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ปัจจุบันผลผลิตกุ้งของประเทýไทยมีแนüโน้มลดลงอย่างมาก ซึ่งมีผลมาจากการระบาดของ

โรคกุ้ง ทั้งโรคอุบัติใĀม่และโรคระบาดซ้ำ Āนึ่งในนั้นคือโรคตัüแดงดüงขาü ที่ผ่านมามีการค้นคü้า

แนüทางยับยั้งการระบาดของโรคนี ้ในกุ้งแต่ยังพบการระบาดซ้ำ คณะผู้üิจัยจึงÿนใจýึกþาระบบ

ภูมิคุ ้มกันใĀม่ที ่ไม่มีการýึกþามาก่อน เพื ่อนำมาใช้เป็นแนüทางยับยั ้งการระบาดของโรค คือ 

กระบüนการออโตฟาจี (autophagy) ซึ่งเป็นกระบüนการกินตัüเองของเซลล์ ในกระบüนการนี้มี

โปรตีนเกี่ยüข้องมากมาย Āนึ่งในนั้นคือ Syntaxin16 (STX16) มีรายงานü่าโปรตีนดังกล่าüมีบทบาท

ÿำคัญในการกำจัดÿ่ิงแปลกปลอมที่เข้าÿู่เซลล์ ดังนั้นงานüิจัยนี้ จึงÿนใจýึกþาบทบาทของยีน STX16 
ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü โดยเริ่มจากการค้นĀาและüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของ STX16 
ของกุ้งขาü จากการทำนายด้üยโปรแกรม SMART พบü่ามี 3 conserve domains เมื่อตรüจÿอบ

การแÿดงออกของยีน STX16 พบü่าแÿดงออกมากที่ÿุดในเĀงือก และแÿดงออกเพิ่มขึ้นĀลังติดไüรัÿ

ตัüแดงดüงขาü จึงคาดü่าการแÿดงออกที่เปลี่ยนไปของยีน STX16 เกี่ยüข้องกับการติดไüรัÿตัüแดง

ดüงขาü จึงทำการýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ ้งที ่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA 
interference (RNAi) โดยเริ่มจากการÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน STX16 (dsSTX16)  เมื่อ

ฉีด dsSTX16 คüามเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อกรัมกุ้ง ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้ง

ได้ และพบü่าที่ 24 30 และ 48 ชั่üโมง ยีน VP28 ของไüรัÿตัüแดงดüงขาüมีการแÿดงออกเพิ่มขึ้น ซึ่ง

ÿอดคล้องกับปริมาณของไüรัÿที่เüลาเดียüกันเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม เมื่อติดตามอัตราการตาย

ÿะÿมของกุ้ง พบü่าเมื่อยีน STX16 ลดลง Āลังจากติดโรคตัüแดงดüงขาüมีอัตราการตายÿะÿม 100% 

ภายใน 6 üัน ซึ่งเร็üกü่ากลุ่มคüบคุม จากผลการทดลองทั้งĀมดÿามารถÿรุปได้ü่า ระดับการแÿดงออก

ของยีน STX16 มีผลต่อการติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüในกุ้ง โดย STX16 อาจมีÿ่üนในการยับยั้งการเพิ่ม

จำนüนไüรัÿตัüแดงดüงขาüในกุ้ง ซึ่งข้อมูลที่ได้จากงานüิจัยนี้ÿามารถทำการýึกþาต่อยอด เพื่อนำไป

พัฒนาเพื่อใช้ในการแก้ไขปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งต่อไป 
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Abstract 
 Presently, shrimp production tends to dramatically decrease which is a result 
of shrimp diseases, both emerging and re-emerging infectious diseases. One of those is 
white spot disease. It has been investigated controlling strategies but this disease still 
spread. To solve this problem, the new viral immune system is interesting which is 
Autophagy, a process of cellular eating. Many proteins are involved in this process 
including Syntaxin16 (STX16). It had been reported that STX16 mediates the removal 
of invaders. This study aims to investigate the function of STX16 in white spot 
syndrome virus (WSSV) infected shrimp. By SMART software prediction, STX16 protein 
contained 3 conserved domains. The highest expression of STX16 was in gill tissue and 
it was upregulated after WSSV infection. These results suggest that changes in STX16 
expression are caused by WSSV infection. The functional study of STX16 in shrimp was 
studied by using RNA interference (RNAi). The double-stranded RNA targeting STX16 
(dsSTX16) was produced. Injection of dsSTX16 of the dose 1 µg/g shrimp could 
suppress STX16 expression, resulting in an upregulation of viral VP28 mRNA expression 
and viral copy number at 24, 30 and 48 hours post injection. Moreover, cumulative 
mortality of shrimp showed that reduction of STX16 after WSSV infection led to 100% 
mortality within 6 days when compared with the control group. It is concluded that 
the expression level of STX16 affects WSSV infection in shrimp and STX16 may involve 
in the inhibition of viral replication. This knowledge may apply to study in the 
development of controlling white spot disease in the shrimp industry.                
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 โครงงานüิจัยการýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüÿำเร็จลุล่üงได้

ด้üยคüามกรุณาอย่างยิ่งจากอาจารย์ที่ปรึกþา ดร.ภัทรันดา จารีย์ รüมถึงบุคลากรของýูนย์ü ิจัย
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บทที่ 1  
บทนำ  

 
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  

ÿัตü์ทะเลที่มีคüามÿำคัญและเป็นที่นิยมทั้งในประเทýไทย และต่างประเทýนั่นก็คือ กุ้ง โดย

กุ้งเป็นÿัตü์น้ำที่ÿร้างรายได้จากการÿ่งออกÿินค้าเป็นอย่างมาก แต่ในปัจจุบันอุตÿาĀกรรมกุ้งใน

ประเทýไทยและต่างประเทý ได้ประÿบปัญĀาผลผลิตกุ้งลดลงเมื่อเทียบกับĀลาย ๆ ปีก่อนĀน้า ซึ่งมี

ผลมาจากโรคระบาดในกุ้ง ทั้งโรคที่อุบัติใĀม่ และโรคที่ระบาดซ้ำเดิม โดยĀนึ่งในนั้นคือ โรคตัüแดง

ดüงขาü เป็นĀนึ่งในÿาเĀตุที่ทำใĀ้อุตÿาĀกรรมกุ้งในĀลาย ๆ ประเทýเกิดคüามเÿียĀาย และเนื่องจาก

ปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในกุ้ง ยังไม่ÿามารถที่จะแก้ไขได้ด้üยองค์คüามรู้ในปัจจุบัน 

การýึกþาในครั ้งนี ้จึงมีคüามÿนใจที ่จะทำการýึกþาองค์คüามรู ้ใĀม่ นั ่นคือคüามÿามารถของ

กระบüนการออโตฟาจีในการป้องกันĀรือยับยั้งการติดโรคตัüแดงดüงขาüในกุ้ง 
กระบüนการออโตฟาจี คือกระบüนการการกินตัüเองของเซลล์ โดยปกติแล้üจะถูกกระตุ้น

จากการเกิดคüามเครียดของเซลล์ Āรืออยู่ในÿภาüะขาดÿารอาĀาร โดยจะเป็นกระบüนการที่เซลล์ใช้

กำจัดองค์ประกอบของเซลล์ที่เÿื่อมÿภาพĀรือÿิ่งแปลกปลอม เพื่อป้องกันการทำงานที่ผิดปกติของ

เซลล์ ซึ่งÿามารถก่อใĀ้เกิดโรคได้ และยังมีรายงานü่ากระบüนการออโตฟาจี มีบทบาทÿำคัญในการ

กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันเมื่อเซลล์ติดไüรัÿจากรายงานผลüิจัยที่ผ่านมาพบü่า Syntaxin16 (STX16) 
เป็นยีนที่มีคüามเกี่ยüข้องกับกระบüนการออโตฟาจี โดยจะมีบทบาทในการเĀนี่ยüนำโปรตีนĀรือ

องค์ประกอบที่เÿื ่อมÿภาพเข้ามาภายในฟาโกฟอร์ (Phagophore) จากนั ้นเมื ่อเกิดการÿร้างออ

โตฟาโกโซม (Autophagosome) ก็พบü่า STX16 ยังมีÿ่üนช่üยใĀ้ไลโซโซม (Lysosome) เข้ามาใกล้

กับออโตฟาโกโซมอีกด้üย ปัจจุบันมีรายงานข้อมูลของ STX16 น้อยมาก และยังไม่มีการýึกþาในกุ้ง

มาก่อน ดังนั้นในโครงการüิจัยนี้ จึงÿนใจýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งขาüที่ติดไüรัÿตัüแดงดüง

ขาü ทำใĀ้ได้องค์คüามรู้ใĀม่ ที่อาจจะÿามารถนำมาพัฒนาและประยุกต์ใช้ เพื่อแก้ไขปัญĀาการ

ระบาดของไüรัÿตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งได้ 
 

1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  
 เพื่อýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
 

1.3 ขอบเขตของงานüิจัย 
1. ค้นĀา และüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของ STX16 ของกุ้งขาü 
2. ýึกþาการแÿดงออกของยีน STX16 ในเนื้อเยื่อกุ้ง และในกุ้งทีต่ิดโรคตัüแดงดüงขาü 
3. ýึกþาบทบาทของ STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüด้üยเทคนิค RNA interference 
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1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 
องค์คüามรู้ที่ได้จากการýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ÿามารถ

ทำการýึกþาต่อยอด เพื ่อนำไปพัฒนาใช้ในการแก้ปัญĀาการระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüใน

อุตÿาĀกรรมกุ้งต่อไปได้ 
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บทที่ 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  
2.1 ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง 

กุ้งเป็นÿัตü์ทะเลที่มีระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จำเพาะ (innate immunity) โดยธรรมชาติ ซึ่งมีกลไก

การป้องกันตัüเองจากÿิ่งแปลกปลอม ÿามารถแบ่งได้เป็น กลไกการป้องกันตนเองโดยโครงÿร้าง

ภายนอก และกลไกการป้องกันตนเองภายในร่างกาย (Raico et al., 2003) โดยกลไกการป้องกัน

ตนเองภายในร่างกายนั้นจะมีการตอบÿนองต่อÿ่ิงแปลกปลอมอยู่ด้üยกัน 2 ระบบคือ 
2.2.1 ภูมิคุ้มกันแบบอาýัยเซลล์ (Cellular Response) 

กระบüนการฟาร์โกไซโตซิÿ (Phagocytosis) และ กระบüนการอะพอพโทซิÿ 

(Apoptosis) มีรายงานü่ามีบทบาทÿำคัญในการตอบÿนองการติดเชื้อไüรัÿตัüแดงดüง

ขาüของกุ้ง (Wang and Zhang, 2008) โดยฟาโกไซโตซิÿจะอาýัยการทำงานของเซลล์

เม็ดเลือด ในการทำลายÿ่ิงแปลกปลอมซึ่งจะกระจายอยู่ทั่üไปตามเนื้อเยื่อภายในกระแÿ

เลือด ต่อมน้ำเĀลือง (lymphoid organ) ตับและตับอ่อน (hepatopancreas) และ

อüัยüะอื่น ๆ นอกจากนี้ระบบภูมิคุ้มกันแบบอาýัยเซลล์ยังเกี่ยüข้องกับกระบüนการ

Ā่อĀุ ้มÿิ ่งแปลกปลอมที ่ม ีขนาดใĀญ่Āร ือกระบüนการ Encapsulation อ ีกด้üย 

(Soderhall and Cerenius, 1992) 
     2.2.2 ภูมิคุ้มกันในน้ำเลือด (Humoral Response) 

