  
10. นำพลาÿมิดที่ได้มาใช้เป็นแม่แบบ ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอ ที่มีการต่อÿ่üนของ T7 promotor ÿำĀรับ

การนำไปผลิตอาร์เอ็นเอÿายคู่Āรือ dsRNA ด้üยเทคนิค PCR (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.9) 
11. นำ PCR product ที่ได้ มาทำใĀ้บริÿุทธิ์ (PCR purification) (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3)   
12. ตรüจÿอบ purified PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และนำไป üัดคüาม

เข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2)  
13. ทำการÿร้าง dsRNA ที่จำเพาะกับยีน ATG14 Āรือ dsATG14 (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.10) 
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3.4.1 การเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 
ตารางท่ี 3.4 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพ่ิมจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
ตารางท่ี 3.5 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ปฏิกิริยา PCR อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาท ี        
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

30 รอบ Annealing 58 °C 30 üินาที        
Extension 72 °C 1 นาท ี       
Final extension 72 °C 5 นาท ี        

 
3.4.2 การตรüจÿอบชิ้นดีเอ็นเอด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และ การüัดคüามเข้มข้นด้üย 

nanodrop spectrophotometer 
1. เทคนิค agarose gel electrophoresis 

1.1 เตรียม agarose gel คüามเข้มข้น 1.2% เริ่มจากการชั่ง agarose gel 1.2 กรัม ใÿ่ในขüดĀรือ flask 
1.2 เติมบัฟเฟอร์ 1xTBE ปริมาตร 100 ml 
1.3 ทำใĀ้เจลละละลายโดยการนำไปเข้าไมโครเüฟเป็นเüลา 1-2 นาที 
1.4 เมื่อได้ÿารละลาย agarose gel ที่ÿารละลายเป็นเนื้อเดียüกัน üางพักไü้จนอุณĀภูมิประมาณ 60 °C 

เติมÿารย้อมดีเอ็นเอ (Red safe) 3 และ 5 µl ตามปริมาตรเจล 15 และ 25 ml ตามลำดับ 
 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
UP H2O 40.25  
10x PCR buffer   5  
10µM dNTPs mix 1  
10µM Forward primer  0.75  
10µM Reward primer  0.75  
Taq DNA polymerase 0.25  
cDNA ของกุ้งขาü 2  
total Volume 50 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. การüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer 
2.1 üัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer 
2.2 เปิดเครื่อง nanodrop 
2.3 ตั้งค่า blank โดยใช้น้ำ DEPC 
2.4 ทำการปิเปตÿารละลายตัüอย่าง 1 µl กดปุ่มüัดคüามเข้มข้นและทำการบันทึก 
2.5 เมื่อüัดเÿร็จแล้üใĀ้ทำการล้างด้üยน้ำ DEPC อีกครั้งเพ่ือทำคüามÿะอาด 

โดยจะทำการบันทึกอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 260/280 (A260/280) เป็นตัüบ่งชี้การปนเปื้อนใน

โปรตีน ถ้าค่าที่üัดได้มากกü่าĀรือเท่ากับ 1.8 จะÿามารถบอกได้ü่าตัüอย่าง DNA นั้นไม่มีโปรตีนปนเปื้อน

และอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 260/230 (A260/230) นั้นค่าที่มากกü่า 1.8 จะÿามารถบอกได้ü่าตัüอย่าง 

DNA ไม่มีการปนเปื้อนÿารประกอบอินทรีย์ (inorganic solvent) เช่น ÿารละลายเอทานอล 
3.4.3 การทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์ (PCR purification) ÿามารถทำได้ 2 แบบ ใช้ชุด GenepHlow™ Gel/PCR 
(Geneaid) 

1. ในขั้นตอนการทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์ ÿามารถทำได้ 2 แบบ แบบแรกคือการรัน PCR product ด้üย 

agarose gel จากนั ้นตัดชิ ้นÿ่üนเจลเฉพาะบริเüณที ่ต้องการÿ่üนที ่ÿองคือนำÿารละลาย PCR 
product มาทำใĀ้บริÿุทธิ์เลย โดยแบบแรกเมื่อตัดชิ้นÿ่üนเจล และนำไปละลายเจลที่อุณĀภูมิ 55 °C 
15 นาที spin down รอละลายจนĀมด ÿ่üนแบบที่ÿองÿามารถเติม Gel/PCR buffer 5 volume 
ต่อ PCR product 1 volume และทำขั้นตอนต่อไปได้เลย 

2. ประกอบ column และ collection tube จากนั้นปิเปตÿารละลายตัüอย่างใÿ่ column 800 µl 
แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลายใน collection tube 

3. เติม W1 buffer 400 µl แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลายใน 
collection tube และเติม Wash buffer 600 µl ตั้งทิ้งไü้อุณĀภูมิĀ้อง 1 นาที และนำไปปั่นเĀüี่ยง

ที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลายใน collection tube แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงอีกครั้ง

ที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 3 นาที 
4. ย้าย column ไปĀลอดทดลอง 1.5-ml จากนั้นเติม UP H2O (ที่ผ่านการอุ่นใĀ้ร้อน) ปริมาตร 17 µl 

ลงใน column ตั้งทิ้งไü้ 2 นาที แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg 2 นาที 
5. นำ DNA ที่ได้มาผ่านการทำใĀ้บริÿุทธิ์ (purified PCR product) ที่ได้มาüัดคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง 

nanodrop spectrophotometer และทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
(ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
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3.4.4 การ ligation  

 
ภาพที่ 3.1 pGEM®-T Easy Vector (Promega) 

 
ตารางท่ี 3.6 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการทำ ligation 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
Nuclease-free water 4.8 
10X Rapid Ligation buffer 1  
pGEM-T easy vector (50ng/ µl) 0.5 
PCR product 2.7 
T4 DNA ligase 1 
Total Volume 10 