โดยระบบภูมิคุ้มกันในน้ำเลือดนั้นจะมีการทำงานที่ÿำคัญเช่นกระบüนการÿร้างÿารเม 
ลานิน(Melanization) และกระบüนการแข็งตัüของเลือด (Blood clotting) เป็นต้น 

โดยพบü่ามีการทำงานร่üมกันกับระบบภูมิคุ้มกันแบบอาýัยเซลล์โดยจะเป็นการทำงาน

ของโปรตีนต่างๆที่อยู่ในน้ำเลือด โดยเซลล์เม็ดเลือดของกุ้งจะมีการผลิตÿารโปรตีนที่ทำ

Āน้าที่ ช่üยจดจำ และเข้าจับกับโมเลกุลÿ่ิงแปลกปลอมĀรือเช้ือโรค ซึ่งเรียกü่า pattern 
recongition protein (PRPs) โดยจะทำการÿ่งต่อÿัญญาณเป็นทอด ๆ ผ่าน signaling 
pathway เพื่อกระตุ้นใĀ้เกิดการผลิตÿารต้านจุลชีพ (Antimicrobial peptide) Āรือ 

ÿารที่กระตุ้นใĀ้เกิดการอักเÿบเพื่อกำจัดÿิ่งแปลกปลอมนั้น ๆ (Tassanakajon et al., 
2017) 
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2.2 ไวรัสตัวแดงดวงขาว 
โรคตัวแดงดวงขาว (White Spot Disease; WSD) เปŨนโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัÿตัวแดงดวงขาว 

(White Spot Syndrome Virus; WSSV) ซึ่งÿŠงผลกระทบตŠอÿัตวŤทะเลที่ถูกเลี้ยงในเชิงพาณิชยŤ โดย

ÿŠวนใĀญŠมักเปŨนÿัตวŤจำพวกกุšง ปŦญĀาของโรคตัวแดงดวงขาวนั้นไมŠเพียงแตŠจะเกิดแคŠในเอเชีย แตŠถือ

เปŨนปŦญĀาที่เกิดขึ้นทั่วโลก (Chou et al., 1995) ไวรัÿตัวแดงดวงขาวเปŨนĀนึ่งในไวรัÿที่ทำใĀšเกิด

ความเÿียĀายกับอุตÿาĀกรรมกุšง โดยกุšงที่ติดโรคตัวแดงดวงขาวจะมีลักþณะเปŨนจุดÿีขาว Āรือมี

ลักþณะเปŨนดวงÿีขาว ที่ผิวดšานนอก โดยมักเกิดที่บริเวณเปลือกÿŠวนĀัวของกุšง ในบางครั้งอาจทำใĀš

กุšงมีลักþณะตัวเปŨนÿีแดงดšวย นอกจากนั้นยังทำใĀšกุšงมีอาการอยากอาĀารลดลง ซึ่งÿาเĀตุนี้ทำใĀšกุšงมี

อัตราการตาย 100% อยูŠที่ 3-5 วัน (Lightner, 1996)  
 

 
 
ภาพที่ 2.1 แÿดงการเปรียบเทียบระĀวŠางกุšงที่ติดโรคตัวแดงดวงขาวและกุšงปกติ 

 
2.3 กระบวนการออโตฟาจี 

โดยกระบวนการออโตฟาจี ĀรือกระบวนการกินตัวเองของเซลลŤ โดยปกติแลšวจะเกิดการกระตุšน

ใĀšเกิดออโตฟาจีจากความเครียดของเซลลŤ และÿภาวะที่เซลลŤเกิดการขาดÿารอาĀาร ซึ่งจะเกิดการ

ทำลายโปรตีนและองคŤประกอบของเซลลŤที่เÿื่อมÿภาพ โดยกระบวนการออโตฟาจีนี้จะเริ่มจากการ

เĀนี่ยวนำโปรตีนĀรือองคŤประกอบที่เÿ่ือมÿภาพที่ตšองการกำจัด เขšามาในฟาโกฟอรŤ (Phagophore) 
และตŠอมาจะมีการÿรšางเปŨนโครงÿรšางที่เรียกวŠาออโตฟาโกโซม (Autophagosome) เกิดข้ึน จากนั้น

จะเกิดการเĀนี่ยวนำไลโซโซม (Lysosome) ใĀšเขšาจับกับออโตฟาโกโซม และทำใĀšเกิดการยŠอยÿลาย

องคŤประกอบที่เÿื่อมÿภาพภายในออโตฟาโกโซม (Hansen et al., 2018) กระบวนการออโตฟาจี 

แบŠงเปŨน 5 ขั้นตอนตามที่แÿดงในภาพที่ 2.1 โดยเริ่มจาก Autophagy initiation ซึ่งเปŨนกระบวนการ

เกิดออโตฟาจี เริ ่มจากการเติมĀมู Šฟอÿเฟตเพื ่อกระตุšนการทำงานของกลุŠมโปรตีนเริ ่มตšน  (Pre-
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initiation complex) ตŠอมาเปŨน Membrane nucleation and phagophore formation ซึ ่งเปŨน

ขั้นตอนการÿรšางเยื่อĀุšมฟาโกฟอรŤ (Phagophore formation) โดยจะนำเอาองคŤประกอบของเซลลŤที่

เÿื่อมÿภาพ ออรŤแกเนลลŤ โปรตีน รวมถึงเชื้อกŠอโรคเขšาไปไวšในเยื่อĀุšมฟาโกฟอรŤ จากนั้นเปŨนขั้น 

Phagophore expansion โดยเยื ่อĀุ šมจะเกิดการขยาย  และเกิดเปŨนโครงÿรšางออโตฟาโกโซม 

(Autophagosome)  เพื่อกักเก็บโปรตีนĀรือองคŤประกอบของเซลลŤที่เÿ่ือมÿภาพเอาไวšดšานใน ตŠอมา

เป Ũนข ั ้น Fusion with the lysosome โดยออโตฟาโกโซมจะเกิดการเĀนี ่ยวนำใĀš ไลโซโซม 
(Lysosome) เขšามาจับ และเกิดเปŨนกระบวนการขั้นÿุดทšาย คือ Degradation โดยจะเกิดĀลังจากมี

การจับกันระĀวŠางไลโซโซม และ ออโตฟาโกโซมจะเกิดการยŠอยÿลายโปรตีนĀรือองคŤประกอบที่

เÿ่ือมÿภาพในออโตฟาโกโซม (Hansen et al., 2018) 

ภาพที่ 2.2 แÿดงกระบวนการและกลไกควบคุมĀลักของออโตฟาจี (Hansen et al., 2018) 

 

2.4 กระบวนการออโตฟาจีกับไวรัส 
    กระบวนการออโตฟาจี ทำĀนšาที่ÿรšางÿมดุลเมทาบอลิซึมของเซลลŤ และทำใĀšเซลลŤอยูŠรอดใน

ÿภาวะเครียด (Mizushima et al., 2008) โดยมีรายงานวŠาไดšมีการÿŠงÿัญญาณกระตุšนกระบวนการ

ออโตฟาจี ในระĀวŠางการติดเช้ือไวรัÿ โดยทำĀนšาที่เปŨนกลไกเฝŜาระวังที่ÿŠงแอนติเจนของไวรัÿไปยังไล

โซโซมเพื่อกำจัดไวรัÿ โดยขนÿŠงÿŠวนประกอบของไวรัÿไปยังเอนโดโซม (endosome) เพื่อกระตุšน

ระบบภูมิคุ šมกันโดยธรรมชาติ (Delgado et al., 2009) นอกจากนี้ยังพบวŠาถุงออโตฟาโกโซมมี

ความÿามารถในการดักจับ และยŠอยÿลายเช้ือโรคภายในเซลลŤ ĀรือเรียกวŠากระบวนการ xenophagy 
ซึ่งเปŨนกลไกการตšานไวรัÿของกระบวนการออโตฟาจี (Virgin et al., 2009) ในทางกลับกัน พบวŠามี

ไวรัÿบางตัวที่กระตุšนกระบวนการออโตฟาจี เพื่อชŠวยเพิ่มปริมาณไวรัÿไดš (Virgin et al., 2009)  
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



6 
 

 

2.5 กระบวนการออโตฟาจีในกุšง  
กระบวนการออโตฟาจีมีความเกี่ยวขšองกับการติดเช้ือไวรัÿในกุšง โดยมีรายงานวŠากระบวนการออ

โตฟาจี มีบทบาทเชิงบวกกับการติดเช้ือไวรัÿตัวแดงดวงขาว เนื่องจากการเขšามาของไวรัÿตัวแดงดวง

ขาวจะเพิ่มขึ้นโดยการเĀนี่ยวนำของกระบวนการออโตฟาจี จากการฉีดดšวยราปาไมซิน (rapamycin) 

ซึ่งบŠงชี้วŠาไวรัÿตัวแดงดวงขาว มีแนวโนšมที่จะใชšประโยชนŤจากกระบวนการออโตฟาจีÿำĀรับการเขšา

มาภายในเซลลŤ (Chen et al., 2016) แตŠในทางกลับกันกระบวนการออโตฟาจีก็ÿามารถยับยั้งการติด

เชื้อไวรัÿตัวแดงดวงขาวไดš โดยมีรายงานวŠา TRIM50-Like มีบทบาทÿำคัญในการยับยั้งไวรัÿตัวแดง

ดวงขาว ซึ่งใชšกระบวนการออโตฟาจีเขšามาเกี่ยวขšอง เริ่มจากระบุยีน TRIM50-like จาก Penaeus 
monodon (PmTRIM50 -like) เพื่อดูบทบาทของยีน จากนั้นไดšมีการทดลองยับยั้งการแÿดงออกของ

ยีน PmTRIM50-like ในกุšงที่ติดไวรัÿตัวแดงดวงขาว และไดšทำการตรวจÿอบการแÿดงออกของยีน 

VP28 ซึ่งเปŨนยีนที่พบมากที่ÿุดในไวรัÿตัวแดงดวงขาว พบวŠาในกุšงที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน 

PmTRIM50-like มีการแÿดงออกของยีน VP28 เพิ่มมากขึ้น เมื่อเทียบกับกลุŠมควบคุม และเมื่อตรวจ

รอบอัตราการรอดชีวิตของกุšงที่ติดไวรัÿตัวแดงดวงขาว พบวŠากุšงกลุŠมที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน 

PmTRIM50-like มีอัตราการรอดชีวิตต่ำกวŠากลุŠมควบคุม (Zhao et al., 2021) และยังมีรายงานวŠา

โปรตีนในกลุŠม autophagy – related genes (ATGs) มีความเกี่ยวขšองกับการกระตุšนระบบภูมิคุšมกนั

ในÿัตวŤจำพวกครัÿเตเชียน ดังนั้นจึงÿรุปไดšวŠากระบวนการออโตฟาจีมีผลชŠวยทำใĀšเกิดการติดเช้ือ