 
นำไปบ่มท่ีอุณĀภูมิ 4 °C เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง (ข้ามคืน) 

3.4.5 การ Transformation  
1. นำ competent cell E. coli ÿายพันธุ์ DH-α5 มาเติมÿารละลาย ligation mixture 5 µl ที่เตรียม

ไü้แล้üüางบนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที  
2. นำไปใĀ้คüามร้อนที่อุณĀภูมิ 42 °C เป็นเüลา 1 นาที และนำไปแช่เย็นไü้บนน้ำแข็ง 
3. เติมอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB 900 µl แล้üนำไปเลี้ยงที่เครื่อง shaker อุณĀภูมิ 37 °C 200 rpm เป็นเüลา 

1 ชั่üโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. เตรียมอาĀารเลี ้ยงเช ื ้อ (selective media) ÿำĀรับการทำ blue-white screening โดยนำยา

ปฏิชีüนะแอมพลิซิลิน (Ampicillin) Amp, X-gal, IPTG มาทำการ spread ลงบนอาĀาร LB agar  
(ตามท่ีระบุไü้ในตารางที่ 3.8) 

5. นำเชื้อที่บ่มไü้มาปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 3 ,500 rpm 3 นาที เทอาĀารออกบางÿ่üน นำอาĀารที่

เĀลือมาละลายตะกอน แล้üทำการ spread ลงบนอาĀารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไü้ และนำไปบ่มที่ 37 °C 
ข้ามคืน 

ตารางท่ี 3.7 ÿ่üนประกอบของอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB 
 
 
 
 
 

 
ตารางท่ี 3.8 แÿดงÿ่üนประกอบของอาĀารเลี้ยงเชื้อ (selective media) ÿำĀรับการคัดเลือกแบบ blue-white    

      screening 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 

100 mg/ml Ampicillin 20 
20 mg/ml X-gal 40 
100mM  IPTG 10 
Sterile H2O 100 

 
3.4.6 ทำการคัดเลือก positive control ด้üยเทคนิค colony PCR  

1. เตรียม 8-strip PCR tube ใÿ่น้ำ UP H2O (sterile) Āลอดละ 5 µl ทำการเลือกโคโลนีÿีขาü 8 โค
โลนีมาละลายใน 8-strip PCR tube โดยจะนำÿารละลาย 1 µl มาเป็นแม่แบบในการทำ colony 
PCR  

2. Colony PCR amplification 
3. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อที่ 

3.4.2) 
4. เลือก positive colony มา 3 โคโลนี นำไปเลี้ยงเชื้อในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB Amp จากนั้นนำไปเลี้ยงที่ 

shaker อุณĀภูมิ 37 °C 200 rpm เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (g) 
Yeast extract 0.5 
Peptone 1 
NaCl 1 
H2O 100 ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.9 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพ่ิมจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3.10 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ปฏิกิริยา PCR อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาท ี        
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

30 รอบ Annealing 58 °C 30 üินาที        
Extension 72 °C 1 นาท ี       
Final extension 72 °C 5 นาท ี        

 
3.4.7 การÿกัดพลาÿมิด (Plasmid extraction) โดย Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid) 

1. นำĀลอดที่เลี้ยงเชื้อไü้ ไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 6,500 xg เป็นเüลา 5 นาที เทอาĀารเลี้ยงเชื้อ

ออก และละลายตะกอนด้üย PD1 buffer ปริมาตร 200 µl  
2. ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่Āลอดขนาด 1.5-ml ใÿ่ PD2 buffer ปริมาตร 200 µl ทำใĀ้เข้ากันโดย

พลิกĀลอดไปมา (invert) 10 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 2 นาที 
3. ใÿ่ PD3 buffer ปริมาตร 300 µl ทำใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดไปมา (invert) 10 ครั้ง แล้üนำไปปั่น

เĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 10 นาที  
4. เตรียม PDH column ขนาด 2 ml จากนั้นปิเปตÿ่üนใÿทั้งĀมดประมาณ 700 µl ลงใน PDH 

column นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที และทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน 

collection tube ทิ้ง 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
UP H2O 20.15 
10x PCR buffer 2.5 
10mM dNTP mix 0.5  
10 µM forward primer  0.375  
10 µM reward primer  0.375  
Taq DNA polymerase 0.125  
DNA template 1  
total volume 25 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5. ปิเปต W1 400 µl ลง column นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 30 üินาทีและ

ทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้ง 
6. ปิเปต Wash buffer 600 µl ลงใน column แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็น

เüลา 30 üินาที ทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้งและนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 

11,000 xg ต่ออีก 3 นาที จากนั้นนำ column ใÿ่Āลอด 1.5-ml ใĀม ่ 
7. ใÿ่ Elution buffer 35 µl ทิ้งไü้ 2 นาที แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 2 

นาที  
8. นำÿารละลายพลาÿมิดไปüัดคüามเข้มข้น ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer (ตามที่ระบุ

ไü้ในĀัüข้อที่ 3.4.2) 
3.4.8 ทำการคัดเลือก positive clone ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI 

1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มา cut check ด้üย restriction enzyme EcoRI ตามที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.11  
      บ่มที่อุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

2. ทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามท่ีระบุไü้ในĀัüข้อที่ 3.4.2) 
ตารางท่ี 3.11 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารที่ใช้ในการ cut check ด้üย restriction enzyme EcoRI 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
H2O 3.5 
10X buffer 1 
Plasmid 5 
Enzyme  0.5 
Total volume 10 

            
3.4.9 การเพิ่มจำนüน DNA แม่แบบ ÿำĀรับการนำไปผลิต dsRNA 

1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ มาเป็น DNA template ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอแม่แบบÿำĀรับ 
การÿร้าง dsRNA โดยการนำไปเพิ่มจำนüนด้üยเทคนิค PCR ตามท่ีระบุไü้ในตารางที่ 3.12 
2. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามท่ีระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
3. นำ PCR product มา PCR purification ด้üย GeneHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid) 
(ตามท่ีระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3) 
4. üัดคüามเข้มข้นของ purified PCR product ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer 

และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามท่ีระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.12 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมี ที่ใช้ในการเพ่ิมจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 

UP H2O 41.25 
10X PCR buffer 5 
10 mM dNTPs mix 1 
10 µM forward primer 0.75 
10 µM reverse primer 0.75 
Taq DNA polymerase  0.25 
DNA template  1 
Total volume 50  

 
ตารางท่ี 3.13 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ปฏิกิริยา PCR อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาท ี        
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

30 รอบ Annealing 58 °C 30 üินาที        
Extension 72 °C 1 นาท ี       
Final extension 72 °C 5 นาท ี        

 
3.4.10 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ ที่จำเพาะกับยีน ATG14 (dsATG14) 

1. ทำการÿร้าง dsATG14 ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA production system 
(Promega) ตามที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.13 โดยบ่มที่อุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

2. เติม RQ1 RNase-free DNase 1 µl และนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 15 นาที 
3. นำÿารละลาย RNA Āลอด sense และ anti-sense มารüมกันแล้üนำไป heat ที่อุณĀภูมิ 

     70 °C เป็นเüลา 15 นาที จากนั้นทิ้งใĀ้เย็น 30 นาที 
4. นำÿารละลายดังกล่าüใÿ่ในĀลอด 1.5-ml ใĀม่ ใÿ่ 3M sodium acetate, pH 5.2 

     ปริมาตร 1/10 Volume และใÿ่ isopropanol ที่เย็น 1 Volume ผÿมใĀ้เข้ากัน (mix) 
        และ spin down  
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5. นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg เป็นเüลา 15 นาที ที่อุณĀภูมิ 4 °C แล้üเติม 
        70% Ethanol ที่เย็น 500 µl นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,500 xg เป็นเüลา 15 
        นาท ีที่อุณĀภูมิ 4 °C เทÿารละลายทิ้งใĀ้เĀลือแต่ตะกอน แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 
        รอบ 12,500 xg เป็นเüลา 5 นาที ที่อุณĀภูมิ 4 °C 

6. ใช้ปิเปตดูดÿารละลายที่เĀลือออกใĀ้Āมด และเปิดฝาตากตะกอน รอจนตะกอนเปลี่ยนÿี 
        จากÿีขาüขุ่นไปเป็นÿีใÿใช้เüลาประมาณ 15-20 นาที 

7. เติมนำ้ DEPC เพ่ือละลายตะกอน 
8. üัดคüามเข้มข้น dsATG14 ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer และตรüจÿอบ 

        ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
ตารางท่ี 3.14 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารที่ใช้ในการÿร้าง dsRNA ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large  
           Scale RNA production system (Promega) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
RiboMAXTM Express T7 2X Buffer 10 
linear DNA template (1µg) 1-8 
Nuclease-Free Water 0-7 
Enzyme Mix, T7 Express 2 
Total volume 20 

 
3.5 การตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsATG14 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้ง  

ในการทดลองนี้จะแบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 1) กุ้งที่ฉีดด้üย dsGFP เป็นกลุ่มคüบคุมเนื่องจากยีน GFP 
(green fluorescence protein) ไม่ÿามารถพบได้ในกุ้ง เมื่อฉีดเข้ากุ้ง dsGFP ไม่ÿามารถจำเพาะกับยีนในกุ้งได้ 

และ 2) กุ้งที่ฉีดด้üย dsATG14 เป็นกลุ่มทดลอง โดยจะทำการตรüจĀาคüามเข้มข้นของ dsRNA ที่ÿามารถยับยั้ง

การแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งได้ ซึ่งจะใช้ 2 คüามเข้มข้นคือ 1 และ 2.5 µg ต่อกรัมกุ้ง ในการทดลองนี้จะใช้

กุ้งขาüÿุขภาพดี ขนาด 2-3 กรัม เริ่มจากการฉีดÿารละลาย dsRNA Āลังจากฉีด dsRNA เป็นเüลา 24 ชั่üโมง จะ

ทำการเก็บตัüอย่างเĀงือก นำไปÿกัดอาร์เอ็นเอ (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.2) จากนั้นüัดคüามเข้มข้นด้üย 

nanodrop spectrophotometer และนำไปÿร้าง first–strand cDNA (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.3) ทำการ

ตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsATG14 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ด้üยเทคนิค qPCR (ตามที่ได้

ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.6  การýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในกุง้ที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 และยีนไüรัÿ VP28 ในกุ้ง 

 ในการทดลองนี้ได้แบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแรก กุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsGFP และกลุ่มที่ÿอง คือกุ้งที่ถูก

ฉีดด้üย dsATG14 โดยจะฉีด dsRNA ที่คüามเข้มข้น 1 µg ต่อกรัมกุ ้ง Āลังจากฉีด dsRNA 24 ชั ่üโมง จะฉีด

ÿารละลายไüรัÿตัüแดงดüงขาü ทำการเก็บตัüอย่างกุ้ง (เĀงือกและเลือด) Āลังติดไüรัÿที่เüลา 24 30 และ 48  

ช ั ่üโมงนำไปÿกัดอาร์เอ็นเอ (ตามที ่ได ้ระบุไü ้ในĀัüข ้อ 3.3.2 ) จากนั ้นü ัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop 
spectrophotometer และนำไปÿร้าง first–strand cDNA (ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.3) ทำการตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีน ATG14 และยีนไüรัÿ VP28 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ด้üยเทคนิค qPCR 
(ตามท่ีได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 
3.6.2 การบันทึกอัตราการตายของกุ้ง 
 ทำการบันทึกอัตราการตายของกุ้งกลุ่มตัüอย่างตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อที่ 3.6.1 Āลังจากฉีดไüรัÿตัüแดงดüง