ไวรัÿตัวแดงดวงขาวไดšดีขึ้น และทำการยับยั้งการแพรŠกระจายของเช้ือไวรัÿตัวแดงดวงขาว (Jian et 
al., 2022)  
 
2.6 STX16 ในกระบวนการออโตฟาจี 
 จากงานวิจัยที่ผŠานมา มีรายงานวŠา STX16 มีความเกี่ยวขšองกับการÿรšางออโตฟาโกโซม ของ

กระบวนการออโตฟาจี ซึ ่งมีÿŠวนชŠวยทำใĀšเกิดการเĀนี ่ยวนำใĀš ATG9a เขšาจับกับฟาโกฟอรŤ 

นอกจากนี้ STX16 ยังมีÿŠวนชŠวยในการเĀนี่ยวนำใĀšไลโซโซมเขšามาใกลšกับออโตฟาโกโซม และเกิดการ

ทำลายโปรตีนĀรือองคŤประกอบที่เÿ่ือมÿภาพตามรายละเอียดที่แÿดงในภาพที่ 2.2 (Tang, 2019) 
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ภาพที่ 2.3 แÿดงบทบาทของยีน STX16 ในกระบวนการออโตฟาจี โดยมีรายงานวŠามี 2 บทบาท ดังนี้ 

(A) โปรตีน STX16 ชŠวยในการขยายโครงÿรšางโครงÿรšางฟารŤโกฟอรŤ เพื่อใĀšเกิดเปŨนออโตฟาโกโซม 

เกิดจากการรวมตัวกันของโครงÿรšาง SNARE complex  ซึ่งประกอบไปดšวย STX16 VAMP7 และ 

SNAP7 และมีการเĀนี ่ยวนำใĀš ATG9 ติดอยูŠบน recycling endosome เขšามาจับ ทำใĀšเกิดการ

ขยายของโครงÿรšางฟาโกฟอรŤ (B) โปรตีน STX16 เกี่ยวกับขั้นตอนการเĀนี่ยวนำใĀšเกิดการรวมกัน

ของออโตฟาโกโซม และไลโซโซม ทำใĀšเกิดโครงÿรšาง ออโตไลโซโซม (autolysosome) เพื่อยŠอยและ

กำจัดÿารภายในถุงออโตฟาโกโซม (Tang, 2019) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.7 กระบวนการ RNA interference 
 RNA interference Āรือ RNAi เปŨนกลไกที่ÿำคัญในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน  โดยเปŨน

กระบวนการทำลาย messenger RNA (mRNA) ของยีนเปŜาĀมาย ÿŠงผลใĀšการแÿดงออกของยีน

ลดลง ซึ่งกลไกการทำงานของ RNAi จะเกิดจากการทำงานของ short interference RNA (siRNA) 
และ Micro RNA (miRNA) (Hu et al., 2020) (แÿดงในภาพที่ 2.3)  

 
ภาพที่ 2.4 แÿดงกลไกการทำงานของ siRNA (ซšาย) และ miRNA (ขวา) (Wilson and Doudna.,  
       2013) 
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 2.7.1 short interference RNA (siRNA)  
  กระบüนการ RNAi เริ ่มต้นเมื ่อมีใÿ่ long-double stand RNA (dsRNA) เข้ามาใน

เซลล์ จากนั ้นอาร์เอ็นเอÿายคู ่ยาü (long dsRNA) จะถูกตัดด้üยเอนไซม์ไดเซอร์ (Dicer) ซึ ่งเป็น

เอนไซม์เอนโดไรโบนิüคลีเอÿ (endoribonuclease) และได้เป็น short interference RNA (siRNA) 
มีคüามยาüประมาณ 21-25 นิüคลีโอไทด์ (nucleotides) (Bernstein et al., 2001) มีปลาย 3’ ยื่น

เลยปลาย 5’ ออกมาจํานüน 2 นิüคลีโอไทด์ จากนั้น siRNA จะรüมเข้ากับ RNA-induced silencing 
complex (RISC) และ siRNA จะถูกคลายเกลียüจากÿายคู่ใĀ้เป็นÿายเดี่ยü (Hammond, 2005) 
Āลังจากที่ RISC จับกับเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าĀมาย (mRNA) จะทําใĀ้เกิดการทําลายเอ็มอาร์เอ็นเอ

เป้าĀมาย (Martineset al., 2002) 
 
 2.7.2 Micro RNA (miRNA) 

  miRNA ทําĀน้าที่ คüบคุมการแÿดงออกของยีน โดยกระบüนการเกิด miRNA เริ่มจาก

การถอดรĀัÿของ endogenous gene ได้ long-primary miRNA Āลังจากนั ้นจะ ถูกตัดด้üย

เอนไซม์ในกลุ่ม RNase ชื่อü่า Drosha (Lee et al.,2003) Āลังจากถูกตัดจะเรียกü่า miRNA ซึ่ง

จะทำใĀ้มีคüามยาüประมาณ 21-25 นิüคลีโอไทด์ miRNA ÿามารถเข้าจับกับโปรตีน Argonaute 
ได้เป็น RISC โดยจะทำใĀ้เĀลือเพียงเÿ้น Guide strand เท่านั ้น จากนั ้น RICK จะเข้าจับกับ 

mRNA เป้าĀมาย เนื่องจากเÿ้น Guide strand เป็นตัüเĀนี่ยüนำใĀ้ไปจับ จากนั้นเกิดการจับกัน

เป็นบางÿ่üนระĀü่าง miRNA และเอ็มอารเอนเอเป้าĀมาย ซึ่งทําใĀ้เอ็มอาร์เอนเอเป้าĀมายไม่ถูก

ตัดโดยโปรตีน Argonaute แต่ miRNA จะไปยับยั้งการแÿดงออกของยีนในระดับการแปลรĀัÿ 

(translation repression) ĀรือการÿังเคราะĀ์โปรตีน (Pillai et al., 2007) 
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บทที่ 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 
3.1 การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีน STX16 
3.1.1 การÿืบค้นข้อมูล  

ค้นĀาข้อมูลของยีน/โปรตีนที่ทำงานในกระบüนการออโตฟาจี ที่อาจจะมีÿ่üนÿำคัญ Āรือมี

บทบาทเกี่ยüข้องกับการติดไüรัÿในÿ่ิงมีชีüิต โดยทำการÿืบค้นüารÿาร และผลงานตีพิมพ์ของงานüิจัย

ที่เกี่ยüข้อง และได้ยีนที่ÿนใจนำมาýึกþาต่อ คือ Syntaxin (STX16) 
3.1.2 การĀา Conserve domain 

1. ค้นĀาลำดับÿารพันธุกรรมของ STX16 ในกุ ้งขาü Penaeus vannamei จากฐานข้อมูล 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
2. เลือกลำดับนิüคลีโอไทด์ (nucleotide) เฉพาะบริเüณ CDS (Coding Sequence) ไปทำการ

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

3. นำลำดับกรดอะมิโนของ STX16 มาทำนาย conserved domain ด้üยโปรแกรม SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de) 

3.1.3 การÿร้าง phylogenetic tree 
1. ค้นĀาลำดับกรดอะมิโนของ STX16 ในÿ่ิงมีชีüิตอื่น ๆ โดยเฉพาะÿ่ิงมีชีüิตที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม

เดียüกับกุ้ง จากฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
2. จากข้อม ูลลำดับกรดอะมิโนอยู ่ในร ูปแบบ FASTA โดยใช้โปรแกรม TAB to FASTA     

(http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/tab_to
_fasta.php) 

3. นำลำดับกรดอะมิโนของ STX16 จากแต่ละÿิ ่งม ีช ีü ิตมาเปร ียบเทียบ โดยเลือกคำÿ่ัง 

‘alignment’ โดยการเป ิด fasta file ผ่านโปรแกรม MEGA11 และบันท ึกไฟล์ เ ป็น

รูปแบบ .MEGA 
4. ทำการÿร้าง phylogenetic tree ด้üยโปรแกรม MEGA11  

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

Test of Phylogeny → Bootstrap method 
no. of Bootstrap Replications → 1000 

4.4 กด ‘OK’ เพื่อใĀ้โปรแกรมÿร้าง phylogenetic tree  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ 
 นำ cDNA ที่ได้จากเนื้อเยื่อกุ้งประกอบด้üย เĀงือก (Gill) ลำไÿ้ (Intestine) ต่อมน้ำเĀลือง 

(Lymphoid organ) Āัüใจ (Heart) กระเพาะ (Stomach) ตับและตับอ่อน (Hepatopancreas) และ 

เลือด (Hemocyte) มาตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ด้üยเทคนิค quantitive PCR (qPCR) 
เริ่มจากการเตรียมÿ่üนประกอบÿำĀรับการทำ qPCR โดยใช้ÿ่üนประกอบในการทำปฎิกิริยา qPCR 
และอุณĀภูมิ ดังแÿดงในตารางที่ 3.1 และตารางที่ 3.2 ตามลำดับ 
ตารางที่ 3.1 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 

ÿ่üนประกอบ 1X (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 

 
ตารางที่ 3.2 แÿดงอุณĀภูมิและระยะเüลาในการทำ qPCR แต่ละขั้นตอน (PCR Condition) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial  95 °C 1 นาที         
Denaturation 95 °C 15 üินาที        40 รอบ 
Annealing 60 °C 30 üินาที        
Melt curve 60 - 95 °C 7 นาที         
 
ในการทดลองนี้ ไดท้ำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 control โดยจะทำการ

ตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน Elongation factor – 1 alpha (EF-1α) ซึ่งเป็น House keeping 
gene ทีม่ีการแÿดงออกคงที่ โดยจะใช้เป็น internal control และทำการüิเคราะĀ์ผลการแÿดงออก

ของยีน STX16 ในเยื้อเยื่อต่าง ๆ ตามÿมการ (mathematic model) ของ PfaffI ที่กำĀนดค่า 

relative expression เท่ากับ  2–∆∆Ct (PfaffI, 2001) 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3.3.1 การเตรียมบ่อÿำĀรับเลี้ยงตัüอย่างกุ้ง และการเก็บตัüอย่างกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 

เตรียมบ่อÿำĀรับเลี้ยงกุ้ง และเติมน้ำที่มีค่าคüามเค็มที่ 10 ppt ปริมาตร ¾ ของบ่อทำการ

เตรียมÿารละลายไüรัÿÿำĀรับฉีดไüรัÿเข้ากุ้ง เริ่มจากเจือจางคüามเข้มข้นของไüรัÿตัüแดงดüงขาü  

10-4  เท่า จากนั้นฉีดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เจือจางแล้üเข้ากุ้ง ตัüละ 50 µL โดยใช้เข็มอินซูลิน 

จากนั้นจะทำการเก็บตัüอย่างทั้งเลือดและเĀงือก Āลังจากกุ้งติดไüรัÿที่ 0 24 และ 48 ช่ัüโมง ในการ

เก็บตัüอย่างเลือดจะทำการเตรียมเข็มอินซูลิน ที่มีÿารป้องกันการแข็งตัüของเลือด 10% Trisodium 
citrate (anti coagulant) ปริมาตร 100 µL ทำการดูดเลือดกุ้งจากแอ่งเลือด จากนั้นนำเลือดที่ได้มา

ฉีดใÿ่Āลอด 1.5-mL ที่มี Genezol 500 µL และนำไป vortex ใĀ้เข้ากัน ในÿ่üนของการเก็บตัüอย่าง

เĀงือก เก็บช้ินÿ่üนเĀงือกของกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü มาใÿ่ในĀลอด 1.5-mL ที่มี Genezol 200 

µL บดใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน เติม Genezol 300 µL และนำไป vortex ใĀ้เข้ากัน เก็บตัüอย่างที่ได้ใน

ตู้เย็น -80°C เพื่อนำไปÿกัดอาร์เอ็นเอต่อไป (Xie et al., 2005) 
 

3.3.2 การÿกัดอาร์เอ็นเอจากตัüอย่างกุ้ง 
1. นำตัüอย่างกุ้งที่อยู่ใน Genezol มาทำการÿกัดอาร์เอ็นเอ เริ่มจากการ เติม Chloroform 

100 µL   จากนั้นทำการผÿมใĀ้เข้ากันโดยการ vortex เป็นเüลา 30 üินาที นำไปทำการป่ัน

เĀü่ียง  (centrifugation) ที่คüามเร็ü 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 15 นาที 
2. เมื่อทำการปั่นเĀüี่ยงเÿร็จแล้ü จะได้ÿารละลายเป็น 3 ÿ่üน คือÿ่üนของÿารละลายใÿ (ช้ัน

บน)  ตะกอนโปรตีน (ช้ันกลาง) และÿ่üนÿารละลายใÿÿีชมพู (ช้ันล่าง) ใĀ้ทำการดูดÿารÿ่üน

ใÿ มาใÿ่  Āลอด 1.5-mL ใĀม่ จากนั้นเติม isopropanol (ที่เย็น) 1 volume แล้üทำใĀ้เข้า

กันโดยการ พลิกĀลอดกลับไปมาจำนüน 20 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 15 

นาที  
3. จากนั้นทำการป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 12,500 xg ที่ อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 15 นาทีจากนั้นเท

ÿ่üนใÿทิ้ง และเĀลือตะกอนÿีขาüขุ่นที่ก้นĀลอด  
4. เติม 70% Ethanol (ที่เย็น) 500 µL แล้üทำใĀ้ÿารละลายเข้ากันโดย พลิกĀลอดกลับไปมา

จำนüน 20 ครั้ง จากนั้นนำไปปั่นเĀüี่ยงอีกครั้ง ที่คüามเร็ü 12,500 xg ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็น

เüลา 15 นาที 
5. เทÿ่üนใÿทิ ้ง จะเĀลือตะกอน จากนั ้นทำการปั ่นเĀüี ่ยงอีกรอบที่คüามเร็ü 12,500 xg 

อุณĀภูมิ 4°Cเป็นเüลา 5 นาที 
6. ดูดÿารละลายที่เĀลือออกจนĀมดใĀ้เĀลือไü้เพียงตะกอนเท่านั้น แล้üเปิดฝาĀลอดทดลอง

เอาไü้ เพื ่อเป็นการตากตะกอน (air dry) รอจนตะกอนเปลี ่ยนÿี จากÿีขาüขุ ่นเป็นÿีใÿ 

ประมาณ 10 นาที เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7. เติมน้ำ DEPC เพื่อละลายตะกอน โดยตั้งทิ้งไü้บนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที โดยทุกๆ 10 นาที 

จะทำใĀ้เข้ากัน (mix) และ spin down  
8. üัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเคร ื ่อง nanodrop spectrophotometer เร ิ ่มจากเปิดเคร ื ่อง 

nanodrop ตั้งค่า blank โดยใช้น้ำ DEPC ทำการปิเปตÿารละลายตัüอย่าง 1 µL กดปุ่มüัด

คüามเข้มข้น และทำการบันทึก เมื่อüัดเÿร็จแล้üใĀ้ทำการล้างด้üยน้ำ DEPC อีกครั้งเพื่อทำ

คüามÿะอาด 
9. อาร์เอ็นเอที่ÿกัดได้จากตัüอย่างกุ้ง เมื่อüัดคüามเข้มข้นแล้üจะนำมาปรับใĀ้มี คüามเข้มข้น

เท่ากัน ถ้าเป็นตัüอย่างจากเม็ดเลือดจะปรับใĀ้มีคüามเข้มข้น 100 ng/µL และถ้าเป็น

ตัüอย่างจากเĀงือกจะปรับใĀ้มีคüามเข้มข้น 300 ng/µL เพื่อนำไปใช้ในการÿร้าง cDNA 
ต่อไป 

 
3.3.3 การÿร้าง first – stranded cDNA  

1. นำตัüอย่างอาร์เอ็นเอที่ÿกัดได้มาÿร้างเป็น cDNA ด้üยชุด RevertAid First Strand cDNA 
Synthasis (Thermoscientific) โดยทำการเตรียมÿารประกอบ ตามตารางที่ 3.3 
 

ตารางที่ 3.3 แÿดงÿ่üนประกอบจากชุด RevertAid First Strand cDNA Synthasis  
      (Thermoscientific) ของÿารที่ใช้ในการÿรา้ง cDNA  

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

 
2. จากนั ้นนำไปเข้าเครื ่อง PCR เพื ่อÿร้าง cDNA ที่อุณĀภูมิ 42°C เป็นเüลา 90 นาที และ

อุณĀภูมิ 70°C เป็นเüลา 15 นาที  
3. เก็บ cDNA ที่ -20°C  

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.4 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 
 นำ cDNA ที่ÿร้างได้มาทำใĀ้เจือจาง 5 เท่า ด้üยน้ำ UP H2O จากนั้นนำไปใช้เป็นแม่แบบ 

(DNA template) ในการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüด้üย

เทคนิค qPCR (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.2) 
 
3.4 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน STX16 (Jaree et al., 2022) 

1. ทำการเพิ่มจำนüน (Amplification) DNA ของยีน STX16 จาก cDNA ของกุ้งขาüก่อน ด้üย

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

ไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2)  
3. นำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer (ตามที่ได้ระบุไü้ใน 

Āัüข้อ 3.4.2)  
4. ทำ PCR product ใĀ้บริÿุทธ์ิ (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3) นำไปüัดค่าคüามเข้มข้นด้üย

เครื่อง nanodrop spectrophotometer และตรüจÿอบการแÿดงออกด้üยเทคนิค agarose 
gel  electrophoresis อีกครั้ง (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2)  

5. ทำการเช่ือม (ligation) ช้ินÿ่üนของยีนกับ vector pGEM-T easy (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 

3.4.4)  
6. ทำการ Transformation (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.5) และคัดเลือกด้üยเทคนิค blue-

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

PCR (ตามท ี ่ ได ้ระบ ุไü ้ ในĀ ัüข ้อ 3.4.6) และตรüจÿอบผลด ้üยเทคน ิค agarose gel 
electrophoresis  

8. เมื่อได้ positive clone จะนำโคโลนีนั้นไปเล้ียงในอาĀารเล้ียงเชื้อ LB-amp ที่อุณĀภูมิ 37°C 

ข้ามคืน ÿำĀรับทำการÿกัดพลาÿมิด (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.7)  
9. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มาตรüจÿอบ ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI (ตามที่ได้ระบุ

ไü้ในĀัüข้อ 3.4.8) ทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และนำ

พลาÿมิดไปüัดคüามเข้มข้นด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer (ตามที่ได้ระบุไü้

ใน Āัüข้อ 3.4.2)   
10. นำพลาÿมิดที ่ได ้มาใช้เป็นแม่แบบ ในการเพิ ่มจำนüน  DNA ท ี ่ม ีการต่อÿ่üนของ T7 

promoter ÿำĀรับการนำไปผลิตอาร์เอ็นเอÿายคู่ Āรือ dsRNA ด้üยเทคนิค qPCR (ตามที่ได้

ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.9)  
11. นำ PCR product ที่ได้ มาทำใĀ้บริÿุทธ์ิ (PCR purification) (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.3)   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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12. ตรüจÿอบ purified PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และนำไป 

üัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.4.2)  
13. ทำการÿร้าง dsRNA ที่จำเพาะกับยีน STX16 Āรือ dsSTX16 (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 

3.4.10)  
3.4.1 การเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 
ตารางที่ 3.4 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 3.5 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาที         
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

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

 
3.4.2 การตรüจÿอบชิ้นดีเอ็นเอด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis และ การüัดคüาม

เข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer 
1. เทคนิค agarose gel electrophoresis 

1.1 เตรียม agarose gel คüามเข้มข้น 1.2% เริ่มจากการชั่ง agarose gel 1.2 กรัม ใÿ่ใน

ขüด Āรือ flask 
1.2 เติมบัฟเฟอร์ 1xTBE ปริมาตร 100 mL 
1.3 ทำใĀ้เจลละละลายโดยการนำไปเข้าไมโครเüฟเป็นเüลา 1-2 นาที 

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

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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1.4 เมื่อได้ÿารละลาย agarose gel ที่ÿารละลายเป็นเนื ้อเดียüกัน üางพักไü้จนอุณĀภูมิ

ประมาณ 60 °C เติมÿารย้อมดีเอ็นเอ (Red safe) 3 และ 5 µL ตามปริมาตรเจล 15 

และ 25 mL ตามลำดับ 
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 อีกครั้งเพื่อทำคüามÿะอาด 

โดยจะทำการบันทึกอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 260/280 (A260/280) เป็นตัüบ่งช้ีการ

ปนเป้ือนในโปรตีน ถ้าค่าที่üัดได้มากกü่าĀรือเท่ากับ 1.8 จะÿามารถบอกได้ü่าตัüอย่าง DNA 
นั้นไม่มีโปรตีนปนเป้ือนและอัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿง 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. ในขั้นตอนการทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธ์ิ ÿามารถทำได้ 2 แบบ แบบแรกคือการรัน PCR product 

ด้üย agarose gel จากนั้นตัดช้ินÿ่üนเจลเฉพาะบริเüณที่ต้องการ ÿ่üนที่ÿองคือนำÿารละลาย 

PCR product มาทำใĀ้บริÿุทธิ์เลย โดยแบบแรกเมื่อตัดชิ้นÿ่üนเจล และนำไปละลายเจลที่

อ ุณĀภูม ิ 55°C 15 นาที spin down รอละลายจนĀมด ÿ่üนแบบที ่ÿองÿามารถเติม 

Gel/PCR buffer 5 volume ต่อ PCR product 1 volume และทำขั้นตอนต่อไปได้เลย 
2. ประกอบ column และ collection tube จากนั ้นปิเปตÿารละลายตัüอย่างใÿ่ column 

800 µL แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลายใน collection 
tube 

3. เติม W1 buffer 400 µL แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลาย

ใน collection tube และเติม Wash buffer 600 µL ตั้งทิ้งไü้อุณĀภูมิĀ้อง 1 นาที และ

นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 11,000 xg 30 üินาที ทิ้งÿารละลายใน collection tube แล้ü

นำไปป่ันเĀü่ียงอีกครั้งที่คüามเร็ü 11,000 xg 3 นาที 
4. ย้าย column ไปĀลอดทดลอง 1.5-mL จากนั ้นเติม UP H2O (ท ี ่ผ ่านการอุ ่นใĀ้ร้อน) 