ขาüทุก ๆ 24 ชั่üโมง เป็นเüลา 8 üัน จากนั้นนำมาüิเคราะĀ์ผลการทดลอง 
3.6.3 ตรüจÿอบปริมาณไüรัÿ (WSSV copy number) ของไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
 ทำการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) ในกลุ่มตัüอย่างที่ระบุในข้อ 3.6.1 

โดยเริ่มจากการเก็บเĀงือกมาÿกัด genomic DNA (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.6.3.1) จากนั้นทำการตรüจÿอบ

ปริมาณไüรัÿ เทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ด้üยเทคนิค qPCR (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.6.3.2) และ

ทำการüิเคราะĀ์ผลการทดลอง (Mendoza-Cano and Sanchez-Paz, 2013) 
 3.6.3.1 ÿกัด genomic DNA (gDNA) 

1. เก็บตัüอย่างเĀงือกกุ้ง ใÿ่Āลอด 1.5-ml เติม FATG1 buffer ปริมาตร 200 µl และทำการ 
      บดใĀ้เป็นเนื้อเดียü 

2. เติม Proteinase K (10mg/ml) ปริมาตร 20 µl และทำใĀ้เข้ากันด้üยเครื่อง 
       vortex และนำไปบ่มไปที่อุณĀภูมิ 60 °C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

3. จากนั้นเติม FATG2 Buffer ปริมาตร 200 µl และทำใĀ้เข้ากันโดย vortex และนำไปบ่ม 
      70 °C เป็นเüลา 10 นาที 

4. จากนั้นนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 8,000 xg เป็นเüลา 10 นาที ปิเปตÿารละลายÿ่üนใÿไป 
             ใÿ่Āลอด 1.5-ml ใĀม่ 

5. เติม Absolute ethanol 200 µl และทำใĀ้เข้ากันโดย vortex และ spin down 
6. ประกอบ Column ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่ Column และนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 

             11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง 
 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7. เติม W1 Buffer 400 µl และนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที และ 
             เทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง 

8. เติม Wash Buffer 750 µl และนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที 
             และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง จากนั้นทำการ air dry column โดยการนำไป 
             ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 3 นาที 

9. เติม Elution buffer ที่ผ่านการใĀ้คüามร้อนแล้ü 30-50 µl โดยĀยดลงตรงกลาง column ทิ้งไü้ 3 

นาที และนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 11,000 xg เป็นเüลา 2 นาที เพื่อ elute genomic DNA 
10. นำไปüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer และตรüจÿอบด้üย 

              agarose gel electrophoresis (ตามท่ีระบไุü้ในĀัüข้อ 3.4.2) 
 3.6.4.2 quantitative PCR 
การทำกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
 การÿร้าง standard curve ที่มีปริมาณไüรัÿ 103-107 viral copies จากนั้นนำตัüอย่าง gDNA ที่คüาม

เข้มข้นเท่า ๆ กันมาทำการตรüจÿอบการĀาปริมาณไüรัÿด้üยเทคนิค qPCR 
   1.  ทำการเจือจางพลาÿมิดที่คüามเข้มข้น 10-1 ถึง 10-8 โดยการเตรียมĀลอด 1.5-ml ทั้งĀมด 8 Āลอด  
   2.  Āลอดที่ 1 ต้องการปรับคüามเข้มข้นจาก 10 ng/µl ใĀ้ได้ 1.88 ng/µl ใÿ่พลาÿมิด 3.8 µl ใÿ่น้ำ UP  

  H2O 16.2 µl Āลอดที่ 2-8 ใÿ่พลาÿมิด 2 µl ใÿ่น้ำ UP H2O 18 µl  
   3.  นำพลาÿมิดที่คüามเข้มข้น 10-4-10-8 มาทำ qPCR ที่คüามเข้มข้นละ 3 ซ้ำ โดยเตรียมÿ่üนประกอบ 

  ÿำĀรับการทำ qPCR (ตามท่ีระบุไü้ในตารางที ่3.15) และใช้อุณĀภูมิตามท่ีระบุไü้ในตารางที่ 3.2 
 4.  นำ gDNA ที่ÿกัดได้ในกลุ่มตัüอย่าง (ตามที่ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.6.1) มาปรับคüามเข้มข้นใĀ้ได้ประมาณ  
     100 ng/µl ด้üยน้ำ UP H2O จากนั้นนำไปใช้เป็นแม่แบบในการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü  
     (WSSV copy number) โดยเตรียมÿ่üนประกอบÿำĀรับการทำ qPCR (ตามที่ระบุไü้ในตารางที ่3.16)  
     และใช้อุณĀภูมิตามที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.2 
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ตารางท่ี 3.15 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 

Luna qPCR mix enzyme (NEB) 5  
10 µM forward primer 0.15  
10 µM reverse primer 0.15  
UP H2O 3.7  
Standard plasmid 1  
Total Volume (master mix = 9 µl) 10 

 
ตารางท่ี 3.16 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µl) 
Luna qPCR mix enzyme (NEB) 5  
10 µM forward primer 0.15  
10 µM reverse primer 0.15  
UP H2O 3.7  
gDNA template 1  
Total Volume (master mix = 9 µl) 10 

  
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 4  

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1 การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีน ATG14 
4.1.1 การค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์ 

จากการค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ ATG14 ในกุ้ง Penaeus vannamei และÿัตü์ชนิด

อ่ืนที่ใกล้เคียง ผ่านฐานข้อมูล NCBI พบü่ามี accession number MH797017.1 และมี open reading frame 
ทีม่ีลำดับนิüคลีโอไทด์ 1467 คู่เบÿ ซ่ึงÿามารถ translate เป็นกรดอะมิโม 488 ตัü (แÿดงในภาพที่ 4.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.1 แÿดงลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ ATG14 ของกุ้งขาü Penaeus vannamei  