ปริมาตร 20-50 µL ลงใน column ตั้งทิ้งไü้ 2 นาที แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 

xg 2 นาที เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5. นำ DNA ที่ผ่านการทำใĀ้บริÿุทธิ ์ (purified PCR product) ที่ได้มาüัดคüามเข้มข้นด้üย

เครื่อง nanodrop spectrophotometer และทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2)  
 

3.4.4 การ ligation  

ภาพท่ี 3.1 pGEM®-T Easy Vector (promega) 
 

ตารางที่ 3.6 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการทำ ligation 
ÿ่üนประกอบ ปริมาตร (µL) 

Nuclease-free water 3.5 
10X Rapid Ligation buffer 1  

pGEM-T easy vector (50ng/ µL) 0.5 
PCR product 4 
T4 DNA ligase 1 
Total Volume 10 

นำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง (ข้ามคืน) 
 
3.4.5 การ Transformation  

1. นำ competent cell E. coli ÿายพันธ์ุ DH-α5 มาเติมÿารละลาย ligation mixture 5 
µL ที่เตรียมไü้ แล้üüางบนน้ำแข็งเป็นเüลา 30 นาที  

2. นำไปใĀ้คüามร้อนที่อุณĀภูมิ 42°C เป็นเüลา 1 นาที และนำไปแช่เย็นไü้บนน้ำแข็ง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3. เติมอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB 900 µL แล้üนำไปเลี้ยงที่เครื่อง shaker อุณĀภูมิ 37°C 200 

rpm เป็นเüลา 1 ชั่üโมง 
4. เตรียมอาĀารเล้ียงเชื้อ (selective media) ÿำĀรับการทำ blue-white screening โดย

นำยาปฏิชีüนะแอมพลิซิลิน (Ampicillin) Amp, X-gal, IPTG มาทำการ spread ลงบน

อาĀาร LB agar (แÿดงในตารางที่ 3.8) 
5. นำเชื้อที่บ่มไü้มาปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 3 ,500 rpm 3 นาที เทอาĀารออกบางÿ่üน นำ

อาĀารที่เĀลือมาละลายตะกอน และทำการ spread ลงบนอาĀารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไü้ 

และนำไปบ่มที่ 37°C ข้ามคืน 
 

ตารางที่ 3.7 ÿ่üนประกอบของอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB 
 
 
 
 
 

 
ตารางที่ 3.8 แÿดงÿ่üนประกอบของอาĀารเลี้ยงเชื้อ (selective media) ÿำĀรับการคัดเลือก 

      แบบ 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 ทำการเลือกโคโลนี

ÿีขาü 8 โคโลนีมาละลายใน 8-strip PCR tube โดยจะนำÿารละลาย 1 µL มาเป็น

แม่แบบในการทำ colony PCR  
2. Colony PCR amplification 
3. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามทีไ่ด้ระบุไü้

ใน Āัüข้อ 3.4.2) 

ÿ่üนประกอบ ปริมาตร  
Yeast extract 0.5 g 
Peptone 1 g 
NaCl 1 g 
H2O 100 mL 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4. เลือก positive colony มา 3 โคโลนี นำไปเล้ียงเชื้อในอาĀารเล้ียงเชื้อ LB Amp 

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

ตารางที่ 3.9 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมีที่ใช้ในการเพิม่จำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค PCR 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 3.10 แÿดงขั้นตอนการทำ PCR (PCR amplification) 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาที         
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

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

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

1. นำĀลอดที่เลี้ยงเชื้อไü้ ไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 6,500 xg เป็นเüลา 5 นาที เทอาĀาร

เล้ียงเชือ้ออก และละลายตะกอนด้üย PD1 buffer ปริมาตร 200 µL  
2. ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่Āลอดขนาด 1.5-mL ใÿ่ PD2 buffer ปริมาตร 200 µL ทำ

ใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดไปมา (invert) 10 ครั้ง และตั้งทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 2 นาที 
3. ใÿ่ PD3 buffer ปริมาตร 300 µL ทำใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดไปมา ( invert) 10 ครั้ง 

แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 10 นาที  
4. เตรียม PDH column ขนาด 2 mL จากนั้นปิเปตÿ่üนใÿทั้งĀมดประมาณ 700 µL ลงใน 

PDH column นำไปปั ่นเĀüี ่ยงที ่คüามเร็ü 11 ,000 xg เป็นเüลา 30 üินาที และทิ้ง

ÿารละลายที่อยู่ใน 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

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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5. ปิเปต W1 400 µL ลง column นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 30 
üินาทีและทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้ง 

6. ปิเปต Wash buffer 600 µL ลงใน column แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg 
เป็นเüลา 30 üินาที ทิ้งÿารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้งและนำไปปั่นเĀüี่ยงที่

คüามเร็ü11,000 xg ต่ออีก 3 นาที จากนั้นนำ column ใÿ่Āลอด 1.5-mL ใĀม่  
7. ใÿ่ Elution buffer 35 µL ทิ้งไü้ 2 นาที แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็น

เüลา 2 นาที  
8. นำÿารละลายพลาÿมิดไปüัดคüามเข้มข้น ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer 

(ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.2) 
 

3.4.8  ทำการคัดเลือก positive clone ด้üยการตัดด้üยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI 
1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้มา cut check ด้üย restriction enzyme EcoRI โดยมี

รายละเอียดตามตารางที่ 3.11 
2. ทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 

3.4.2) 
 
ตารางที่ 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 
            บ่มที่อุณĀภูมิ 37°C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 
 
3.4.9  การเพิ่มจำนüน DNA แม่แบบ ÿำĀรับการนำไปผลิต dsRNA 

1. นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ มาเป็น DNA template ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอแม่แบบ ÿำĀรับ

การÿร้าง dsRNA โดยการนำไปเพิ่มจำนüนด้üยเทคนิค PCR ตามตารางที่ 3.12 
2. ตรüจÿอบ PCR product ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis  
3. นำ PCR product มา PCR purification ด้üย GeneHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid) 

(ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.4.3) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4. üัดคüามเข้มข้นของ purified PCR product ด้üยเครื่อง nanodrop spectropho-
tometer และตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามทีไ่ด้ระบุไü้ใน 
Āัüข้อ 3.4.2) 
 

ตารางที่ 3.12 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารเคมี ที่ใช้ในการเพิ่มจำนüนดีเอ็นเอด้üยเทคนิค 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) 
 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา ทำซ้ำ 
Initial Denaturation 94 °C 2 นาที         
Denaturation 94 °C 30 üินาที         

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

 
3.4.10 การÿร้าง dsRNA ที่จำเพาะกับยีน STX16 (dsSTX16) 

1. ทำการÿร้าง dsSTX16 ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA production 
system (Promega) ตามรายละเอียดที่ระบุในตารางที่ 3.14 โดยบ่มที่อุณĀภูมิ 37°C เป็น

เüลา 3 ช่ัüโมง 
2. เติม RQ1 RNase-free DNase 1 µL และนำไปบ่มที่อณุĀภูมิ 37°C เป็นเüลา 15 นาที 
3. นำÿารละลาย RNA Āลอด sense และ anti-sense มารüมกนัแล้üนำไป heat ที่อุณĀภูม ิ

70°C เป็นเüลา 15 นาที จากนั้นทิ้งใĀ้เย็น 30 นาที 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4. นำÿารละลายดังกล่าü มาใÿ่ในĀลอด 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  

5. นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 12,500 xg เป็นเüลา 15 นาที ทีอุ่ณĀภูมิ 4°C แล้üเติม70% 

Ethanol ที่เย็น 500 µL นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 12,500 xg เป็นเüลา 15 นาท ี ที่

อุณĀภูมิ 4°C เทÿารละลายทิ้งใĀ้เĀลือแต่ตะกอน แล้üนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 12,500 

xg เป็นเüลา 5 นาที ที่อุณĀภูมิ 4°C 
6. ใช้ปิเปตดูดÿารละลาย ที่เĀลือออกใĀ้Āมด และเปิดฝาตากตะกอน รอจนตะกอนเปล่ียนÿี

จากÿีขาüขุ่นไปเป็นÿีใÿใช้เüลาประมาณ 15-20 นาที 
7. เติมน้ำ DEPC เพื่อละลายตะกอน 
8. üัดคüามเข้มข้น dsRubicon ด้üยเครื่อง nanodrop spectrophotometer และ

ตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 

3.4.2) 
 

ตารางที่ 3.14 แÿดงÿ่üนประกอบของÿารที่ใช้ในการÿรา้ง 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 dsSTX16 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน 
STX16 ในกุ้ง  

ในการทดลองนี้จะแบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 1) กุ้งที่ฉีดด้üย dsGFP ซึ่ง dsGFP ไม่จำเพาะกับยีน

ในกุ้ง เป็นกลุ่มคüบคุม และ 2) กุ้งที่ฉีดด้üย dsSTX16 เป็นกลุ่มทดลอง โดยจะทำการตรüจĀาคüาม

เข้มข้นของ dsRNA ที่ÿามารถยับยั้งการแÿดงออกของยนี STX16 ในกุ้งได้ ซึ่งจะใช้ 2 คüามเข้มข้นคือ 

1 และ 2.5 µg ต่อกรมักุ้ง ในการทดลองนี้จะใช้กุ้งขาüÿุขภาพดี ขนาด 2-3 กรัม เริ่มจากการฉีด

ÿารละลาย dsRNA Āลังจากฉีด dsRNA เป็นเüลา 24 ช่ัüโมง จะทำการเก็บตัüอย่างเĀงือก นำไปÿกัด

อาร์เอ็นเอ (ตามที่ไดร้ะบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.2) จากนั้นüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop 
spectrophotometer และนำไปÿร้าง first-strand cDNA (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.3.3) ทำการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsSTX16 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ด้üยเทคนิค qPCR 
(ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 
 
3.6  การýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
3.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 และยีนไüรัÿ VP28 ในกุ้ง 

 ในการทดลองนี้ได้แบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแรก กุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsGFP และกลุ่มที่

ÿอง คือกุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsSTX16 โดยจะฉีด dsRNA ที่คüามเข้มข้น 1 µg/g shrimp Āลังจากฉีด 

dsRNA 24 ชั่üโมง จะฉีดÿารละลายไüรัÿตัüแดงดüงขาü ทำการเก็บตัüอย่างกุ้ง (เĀงือกและเลือด) 

Āลังติดไüรัÿที่เüลา 24 30 และ 48 ชั่üโมง นำไปÿกัดอาร์เอ็นเอ (ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.3.2) 
จากนั้นüัดคüามเข้มข้นด้üย nanodrop spectrophotometer และนำไปÿร้าง first–strand cDNA 
(ตามที่ได้ระบุไü้ใน Āัüข้อ 3.3.3) ทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 และยีนไüรัÿ VP28 
ด้üยเทคนิค qPCR (ตามที่ได้ระบุไü้ในĀัüข้อ 3.2) 

 
3.6.2 การบันทึกอัตราการตายของกุ้ง 
 ทำการบันทึกอัตราการตายของกุง้กลุ่มตัüอย่างตามทีร่ะบุในข้อ 3.6.1 Āลังจากฉีดไüรัÿตัüแดง