    
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.1.2 การทำนาย conserved domain  

จากการนำลำดับกรดอะมิโนของ ATG14 มาทำนาย conserved domain พบü่ามี 1 conserved 
domain คือ ATG14 ที่ลำดับกรดอะมิโน 35-388 ซึ่งมี  coiled-coil domains (CCDs) ที่ปลาย N-terminal 
จำเป็นÿำĀรับการจับกับ beclin-1 และกระตุ้นการตอบÿนองของออโตฟาจีในเซลล์ตามปกต ิ(แÿดงในภาพที่ 4.2)  

ในงานüิจัยที่ผ่านๆมา พบü่า conserved domain ในยีÿต์และÿัตü์เลี้ยงลูกด้üยนมมี 1 โดเมน คือ 

ATG14 ตั้งอยู่ที่กรดอะมิโน 35–367 ในยีÿต์มี 2 coiled-coil domains (CCDs) ที่ปลาย N-terminal ซึ่งจำเป็น

ÿำĀรับการจับกับ Atg6/Beclin-1 และทำใĀ้เกิดออโตฟาจี (Obara et al., 2006) ÿ่üนในÿัตü์เลี้ยงลูกด้üยนม ที่

ปลาย N-terminal มี CCDs ที่ซับซ้อน 3 ตัü (Matsunaga et al., 2009) 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 4.2 แÿดงข้อมูลเกี่ยüกับ conserved domain โปรตีน ATG14 
 

4.1.3 การÿร้าง phylogenetic tree  
จากแผนภูมิคüามÿัมพันธ์ของ ATG14 พบü่าÿามารถจัดกลุ่มตาม phylum ได้ 3 ประเภทคือ 

Arthropoda Chordata และ Mollusca โดย ATG14 ของกุ้งขาü (Penaeus vannamei) ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม

เดียüกันกับพüก Arthropoda ซ่ึงมีคüามใกล้เคียงกับ ATG14 ของกุ้งกุลาดำ (Penaeus monodon) มากท่ีÿุด 

พบü่ามี %identity และ %Similarity = 99.6%  
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ภาพที่  4.3 แÿดงแผนภูมิคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมของโปรตีน ATG14 

 
4.2 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกต ิ

จากกราฟแÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติพบü่ายีน ATG14 
แÿดงออกมากที่ÿุดใน ลำไÿ้ (Intestine) ตามด้üยต่อมน้ำเĀลือง (Lymphoid organ) เĀงือก (Gill) กระเพาะ 
(Stomach) Āัüใจ (Heart) เลือด (Hemocyte) แÿดงออกน้อยที่ÿุดใน ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas)  
(แÿดงในภาพที่ 4.4) แต่มีงานüิจัยที่ýึกþาการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเนื้อเยื่อกุ้ง Procambarus clarkii ที่

ปกติ พบü่ายีน ATG14 แÿดงออกมากที่ÿุดใน ตับและตับอ่อน (Zhu et al., 2022) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.4 แÿดงผลการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ 
 

4.3 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
 จากผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü พบü่าĀลังจากกุ้งติดเชื้อ

ไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่ 24 และ 48 ชั่üโมง แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีน ATG14 มีการแÿดงออกมากขึ้นเมื่อเทียบกับเüลาการ

ติดเชื้อที่ 0 ชั่üโมง (แÿดงในภาพที่ 4.5) จึงÿามารถÿรุปได้ü่ายีน ATG14 มีการแÿดงออกเพ่ิมมากข้ึนในกุ้งที่ติดโรค

ตüัแดงดüงขาü ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ (Zhu et al., 2022) ที่พบü่าการแÿดงออกของยีน ATG14 เมื่อติด

ไüรัÿ ในเซลล์เม็ดเลือดและเĀงือก พบü่ามีการแÿดงออกมากขึ้น บ่งชี้ใĀ้เĀ็นü่า ATG14 มีบทบาทบางอย่างในการ

ตอบÿนองต่อการติดเชื้อ WSSV  
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 A.      B. 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.5 การแÿดงออกของยีน ATG14 Āลังติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
A: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเĀงือก (Gill) กุ้งĀลังติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü 
B: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือด (Hemocyte) กุ้งĀลังติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาü 

 
4.4 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน ATG14 
4.4.1 การเพิ่มจำนüนยีน ATG14 ด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification)  

จากการเพิ ่มจำนüนยีน ATG14 ด้üยเทคนิค PCR โดยใช้ cDNA ของกุ ้งขาüเป็นแม่แบบและนำมา

ตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบü่า PCR product ที่ได้มีขนาดประมาณ 600 bp (แÿดง

ในภาพ 4.6) ซึ่งตรงกับขนาดของชิ้นยีน ATG14 ตามคู่ primer ที่ได้ออกแบบไü้ จากนั้นนำไปตรüจÿอบคüาม

เข้มข้นและคุณภาพด้üย nanodrop spectrophotometer ได้ผลตรüจÿอบตามตารางที่ 4.1 
 
 
 
 
 
 

 
  

ภาพที่ 4.6 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ PCR product ของยีนด้üยเทคนิค agarose gel  
        Electrophoresis  
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4.4.2 การทำชิ้นยีน ATG14 ใĀ้บริÿุทธิ์ (purification of PCR product) 
จากผลการทำชิ้นยีน ATG14 ใĀ้บริÿุทธิ์และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

พบชิ้น purified ATG14 ที่ขนาดประมาณ 600 bp  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 4.7 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ purified PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel  
     electrophoresis  

ตารางท่ี 4.1 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR product ด้üย nanodrop spectrophotometer  

 
4.4.3 การทดลอง Transformation (Blue-white screening) 