ดüงขาüทุกๆ 24 ช่ัüโมง เป็นเüลา 8 üัน จากนั้นนำมาüิเคราะĀ์ผลการทดลอง 
 
3.6.3 ตรüจÿอบปริมาณไüรัÿ (WSSV copy number) ของไüรัÿตัüแดงดüงขาü  
 ทำการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copy number) ในกลุ่มตัüอย่างที่ระบุใน

ข้อ 3.6.1 โดยเริ่มจากการเก็บเĀงือกมาÿกัด genomic DNA (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.6.3.1) 

(Mendoza-Cano and Sanchez-Paz, 2013) จากนั้นทำการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿ เทียบกับกราฟ

มาตรฐาน (standard curve) ด้üยเทคนิค qPCR (ตามรายละเอียดที่ระบุในĀัüข้อ 3.6.3.2) และทำ

การüิเคราะĀ์ผลการทดลอง 
 
 3.6.3.1 ÿกัด genomic DNA 

1. ตัดตัüอย่างเĀงือกกุ้ง ใÿ่Āลอด 1.5-mL เติม FATG1 buffer ปริมาตร 200 µL และทำ

การบดใĀ้เป็นเนื้อเดียü 
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 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



24 
 

 

4. จากนั้นนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 8,000 xg เป็นเüลา 10 นาที ปิเปตÿารละลายÿ่üนใÿ

ไปใÿ่Āลอด 1.5-mL ใĀม่ 
5. เติม Absolute ethanol 200 µL และทำใĀ้เข้ากันโดย vortex และ spin down 
6. ประกอบ Column ปิเปตÿารละลายทั้งĀมดใÿ่ Column และนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 

11,00 xg เป็นเüลา 1 นาที และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง 
7. เติม W1 Buffer 400 µL และนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที 

และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง 
8. เติม Wash Buffer 750 µL และนำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 1 นาที

และเทÿารละลายใน collection tube ทิ้ง จากนั้นทำการ air dry column โดยการ

นำไปป่ันเĀü่ียงที่คüามเร็ü 11,000 xg เป็นเüลา 3 นาที 
9. เติม Elution buffer 30-50 µL โดยĀยดลงตรงกลาง column ทิ้งไü้ 3 นาที และนำไป

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

agarose gel electrophoresis (ตามรายละเอียดที่ระบุในข้อ 3.4.2)       
 

3.6.3.2 quantitative PCR 
 ÿร้าง standard curve ที่มปีรมิาณไüรัÿ 103 - 107 viral copies จากนั้นนำ

ตัüอย่าง gDNA ที่คüามเข้มข้นเท่า ๆ กันมาทำการตรüจÿอบĀาปริมาณไüรัÿด้üยเทคนิค 

qPCR ตามตารางที่ 3.15 และ 3.16 และใช้อุณĀภูมิตามรายละเอียดที่ระบุไü้ในตารางที่ 3.2 
 

ตารางที่ 3.15 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 
ÿ่üนประกอบ 1X (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 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 3.16 แÿดงÿ่üนประกอบในการทำปฏิกิริยา qPCR (PCR reaction) 
ÿ่üนประกอบ 1X (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 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 4 

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
 

4.1  การüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรม 
4.1.1 การค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์ 

จากการค้นĀาลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ STX16 ในกุ้ง Penaeus vannamei 
และÿัตü์ชนิดอื่นที่ใกล้เคียง ผ่านฐานข้อมูล NCBI พบü่ามี accession number XM_027350891.1 

และมีบริเüณ open reading frame ที่มีลำดับนิüคลีโอไทด์ 918 คู่เบÿ ซึ่งÿามารถ translate เป็น

กรดอะมิโน 305  ตัü (แÿดงในภาพที่ 4.1) 

ภาพที่ 4.1 แÿดงลำดับนิüคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ STX16 ของกุ้งขาü Penaeus vannamei  
     
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.1.2 Āา conserve domain 
        จากการนำลำดับกรดอะมิโนของ STX16 มาทำนาย conserved domain พบü่ามี 3  
conserved domain คือ coiled coil ที่ลำดับกรดอะมิโน 91-125, t_SNARE ที่ลำดับกรดอะ

มิโน 206-273 และ Transmembrane region ที่ลำดับกรดอะมิโน 286-303 (แÿดงในภาพที่ 

4.2) จากการýึกþาที่ผ่านมาพบü่า target-localized (t-SNARE) เป็นโปรตีนที่มีคüามÿำคัญใน

การขนÿ่งเüÿิเคิล (vesicle) ไปยังเมมเบรนเป้าĀมาย เพื่อทำใĀ้เกิดการĀลอมรüม (Schiavo 
et al., 1997)  

 
ภาพที่ 4.2 แÿดงข้อมูลเกี่ยüกับ conserve domain ของโปรตีน STX16  

จากการนำลำดับกรดอะมิโนของ STX16 ในÿ่ิงมีชีüิตอื่นมาทำนาย conserved domain เช่น 

Penaeus japonicus Penaeus chinensis Penaeus monodon Eriocheir sinensis และ 

Sphaeramia orbicularis  พบü่าในทุกÿ่ิงมีชีüิตที่กล่าüมาข้างต้น มี t-SNARE เป็น conserved 
domain ที่ÿำคัญเĀมือนกันกับในกุ้งขาü Penaeus vannamei และจากการýึกþาพบü่า ในบรรดา

ตระกูล SNARE นั้น syntaxins (STXs) จะอยู่ในตระกูลย่อยของ target (t)-SNAREs ซึ่งเป็นโปรตีน

ประจำการที่เมมเบรนเป้าĀมาย โดเมน SNARE ของ STX ประกอบด้üย coiled coil ซึง่ทำĀน้าที

เĀนี่ยüนำใĀ้ t-SNARE เข้าจับกับโดเมน SNARE ของ cognate vesicle (v)-SNARE partners ที่

เจาะจงกับ vesicle membranes (Tang et al., 2001) 
 

4.1.3 การÿร้าง phylogenetic tree 
         จากการค้นĀาลำดับกรดอะมิโนของ STX16 ในกุ้งและในÿิ่งมีชีüิตอื่นที่ใกล้เคียงกับกุ้ง ผ่าน

ฐานข้อมูล NCBI แล้ü นำมาÿร้าง Phylogenetic tree ด้üยโปรแกรม MEGA11 พบü่า STX16 ของ

กุ ้ง Penaeus vannamei มีคüามใกล้เคียงกับ STX16 ของกุ ้งกุลาดำ Penaeus monodon มาก

ที่ÿุด 
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ภาพที่ 4.3 แÿดงแผนภูมิคüามÿัพันธ์ทางพันธุกรรมของโปรตนี STX16  
 จากแผนภูมิคüามÿัมพันธ์ของ STX16 พบü่าÿามารถจัดกลุ ่มตามไฟลัม (Phylum) ได้ 3 

ประเภท คือ อาร์โทรโพดา (Arthropoda) คอร์ดาตา (Chordata) และมอลลัÿกา (Mollusca) (แÿดง

ในภาพท ี ่  4.3) โดย STX16 ของก ุ ้ งขาü  (P. vannamei) ถ ูกจ ัดอย ู ่ในกล ุ ่ม เด ียüก ันกับพüก 

Arthropoda ซึ่งมีคüามใกล้เคียงกับ STX16 ของกุ้งกุลาดำ Penaeus monodon มากที่ÿุด โดย

พบü่าม ี % identity = 99.0 และ % similarity = 99.3 และยังม ีคüามใกล้เคียงก ับ  Penaeus 
japonicus และ Penaeus chinensis โดยพบü่ามี % identity = 98.4 และ 97.4 % similarity = 
99.3 และ 99.0 ตามลำดับ ซึ่งถือü่ามีคüามใกล้เคียงกันอย่างมากกับกุ้งขาü เนื่องจากÿิ่งมีชีüิตทั้ง 3 

เป็นÿัตü์จำพüกกุ้งเĀมือนกันจึงทำใĀ้ % identity และ % similarity มีค่าที่ÿูงมาก โดยเมื่อเทียบกับ

ปูขน (Eriocheir sinensis) ÿัตü์จำพüกปูที ่อยู ่ในไฟลัมอาร์โทรโพดาเช่นเดียüกัน  พบü่ามีค่า % 

identity อยู ่ที ่ 80.4 และ % similarity 90.4 ซึ ่งมีค่าต่ำกü่าÿัตü์จำพüกกุ้ง และเมื ่อเทียบคüาม

ใกล้เคียงระĀü่างกุ้งขาü (P. vannamei) กับ ปลาอมไข่ตาฟ้า (Sphaeramia orbicularis) ที่อยู่ใน

ไฟลัมคอร์ดาตาจะพบü่ามีค่า % identity = 40.2 และ % similarity = 58.8 ซึ่งมีค่าต่ำกü่าÿัตü์ใน

ไฟลัมเดียüกัน 
 
4.2  การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ 
  จากการเลือก cDNA ของเนื้อเยือ่กุ้งที่เกี่ยüข้องกับระบบภูมิคุ้มกันมาทำ quantitative PCR 
พบü่าการแÿดงออกของ STX16 พบมากที่ÿุดในเĀงือก (Gill) ตามด้üยลำไÿ้ (Intestine; Int) ต่อม

น้ำเĀลือง (Lymphoid organ; Lym) Āัüใจ (Heart) กระเพาะ (Stomach; Sto) ตับและตับอ่อน 
(Hepatopancreas) และน้อยที่ÿุดในเลือด (Hemocyte) (แÿดงในภาพที่ 4.4) 
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ภาพที่ 4.4 แÿดงผลการแÿดงออกของยีน STX16 ทีพ่บในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ  
 จากการทดลองพบü่าการแÿดงออกของยีน STX16 พบมากทีÿุ่ดในเĀงือกกุ้ง ซึ่งแตกต่างจาก

ในคน เนื่องจากมีรายงานü่าในคนจะพบการแÿดงออกของ STX16 ในĀัüใจและตับอ่อนมากกü่า 

(Tang et al., 1998) 
 
4.3  การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü  
        จากผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü พบü่า

Āลังจากกุ้งติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่เüลา 24 และ 48 ช่ัüโมง แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีน STX16 มีการ

แÿดงออกมากขึ้นเมื่อเทียบกับกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาüที่เüลา 0 ช่ัüโมง (แÿดงในภาพที่ 4.5) จึง

ÿามารถÿรุปได้ü่ายีน STX16 มีแนüโน้มการแÿดงออกเพิม่มากขึ้นเมื่อกุ้งติดโรคตัüแดงดüงขาü 
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a.        b.  
ภาพที่ 4.5 การแÿดงออกของยีน STX16 เมื่อกุ้งติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü   

a. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเĀงือก (Gill) กุ้ง Āลังติดไüรÿัตัüแดงดüงขาü 
b. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเลือด (Hemocyte) กุ้ง Āลังติดไüรัÿตัüแดงดüง

ขาü 
 

4.4  การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน STX16 
4.4.1 การเพิ่มจำนüนยีน STX16 ด้üยเทคนิค PCR (PCR amplification) 

จากการเพิ่มจำนüนยีน STX16 ด้üยเทคนิค PCR โดยใช้ cDNA ของกุ้งขาüเป็นแม่แบบ และ

นำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค  agarose gel electrophoresis พบü่า PCR product ที่ไดม้ีขนาด

ประมาณ 450 bp (แÿดงในภาพที่ 4.6) ซึ่งตรงกับขนาดของชิ้นยีน STX16 ตามคู่ primer ที่ได้

ออกแบบไü้ จากนั้นนำไปตรüจÿอบคüามเข้มข้นและคุณภาพด้üย nanodrop spectrophotometer 
ซึ่งได้ผลตามตารางที่ 4.1 

 
ภาพที่ 4.6 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ PCR product ของยีน STX16 ด้üยเทคนิค agarose  
       gel electrophoresis  
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4.4.2 การทำชิ้นยีน STX16 ใĀบ้ริÿุทธิ์ (Purification of PCR product) 

จากผลการทำชิ ้นยีน STX16 ใĀ้บร ิÿุทธิ ์และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค  agarose gel 
electrophoresis พบü่าช้ิน Purified STX16 มีขนาดประมาณ 450 bp 

ภาพที่ 4.7 แÿดงผลการตรüจÿอบคุณภาพของ purified PCR product ของยีน STX16 ด้üยเทคนิค  
       agarose gel electrophoresis  
 
ตารางที่ 4.1 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR product ด้üย nanodrop spectrophotometer  
 
 
 
 
4.4.3 การคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค Blue-white screening 

จากผลการคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค Blue-white screening ซึ่งจะเĀ็นü่ามีลักþณะเป็น

โคโลนีÿีขาüและÿีฟ้า (แÿดงในภาพที่ 4.8) โดยจะนำโคโลนีÿีขาüไปทำการตรüจÿอบต่อไป 

 
ภาพที่ 4.8 แÿดงผลการคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค Blue-white screening  
 

 คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
Purified-STX16 20.9 ng/µL 1.59 1.10 
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4.4.4 การคัดเลือกโคลนด้üยเทคนิค colony PCR 

 จากการนำโคโลนีÿีขาüมาเป็นแม่แบบ ในการทำ PCR และทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis ผลการทดลองพบü่า PCR Product มีขนาดประมาณ 450 bp ทุก

โคโลนี (แÿดงในภาพที่ 4.9) ซึ่งคาดü่าเป็นÿ่üนของยีน STX16 จากนั้นทำการเลือก 2 โคโลนี คือ

โคโลนีที่ 2 และ 3 โดยนำโคโลนีที่เลือกมาเล้ียงบนอาĀารเล้ียงเชื้อ LB-amp ข้ามคืน จากนั้นเลือกเช้ือ

จากโคโลนีที่ 2 และ 3 มาÿกัด plasmid ต่อไป                                                                                    

ภาพที่ 4.9 แÿดงผลการคัดเลือกโคลนจากการทำ Colony PCR แÿดงการตรüจÿอบด้üยเทคนิค  
       agarose gel electrophoresis  
 
4.4.5 การคัดเลือกโคลนโดยการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) EcoRI 

นำพลาÿมิดที่ÿกัดได้ (จากตารางที ่ 4.2) มาทำการ cut check ด้üย restriction enzyme 

EcoRI ซึ ่งพบü่ามี PCR procuct 1 ชิ ้น ขนาด 450 bp (แÿดงในภาพที่ 4.10) เนื ่องจากเอนไซม์ 

EcoRI ÿามาถตัดชิ ้นÿ่üนของยีน STX16 ที่ใÿ่ไปในเüคเตอร์ pGEM-T easy และทำใĀ้เกิด PCR 
procuct ขนาด 450 bp จากผลการทดลองดังกล่าü ÿรุปได้ü่าÿามารถÿร้างพลาÿมิด  pGEM-
T/STX16 ได้   

ภาพที่ 4.10 แÿดงผลการตรüจÿอบการคัดเลือกโคลน ด้üยการใช้ EcoRI ด้üยเทคนิค agarose gel  
         electrophoresis  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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• lane Maker 100 bp DNA maker 
• lane 1 uncut   pGEM-T/STX16   no.1 
• lane 2 cut       pGEM-T/STX16 EcoRI  no.1 
• lane 3 uncut    pGEM-T/STX16   no.2 
• lane 4 cut       pGEM-T/STX16 EcoRI no.2  

 
ตารางที่ 4.2 ผลการüัดคüามเข้มข้นของพลาÿมิดด้üย nanodrop spectrophotometer 
 
 
 
 
 
4.4.6 การเพิ่มจำนüนยีน STX16 และต่อ T7 promoter ดü้ยเทคนิค PCR (PCR 
amplification) 

จากการเพิ่มจำนüนยีน STX16 ด้üย primer ที่มีÿ่üนของ T7 promoter ด้üยเทคนิค PCR 
โดยใช้ pGEM-T/STX16 เป็นแม่แบบ เมื่อนำไปตรüจÿอบด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
พบ PCR product ขนาดประมาณ 450 bp (แÿดงในภาพที่ 4.11) ซึ่งคาดü่าเป็นช้ินยีน STX16 ที่มี

ÿ่üนของ T7 promoter 

  
ภาพที่ 4.11 แÿดงผลการตรüจÿอบ PCR Product ของยีน STX16 ที่มีÿ่üนของ T7 promoter ด้üย 

      เทคนิค agarose gel electrophoresis  

• lane Maker 100 bp DNA maker 
• lane 1 PCR product STX16 (primer T7F/R) 

 คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
pGEM-T/STX16 no.1 369.6 ng/µL 1.88 2.22 
pGEM-T/STX16 no.2 353.7 ng/µL 1.88 2.23 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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• lane 2 PCR product negative control (primer T7F/R) 
• lane 3 PCR product STX16 (primer F/T7R) 
• lane 4 PCR product negative control (primer F/T7R) 

4.4.7 การทำชิน้ยีน STX16 ที่มÿี่üนของ T7 promoter ใĀ้บริÿุทธิ์ (purification of PCR 
product) 

จากการทำชิ ้นยีน STX16 ที ่ม ีÿ ่üนของ T7 promoter ใĀ้บร ิÿุทธ์ิ ด้üยเทคนิค PCR 

purification และนำมาตรüจÿอบด้üยเทคนิค  agarose gel electrophoresis พบü่า PCR product 
ที่ได้มีขนาดประมาณ 450 bp (แÿดงในภาพที่ 4.12) ซึ่งคาดü่าเป็นชิ้นยีน STX16 ที่มีÿ่üนของ T7 
promoter ที ่บร ิÿ ุทธ์แล้üจากนั ้นนำไปตรüจÿอบคüามเข้มข้นและคุณภาพด้üย nanodrop 
spectrophotometer ซึ่งได้ผลตามตารางที่ 4.3  

 
ภาพที่ 4.12 แÿดงผลการตรüจÿอบช้ินยีน Purified STX16-T7F/R และ STX16-F/ T7R ด้üยเทคนิค 
         agarose gel electrophoresis  

• lane Maker 100 bp DNA maker 
• lane 1 Purified STX16 (primer T7F/R) 
• lane 2 Purified STX16 (primer F/T7R) 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.3 ผลการüัดคüามเข้มข้น purified PCR Product ของชิ้นยีน STX16 ที่ต่อด้üย T7  
      promoter ด้üย nanodrop spectrophotometer 

 

 
 
4.4.8 การÿร้างอาร์เอ็นเอÿายคู่ที่จำเพาะกับยีน STX16 Āรือ dsSTX16 
 จากการÿร้าง dsSTX16 ด้üยชุด T7 RibomaxTM Express Large Scale RNA production 
System (Promega) และตรüจÿอบด้üย agarose gel electrophoresis พบ band ขนาดประมาณ 

450-500 bp (แÿดงในภาพท ี ่  4 .13)  และเม ื ่ อตรüจÿอบคüามเข ้มข ้นด ้üย nanodrop 
spectrophotometer พบü่ามีคüามเข้มข้น 3.14 µg/ µL (แÿดงในตารางที่ 4.4) 
 

ภาพที่ 4.13 แÿดงผลการตรüจÿอบ dsSTX16 ด้üยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

• lane Maker 100 bp DNA maker 
• lane 1 dsSTX16 

ตารางที่ 4.4 แÿดงผลการüัดคüามเข้มข้น dsSTX16 ด้üย nanodrop spectrophotometer 

 
 

 
 

 คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
STX16-T7F/R 147.3 ng/µL 1.80 2.10 
STX16-F/ T7R 130.3 ng/µL 1.75 1.67 

 คüามเข้มข้น A260/280 A260/230 
dsSTX16 3.14 µg/ µL 2.04 2.16 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.5  การตรüจÿอบประÿิทธิภาพของ dsSTX16 ในการยับยั้งการแÿดงออกของยีน 
STX16 ในกุ้ง 
      จากผลทดÿอบพบü่ากุ้งกลุ่มที่ฉีด dsSTX16 ที่คüามเข้มข้น 1 และ 2.5 µg/g shrimp ÿามารถ

ยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ได้ เมื่อเทียบกับกุ้งกลุ่มคüบคุมคือกุ้งที่ถูกฉีดด้üย dsGFP (แÿดง

ในภาพที่ 4.14) จากผลการทดลองนี้จึงเลือกใช้ dsSTX16 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/g shrimp ในการ

ยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ÿำĀรับการทดลองต่อไป  

a.        b.    

ภาพที่ 4.14 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งเมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออก 
      ของยีน STX16 ด้üย dsSTX16 

a. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งกลุ่มที่ฉีด dsSTX16 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/g 
shrimp 

b. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งกลุ่มที่ฉีด dsSTX16 ที่คüามเข้มข้น 2.5 µg/g 
shrimp 

 
4.6 การýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü 
4.6.1 การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 และยีนไüรัÿ VP28 

 เริ่มจากการýึกþาบทบาทของยีน STX16 เĀงือกกุ้ง จากการทดลองพบü่าĀลังกุ้งติดโรคตัü

แดงดüงขาüที่เüลา 24 ชั ่üโมง ในเĀงือกกุ ้งกลุ ่มที ่ถูกยับยั ้งการแÿดงออกของยีน STX16 ด้üย 

dsSTX16 มีการแÿดงออกของยีน STX16 ลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม แต่เมื่อเüลาผ่านไป 48 

ช่ัüโมง ไม่พบคüามต่างของทั้ง 2 กลุ่ม (แÿดงในภาพที่ 4.15) และเมื่อทำการตรüจÿอบการแÿดงออก

ของยีนไüรัÿ VP28 ซึ่งเป็นยีนที่พบมากที่ÿุดในไüรัÿตัüแดงดüงขาü จากผลการทดลองพบü่า Āลังกุ้ง

ติดโรคตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 ชั่üโมง ในเĀงือกกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 พบü่ามี

การแÿดงออกของยีนไüรัÿ VP28 เพิ่มมากขึ้น เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.16)  
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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a.  b.   

ภาพที่ 4.15 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในเĀงือกกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüง 
ขาü  
a. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเĀงือกกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 

ช่ัüโมง 
b. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเĀงือกกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 

ช่ัüโมง 
 

       a.     b.  