จากผลการคัดเลือกด้üยเทคนิค Blue-white screening จะเĀ็นü่ามีท้ังโคโลนีÿีขาü และÿีฟ้า (แÿดงใน

ภาพ 4.8) ซึ่งจะนำโคโลนีÿีขาüไปทำการตรüจÿอบต่อไป 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4.8 แÿดงผลการคัดเลือดโคโลนี ด้üยเทคนิค Blue-white screening 
 

 

ชื่อยีน คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
purified_ATG14 15 ng/µl 1.58 1.46 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.4.4 การคัดเลือกโคโลนีด้üยเทคนิค colony PCR 
จากการนำโคโลนีÿ ีขาü มาเป็นแม่แบบในการทำ PCR และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis ผลการทดลองพบ PCR product ขนาดประมาณ 600 bp ทุกโคโลนี (แÿดงในภาพที่ 4.9) ซึ่ง

คาดü่าเป็นÿ่üนของยีน ATG14 จากนั้นเลือก 2 โคโลนี คือ โคโลนีที่ 2 และ 3  โดยนำโคโลนีที่เลือกมาไปเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยงเชื้อ LB-amp ข้ามคืน (16-18 ชั่üโมง) แล้üนำมาÿกัด plasmid ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.9 แÿดงผลการคัดเลือกโคโลนีจากการทำ colony PCR และตรüจÿอบด้üยเทคนิค Agarose gel  

     electrophoresis  
 
4.4.5 การเลือกโคลนโดยการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) EcoRI 

นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ (จากตาราง 4.2) มาทำการ cut check  ด้üย restriction enzyme EcoRI พบü่ามี 

PCR product 3 ชิ้นที่ขนาด 600 bp 350 bp และ 250 bp ที่ lane 2 และ 4 (แÿดงในภาพ 4.10) เพราะเอนไซม์ 

EcoRI ตัดชิ้นยีน ATG14 ที่ใÿ่เข้าไปในเüกเตอร์ pGEM-T easy ทำใĀ้เกิด PCR product ขนาด 600 bp และ

เอนไซม์ EcoRI ก็ÿามารถตัดชิ้นยีน ATG14 ทำใĀ้เĀ็นชิ้น DNAขนาด 350 bp และ 250 bp จากผลการทดลองนี้

จึงÿรุปได้ü่าÿามารถÿร้างพลาÿมิด pGEM-T/ATG14 ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.10 แÿดงผลการตรüจÿอบการคัดเลือกโคโลนีด้üยการใช้ EcoRI ด้üยเทคนิค agarose gel  

      electrophoresis  
 

lane Marker 100bp DNA marker 
lane 1 uncut pGEM-T/ATG14 no.1 
lane 2 cut pGEM-T/ATG14 no.1 
lane 3 uncut pGEM-T/ATG14 no.2 
lane 4 cut pGEM-T/ATG14 no.2 

 
 ตารางท่ี 4.2 ผลการüัดคüามเข้มข้นของพลาÿมิดด้üย nanodrop spectrophotometer  

 
 
4.4.6 การเพิ่มจำนüนยีน ATG14 และต่อ T7 promotor ด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 

จากการเพิ่มจำนüนชิ้นยีน ATG14 ด้üย promotor ที่มีÿ่üนของ T7 promotor ด้üยเทคนิค PCR โดยใช้ 

pGEM-T/ATG14 เป็นแม่แบบ เมื่อนำไปตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบ PCR product 
ขนาดประมาณ 600 bp (แÿดงในภาพที่ 4.11) ซึ่งคาดü่าเป็นชิ้นยีน ATG14 ที่มีÿ่üนของ T7 promotor 

 
 
 

ชื่อยีน คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
pGEM-T/ATG14 no.1 240.4 ng/µl 1.87 2.21 
pGEM-T/ATG14 no.2 195.8 ng/µl 1.86 2.17 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.11 ผลการตรüจÿอบ PCR product ของยีน ATG14 ที่มีÿ่üนร่üมของ T7 promotor ด้üยเทคนิค  

       agarose gel electrophoresis  
 
lane Marker 100bp DNA marker 
lane 1 PCR product DNA ATG14 (primer T7F/R) 
lane 2 negative control (primer T7F/R) 
lane 3 PCR product DNA ATG14 (primer F/T7R) 
lane 4 negative control (primer F/T7R) 
 

4.4.7 การทำชิ้นยีน ATG14 ที่มีÿ่üนของ T7 promotor ใĀ้บริÿุทธิ์ (purification of PCR product) 
จากผลการทำชิ้นยีน ATG14 ที่มีÿ่üนของ T7 promotor ใĀ้บริÿุทธิ์และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis พบชิ้น purified ATG14 ที่ต่อด้üย T7 promotor ขนาดประมาณ 600 bp 

(แÿดงในภาพที่ 4.12) จากนั้นนำไปตรüจÿอบคüามเข้มข้นและคุณภาพด้üย nanodrop spectrophotometer 
ได้ผลตรüจÿอบตามตารางที่ 4.3 

 
 
 
 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.12 แÿดงผลการตรüจÿอบชิ้นยีน purified PCR product ATG14-T7F/R และ ATG14-F/T7R  

      ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis  
 

lane Marker 100bp DNA marker 
lane 1 Purified ATG14-T7F/R 
lane 2 Purified ATG14-F/T7R 

ตารางท่ี 4.3 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR product ของชิ้นยีน ATG14 ที่ต่อด้üย T7 promotor   
      ด้üย nanodrop spectrophotometer  

 
4.4.8 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ ที่จำเพาะกับยีน ATG14 (dsATG14) 
 จากการÿร้าง dsATG14 ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA production system 
(Promega) และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบ band ขนาดประมาณ 600-700 bp 
(แÿดงในภาพที่ 4.13) และเมื่อตรüจÿอบคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer พบü่ามีคüาม

เข้มข้น 3.185 ng/µl (ตามตารางที่ 4.4)   
 