ภาพที่ 4.16 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกของกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüง 
ขาü  
a. : การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 

ช่ัüโมง 
b. : การแÿดงออกของยีน VP28 ในเĀงือกกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 

ช่ัüโมง 
 และนอกจากนี้ยังได้ทำการýึกþาบทบาทของยีน STX16 ในเลือดของกุ้ง โดยทำการเก็บ

ตัüอย่างเลือดกุ้งĀลังติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ เüลา 24 30 และ 48 ช่ัüโมง และตรüจÿอบการแÿดงออก
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของยีน STX16  ด้üยเทคนิค qPCR  พบü่าĀลังกุ้งติดโรคตัüแดงดüงขาüที่ 24 30 และ 48 ช่ัüโมง ใน

เลือดกุ้งกลุ่มที่ฉีดด้üย dsSTX16 มกีารแÿดงออกของยีน STX16 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม 

(แÿดงในภาพที่ 4.17) และเมื่อทำการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดของกุ้ง จากผล

การทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่า ในกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 มกีารแÿดงออกของยนี 

VP28 เพิ่มมากขึ้น เมือ่เทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.18)  

a.        b.   

c.  

ภาพที่ 4.17 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในเลือดของกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüง 
ขาü  
a. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 

ช่ัüโมง 
b. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 30 

ช่ัüโมง 
c. : การแÿดงออกของยีน STX16 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 

ช่ัüโมง 
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a.        b.   

c.                               
ภาพที่ 4.18 แÿดงผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ถูกยับยั้งการแÿดงออก 
      ของยีน STX16 ในเลือดกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü  

a. : การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 

ช่ัüโมง 
b. : การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 30 

ช่ัüโมง 
c. : การแÿดงออกของยีน VP28 ในเลือดกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 

ช่ัüโมง 
 
 
 
 
 
 
 

0.000

1.000

2.000

3.000

4.000

5.000

6.000

dsGFP dsSTX16

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

24h post WSSV infection

0.000

0.500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

dsGFP dsSTX16

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

30h post WSSV infection

0.000
2.000
4.000
6.000
8.000

10.000
12.000
14.000
16.000
18.000
20.000

dsGFP dsSTX16

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

48h post WSSV 
infection
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4.6.2 การติดตามอัตราการตายของกุ้ง 

จากการติดตามอัตราการตายของกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ทั้งในกุ้งกลุ่มคüบคุม และในกุ้ง

กลุ่มที่ยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 เป็นเüลา 8 üัน ผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่ากุ้งกลุ่มที่ถูก

ยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 จะมีอัตราการตาย 100 % ที่ 6 üัน Āลังจากติดไüรัÿตัüแดงดüง

ขาü และกุ้งกลุ่มคüบคุมจะมีอัตราการตาย 100 % ที่ 8 üันĀลังจากติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü (แÿดงใน

ภาพที่ 4.19) ดังนั้นÿามารถÿรุปได้ü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 จะมีอัตราการ

ตายÿะÿมเร็üกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม 
 

 
ภาพที่ 4.19 แÿดงผลอัตราการอยู่รอดของกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü เมื่อถูกยับยั้งการแÿดงออก 
         ของยีน STX16 ด้üย dsSTX16 เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม  
 
4.6.3 การตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copies number) 

 จากผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copies number) ที่เüลา 24 30 

และ 48 ชั่üโมง พบü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 มปีริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü

เพิ่มÿูงขึ้น เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม (แÿดงในภาพที่ 4.20) 
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a.        b.  

c.  
ภาพที่ 4.20 แÿดงผลการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü (WSSV copies number) ในกุ้ง 
         Āลังติดโรคตัüแดงดüงขาü  

a. : ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 24 ช่ัüโมง 
b. : ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 30 ช่ัüโมง 
c. : ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü ในกุ้งĀลังติดไüรัÿตัüแดงดüงขาü ที่เüลา 48 ช่ัüโมง 

 จากการทดลองพบü่าเมื่อทำการยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดไüรัÿตัüแดง

ดüงขาü จะทำใĀ้ปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาüเพิ่มมากขึ้น โดยคาดü่าอาจเกิดจากยีน STX16 มีÿ่üน

ช่üยในการยับยั ้งการเพิ่มจำนüนของไüรัÿตัüแดงดüงขาüในกุ ้ง จากการýึกþาที ่ผ่านมาพบü่ายีน 

STX16 มีÿ่üนช่üยทำลายองค์ประกอบที่เÿื่อมÿภาพ Āรือÿิ่งแปลกปลอม ในกระบüนการออโตฟาจี 

ซ ึ ่งอาจเก ี ่ยüข้องกับผลการทดลองนี ้ และยังพบü่ายีน STX17 ÿามารถแทนที่ย ีน STX16 ใน

กระบüนการออโตฟาจีได้ เนื ่องจากทำĀน้าที่เĀนี ่ยüนำไลโซโซมใĀ้เข้ามาจับกับออโตฟาโกโซม

เช่นเดียüกัน (Tang, 2019) จากการýึกþาที่ผ่านมาได้ทำการยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX17 ใน

เซลล์ไüรัÿตับอักเÿบซี HCV ซึ่งพบü่าเมื่อทำการยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX17 ทำใĀ้ปริมาณ

ไüรัÿมีอัตราเพิ่มÿูงขึ้น (Ren et al., 2016) ซึ่งÿอดคล้องกันกับการทดลอง 
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บทที่ 5 

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1  ÿรุปผลการüิจัย  
 จากการค้นĀาและüิเคราะĀ์ลำดับÿารพันธุกรรมของยีน STX16 ในกุ้งขาüพบ accession 
number XM_027350891.1 และมีบริเüณ open reading frame ที่มีลำดับนิüคลีโอไทด์ 918 bp 
ซึ ่งÿามารถ translate เป็นกรดอะมิโน 305 ตัü (จากผลที่แÿดงในĀัüข้อ 4.1) และพบü่ามี 3 

conserved domain คือ coiled coil, t_SNARE และ Transmembrane region และจากแผนภูมิ

คüามÿัมพันธ์ของ STX16 พบü่ามีคüามเĀมือนกับกุ ้งกุลาดำมากที ่ÿ ุด จากการตรüจÿอบการ

แÿดงออกของยีน STX16 ในเนื้อเยื่อกุ้งปกติ พบü่ามีการแÿดงออกมาที่ÿุดในเĀงือก (Gill) และเมื่อทำ

การตรüจÿอบการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาüพบü่ายีน STX16 มีการ

แÿดงออกเพิ่มมากขึ้นทั้งในเลือดและในเĀงือกของกุ้ง จากผลการทดลองนี้พบü่าการแÿดงออกของยีน 

STX16 มีคüามเกี่ยüข้องกับการติดโรคตัüแดงดüงขาüในกุ้ง ดังนั้นจึงทำการýึกþาบทบาทของยีน 

STX16 ในกุ ้งที ่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ด้üยเทคนิค RNA interference พบü่าอาร์เอ็นเอÿายคู ่ที่

จำเพาะกับยีน STX16 Āรือ dsSTX16 ที่คüามเข้มข้น 1 µg/g shrimp ÿามารถยับยั้งการแÿดงออก

ของยีน STX16 ได้ และเมื่อทำการยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü

พบü่ามีการแÿดงออกของยีนไüรัÿ VP28 เพิ่มมากขึ้น จากนั้นไก้มีการตรüจÿอบปริมาณไüรัÿตัüแดง

ดüงขาü (WSSV copy number) พบü่ากุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 มีปริมาณ

ไüรัÿตัüแดงดüงขาüเพิ่มขึ้น เมื่อเทียบกับกลุ่มคüบคุม และจากผลการตรüจÿอบอัตราการตาย พบü่า

กุ้งกลุ่มที่ถูกยับยั้งการแÿดงออกของยีน STX16 Āลังติดโรคตัüแดงดüงขาü มีอัตราการตาย 100% ที่

เร็üกü่ากุ้งกลุ่มคüบคุม  
จากผลการทดลองทั้งĀมดÿามารถÿรุปได้ü่ายีน STX16 มบีทบาทÿำคัญในการยับยั้งไüรัÿตัü

แดงดüงขาüในกุ้ง การแÿดงออกที่ลดลงของยีน STX16 ÿ่งผลใĀ้กุ้งติดโรคตัüแดงดüงขาüมากขึ้น 

เพราะฉนั้นการพัฒนาÿารต้านไüรัÿ (antiviral agent) ที่มีรูปแบบเป็นการเพิ่มการแÿดงออกของยีน 

STX16 เพื ่อช่üยในการลดปริมาณไüรัÿตัüแดงดüงขาü และเพิ่ มอัตราการรอดของกุ ้ง ก็อาจเป็น

แนüทางĀนึ่งในการยับยั้งการแพร่ระบาดของโรคตัüแดงดüงขาüในอุตÿาĀกรรมกุ้งได้ ซึ่งในÿ่üนนี้

จะต้องทำงานüิจัยเพิ่มเติมต่อไป 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



43 
 

 

5.2  ข้อเÿนอแนะ  
     จากการทดลองพบü่ามีบางการทดลองยังต้องทำการทดลองซ้ำ โดยการเพิ ่มจำนüน

ÿัตü์ทดลอง (กุ้ง) เพื่อใĀ้ได้ผลการทดลองที่มีค่าที่แตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญ จากการคำนüนทางÿถติิ 

และเนื่องจากยังไม่ÿามารถทำการทดลองที่ต้องใช้ÿัตü์ทดลองเพิ่มเติมในช่üงการทำโปรเจคได้ เพราะ

มีการปรับปรุงบริเüณเล้ียงÿัตü์ทดลอง แต่จากผลการทดลองที่ได้แÿดงข้างต้น ก็ÿามารถÿรุปแนüโน้ม

บทบาทของยีน STX16 ในกุ้งที่ติดโรคตัüแดงดüงขาü ซึ่งใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการทำüิจัยต่อไปได้  
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชือ้ 

 
1. Luria-Bertani broth (LB broth) 
 0.5% w/v NaCl      1.5 กรัม 
 0.5% w/v Yeast extract    1.5 กรัม 
 1.0% w/v Peptone     3.0 กรัม 
 
2. Luria-Bertani agar (LB agar) 
 0.5% w/v NaCl      1.5 กรัม 
 0.5% w/v Yeast extract    1.5 กรัม 
 1.0% w/v Peptone     3.0 กรัม 
 1.5% w/v Agar      6.0 กรัม 
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ภาคผนüก ข  
การเตรียมÿารเคม ี

 
1. 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 กับน้ำกล่ันปริมาตร 263 มิลลิลิตร ใĀ้เข้ากัน 
 
2. 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 
 
3. Elution Buffer 
 Stock       Final concentration 
 10x PBS      1X   
 1M Tris pH8.0      50 mM 
 Reduced Glutathione     30  mM 
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ลงชื่อ............................................................. 

(นางÿาüพิชชากร Āมัดประเÿริฐ) 

นักýึกþา 

 

ข้าพเจ้า ดร.คนึงกานต์ กล่ันบุýย์ อาจารย์ที่ปรึกþาÿĀกิจýึกþาได้ตรüจÿอบÿĀกิจýึกþาของนักýึกþา

ข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื ้อĀาÿมบูรณ์ จึงลงชื ่อไü้เป็น

Āลักฐาน 
 

         ลงชื่อ................................................................ 
                           (ดร.คนึงกานต์ กล่ันบุýย์)                                            

                      อาจารย์ที่ปรึกþา 
 
 
 

พิซซากร หมัดประ เสริม
น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