 
 
 

ชื่อยีน คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
ATG14-T7F/R 194.5 ng/µl 1.75 1.79 
ATG14-F/T7R 219.9 ng/µl 1.84 2.08 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาพที่ 4.13 แÿดงผลการตรüจÿอบ dsATG14 ด้üยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 
 

lane Marker 100bp DNA marker 
lane 1 dsATG14 

ตารางท่ี 4.4 แÿดงผลการüัดคüามเข้มข้น dsATG14 ด้üย nanodrop spectrophotometer  

 
 
4.5 การตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsATG14 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้ง  

จากผลการทดÿอบพบü่า กุ้งกลุ่มทีฉ่ีด dsATG14 คüามเข้มข้น 1 และ 2.5 µg/กรัมกุ้ง ÿามารถยับยั้งการ

แÿดงออกของยีน ATG14 ได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม คือกุ้งที่ฉีดด้üย dsGFP (แÿดงในภาพที่ 4.14) จากผลการ

ทดลองนี้จึงเลือกใช้ dsATG14 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/กรัมกุ้ง ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14  
 
 
 
 
 
 

ชื่อยีน คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
dsATG14 3.185 µg/µl 2.04 2.16 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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A.      B. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.14 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 เมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออก 
A: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในกลุ่มทีฉ่ีด dsATG14 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/กรัมกุ้ง 
B: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในกลุ่มทีฉ่ีด dsATG14 ที่คüามเข้มข้น 2.5 µg/กรัมกุ้ง 
 

4.6 การýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในกุง้ที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
4.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 และยีนไüรัÿ VP28 

เริ่มจาการýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในเĀงือกกุ้ง จากผลการทดลองพบü่า Āลังติดโรคตัüแดงดüงขาü

ที่เüลา 24 และ 48 ชั่üโมง ในเĀงือกกุ ้งกลุ ่มที ่ถูกยับยั ้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ด้üย dsATG14 มีการ

แÿดงออกของยีน ATG14 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.15) และเมื่อทำการตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีนไüรัÿ VP28 ซึ่งเป็นยีนที่พบมากที่ÿุดในไüรัÿตัüแดงดüงขาü จากผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่า 

Āลังการติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 และ 48 ชั่üโมง ในเĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 

พบü่ามีการแÿดงออกของยีน VP28 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.16) 
 
 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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A.      B. 
       

  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.15 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
A: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ชั่üโมง 
B: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ชั่üโมง 

 
A.      B. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.16 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
A: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ชั่üโมง 
B: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ชั่üโมง 

 
 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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นอกจากนี้ยังได้ทำการýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในเลือดของกุ้ง โดยทำการเก็บตัüอย่างเลือดกุ้ง  
Āลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 30 และ 48 ชั่üโมง และตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ด้üยเทคนิค 

qPCR พบü่าĀลังการติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 24 30 และ 48 ชั่üโมง ในเลือดกุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsATG14 มีการ

แÿดงออกของยีน ATG14 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.17) และเมื่อทำการตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดของกุ้ง จากผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่าที ่30 และ 48 ชั่üโมงĀลังการติดโรคตัü

แดงดüงขาü ในกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 พบü่ามีการแÿดงออกของยีน VP28 ลดลงเมื่อเทียบกับ

กลุ่มคüบคุมแต่เüลาที่ 24 ชั่üโมงĀลังการติดโรคตัüแดงดüงขาü การแÿดงออกของยีน VP28 ไม่แตกต่างกับกลุ่ม

คüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.18)   
A.    B.    C. 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.17 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
A: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ชั่üโมง 
B: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 30 ชั่üโมง 
C: การแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ชั่üโมง 

A.    B.    C.  
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.18 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
A: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 ชั่üโมง 
B: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 30 ชั่üโมง 
C: การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüที่เüลา 48 ชั่üโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.6.2 การติดตามอัตราการตายของกุ้ง 
จากการติดตามอัตราการตายของกุ้ง ที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüทั้งในกลุ่มคüบคุม และในกลุ่มยับยั้งการ

แÿดงออกของยีน ATG14 เป็นเüลา 8 üัน ผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน 

ATG14 ช่üงที่ติดไüรัÿ 1-4 üันแรก มีอัตราการตายช้ากü่ากลุ่มคüบคุม Āลังจากติดไüรัÿเข้าüันที่ 5 จนถึงüันที่ 8 

กุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 เริ่มตายเร็üกü่ากลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.20) โดยพบü่ากุ้งกลุ่มที่

ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 จะตาย 100% ที่üันที่ 6 Āลังจากติดเชื้อ และกุ้งกลุ่มคüบคุมจะตาย 100% 

ที่üันที่ 8 Āลังจากติดเชื้อไüรัÿ ดังนั้นÿามารถÿรุปได้ü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 มีการตาย

ÿะÿมเร็üกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม ซึ่งต่างจากผลการüิจัยที่ผ่าน ๆ มา ที่มีการรายงานพบü่า ในกุ้ง P. clarkii เมื่อยับยั้ง

การแÿดงออกของยีน ATG14 ÿามารถลดอัตราการตาย และยับยั้งการจำลองแบบของไüรัÿได้ ซึ ่งบ่งชี้ü่ายีน 

ATG14 อาจÿ่งเÿริม WSSV ในการติดไüรัÿในกุ้ง P. clarkia (Zhu et al., 2022) 
 

      
 
ภาพที่ 4.19 แÿดงอัตราการอยู่ตายของกุ้งที่ติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüงขาüเมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน  

       ATG14 ด้üย dsATG14 เทียบกับกุ้งกลุ่มคüบคุม 
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4.6.3 การตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) 
  จากผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) ทีเ่üลา 24 30 และ 

48 ชั่üโมง พบü่ากุ้งกลุ่มที่ยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14  มีปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาüลดลง เมื่อเทียบกับ

กลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.20) ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ (Zhu et al., 2022) ที่พบü่า WSSV copy 
number มีปริมาณไüรัÿลดลง และมีแนüโน้มเพ่ิมข้ึนอย่างมากĀลังจาก 48 ชั่üโมงเทียบกับ 24 ชั่üโมง 
 
A.    B.    C.  
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.20 แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาü 
A: ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 ชั่üโมง 
B: ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 30 ชั่üโมง 
C: ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 ชั่üโมง 
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บทท่ี 5  

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1 ÿรุปผลการüิจัย 
 จากการค้นĀาและüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีน ATG14 ในกุ้งขาü มี open reading frame ที่มี

ลำดับนิüคลีโอไทด์ 1467 คู่เบÿ ซึ่งÿามารถ translate เป็นกรดอะมิโม 488 ตัü มีคüามใกล้เคียงกับ ATG14 ของ

กุ้งกุลาดำ (Penaeus monodon) ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติพบü่ายีน ATG14 แÿดงออกมากที่ÿุดใน ลำไÿ้ (Intestine) 
พบü่า ATG14 มี 1 conserved domain และทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัü

แดงดüงขาüพบü่ายีน ATG14 มีการแÿดงออกมากขึ้น ทั้งในเลือดและในเĀงือกกุ้ง จากผลการทดลองนี้พบü่าการ

แÿดงออกของยีน ATG14 มีคüามเกี่ยüข้องกับการติดโรคตัüแดงดüงขาüในกุ้ง ดังนั้นจึงทำการýึกþาบทบาทของ

ยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA interference พบü่าอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน 

ATG14 Āรือ dsATG14 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/กรัมกุ้ง ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ได้ เมื่อทำการ

ยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüพบü่า มีการแÿดงออกของยีน VP28 ลดลง และ

เมื่อตรüจÿอบริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number)  พบü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน 

ATG14 มีปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาüลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม แต่จากผลการตรüจÿอบอัตราการตาย ช่üง

ที่ติดไüรัÿ 1-4 üันแรก มีอัตราการตายช้ากü่ากลุ่มคüบคุม Āลังจากติดไüรัÿเข้าüันที่ 5 จนถึงüันที่ 8 กุ้งที่ถูกยับยั้ง

การแÿดงออกของยีน ATG14 เริ่มตายเร็üกü่ากลุ่มคüบคุม พบü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน ATG14 

มีอัตราการตาย 100% ที่เร็üกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม 
 จากผลการทดลองทั้งĀมดÿามารถÿรุปผลการทดลองได้ü่ายีน ATG14 มีบทบาทเกี่ยüข้องในการติดไüรัÿ

ตัüแดงดüงขาüในกุ้ง การแÿดงออกท่ีลดลงของยีน ATG14 ÿ่งผลใĀ้กุ้งติดโรคตัüแดงดüงขาüลดลงในระยะแรกของ

การติดโรค เพราะฉะนั้นการพัฒนาÿารต้านไüรัÿ (antiviral agent) ที่มีรูปแบบเป็นอาร์เอ็นเอÿายคู่ (dsRNA) ที่

จำเพาะกับยีน ATG14 Āรือ dsATG14 เพ่ือลดปริมาณไüรัÿ และเพ่ิมอัตราการรอดของกุ้ง ในระยะแรกของการติด

โรคตัüแดงดüงขาü อาจจะเป็นแนüทางĀนึ่งในการยับยั้งการแพร่ระบาดของโรคตัüแดงดüงขาü ในอุตÿาĀกรรมกุ้ง

ได้ ซึ่งในÿ่üนนี้ต้องทำงานüิจัยเพิ่มเติม 
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5.2 ข้อเÿนอแนะ 
 ผลการทดลองพบü่ามีบางการทดลองยังต้องทำการทดลองซ้ำ โดยการเพ่ิมจำนüนÿัตü์ทดลอง (กุ้ง) เพ่ือใĀ้

ได้ผลการทดลองที่มีค่าที่แตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญจาการคำนüณทางÿถิติ และยังไม่ÿามารถทำการทดลองที่ต้องใช้

ÿัตü์ทดลองเพ่ิมเติม ในช่üงการทำโปรเจค เพราะมีการปรับปรุงบริเüณเลี้ยงÿัตü์ทดลอง แต่จากผลการทดลองที่ได้

แÿดงข้างต้น ÿามารถÿรุปแนüโน้มบทบาทของ ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ซึ่งเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการ

ทำงานüิจัยต่อไปได้ 
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมÿารเคม ี

1. Elution Buffer 
 Stock       Final concentration 
 10x PBS      1X   
 1M Tris pH8.0      50 mM 
 Reduced Glutathione     30  mM 
2. 70 % Ethanol 
 เตรียมได้จากเอทานอลคüามเข้มข้น 95% โดยการเตรียมเอทานอลคüามเข้มข้น 70% ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร ใĀ้คำนüณดังนี้ 
จากÿูตร   C1V1 = C2V2 
      95% x V1 = 70% x 1,000 มิลลิลิตร 
      V1 = 736.842 มิลลิลิตร 
    ≈ 737 มิลลิลิตร 
üิธีการเตรียม 
ผÿมเอทานอลคüามเข้มข้น 95% ปริมาตร 737 มิลลิลิตร กับน้ำกลั่นปริมาตร 263 มิลลิลิตร ใĀ้เข้ากัน 
10x TBE buffer 
 Tris Base     108 กรัม 
 Boric acid     55.0 กรัม 
 Double-distilled H2O    900 มิลลิลิตร 
 0.5 M EDTA pH8.0    40.0 มิลลิลิตร 
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ขอรับรองü่าÿĀกิจýึกþา เรื่อง  
ชื่อภาþาไทย     การýึกþาบทบาทของยีน ATG14 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
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