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บทคัดย่อ 

การใชโ้ปรไบโอติกและสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในการเพาะเล้ียง ประสบความส าเร็จในการ

ป้องกันและควบคุมโรคสัตว์น ้ า การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์ เพื่อติดตามผลของยีสต์เซลล์ และ

จุลินทรียโ์ปรไบโอติกจากน ้ าหมกัสับปะรด และ เช้ือเด่ียว Bacillus subtilis  ท่ีมีต่อการแสดงออก

ของยีนต้านจุลชีพชนิด Crustin, Penaeidin3 (LitvanPEN3) และ Anti-lypopolysaccharide factor 

(LvALF1) ในเมด็เลือดของกุง้ท่ีเล้ียงในบ่อดิน 40, 60 และ 90 วนั โดยเทคนิค Quantitative real time 

PCR จากผลการทดลองพบว่ากุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์ยีสต์ โปรไบโอติกจากน ้ าหมกั และเช้ือ

เด่ียว Bacillus subtilis  มีการแสดงออกของยีน Crustin และ LitvanPEN3 (Up-regulation) ตลอด

ช่วงระยะเวลาของการทดลอง ส าหรับยีน  LvALF1 ไม่มีการแสดงออกในกุ้งทดลอง (Down-

regulation)  จากการทดลองน้ีเสนอแนะได้ว่าการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในระดับฟาร์ม 1 ม้ือ/ 

สัปดาห์ ให้ผลการแสดงออกของแอนติไมโครเบียลท่ีไม่ชัดเจน เน่ืองจากไม่มีความแตกต่างจาก

กลุ่มควบคุม แต่พบว่ากุง้ท่ีไดรั้บสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัและแบคทีเรียโปรไบโอติกมีความตา้นทาน

เช้ือไดดี้กวา่กุง้ในบ่อควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

Abstract 

Use of probiotics and immunostimulants has been widely accepted in shrimp aquaculture 

for prevent and control diseases.  The objective of this study is to determine the effect of whole 

cell yeast and probiotics bacteria on antimicrobial gene expression in hemocyte of shrimps 

cultured in ponds.  The expressions of AMPs gene; Crustin,Penaeidin3 ( LitvanPEN3)  and Anti-

lypopolysaccharide factor (LvALF1)  were observed by quantitative real time PCR at 40, 60 and 

90 days after cultured in pond. The result showed that shrimps fed diet supplemented with whole 

cell yeast, probiotic bacteria from papaya preparations and Bacillus subtilis had up-regulation of 

Crustin and LitvanPEN3 expression whereas LvALF1 had down-regulation.  This experiment 

suggested that shrimps fed with dietary probiotic and whole cells yeast supplementation in farm 

level are still not clear because it had no different with control group. However, shrimps fed with 

dietary probiotic and whole cells yeast supplementation had bacterial resistant more than control 

group. 
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ใช้โปรไบโอติก และสำรกระตุ้นภูมิคุ้มกนัชนิดต่ำง ๆ 

(Study on antimicrobial peptides gene expression in infected shrimp,  Litopenaeus vannamei with 

probionts and virus challenge after fed with dietary probiotics and immunostimulants 

supplementations) 
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บทคัดย่อ 

การใชโ้ปรไบโอติกและสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในการเพาะเล้ียง ประสบความส าเร็จในการ

ป้องกันและควบคุมโรคสัตว์น ้ า การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์ เพื่อติดตามผลของยีสต์เซลล์ และ

จุลินทรียโ์ปรไบโอติกจากน ้ าหมกัสับปะรด และ เช้ือเด่ียว Bacillus subtilis  ท่ีมีต่อการแสดงออก

ของยีนต้านจุลชีพชนิด Crustin, Penaeidin3 (LitvanPEN3) และ Anti-lypopolysaccharide factor 

(LvALF1) ในเมด็เลือดของกุง้ท่ีเล้ียงในบ่อดิน 40, 60 และ 90 วนั โดยเทคนิค Quantitative real time 

PCR จากผลการทดลองพบว่ากุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลล์ยีสต์ โปรไบโอติกจากน ้ าหมกั และเช้ือ

เด่ียว Bacillus subtilis  มีการแสดงออกของยีน Crustin และ LitvanPEN3 (Up-regulation) ตลอด

ช่วงระยะเวลาของการทดลอง ส าหรับยีน  LvALF1 ไม่มีการแสดงออกในกุ้งทดลอง (Down-

regulation)  จากการทดลองน้ีเสนอแนะได้ว่าการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในระดับฟาร์ม 1 ม้ือ/ 

สัปดาห์ ให้ผลการแสดงออกของแอนติไมโครเบียลท่ีไม่ชัดเจน เน่ืองจากไม่มีความแตกต่างจาก

กลุ่มควบคุม แต่พบว่ากุง้ท่ีไดรั้บสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัและแบคทีเรียโปรไบโอติกมีความตา้นทาน

เช้ือแบคทีเรียก่อโรคไดดี้กวา่กุง้ในบ่อควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

https://www.google.co.th/search?hl=en&client=firefox-a&hs=xHI&pwst=1&rls=org.mozilla:en-GB:official&sa=X&ei=4lhpUP24F4HJrQep-IGgCg&ved=0CB0QvwUoAQ&q=Litopenaeus+vannamei&spell=1


Abstract 

Use of probiotics and immunostimulants has been widely accepted in shrimp aquaculture 

for prevent and control diseases.  The objective of this study is to determine the effect of whole 

cell yeast and probiotics bacteria on antimicrobial gene expression in hemocyte of shrimps 

cultured in ponds.  The expressions of AMPs gene; Crustin,Penaeidin3 ( LitvanPEN3)  and Anti-

lypopolysaccharide factor (LvALF1)  were observed by quantitative real time PCR at 40, 60 and 

90 days after cultured in pond. The result showed that shrimps fed diet supplemented with whole 

cell yeast, probiotic bacteria from papaya preparations and Bacillus subtilis had up-regulation of 

Crustin and LitvanPEN3 expression whereas LvALF1 had down-regulation.  This experiment 

suggested that shrimps fed with dietary probiotic and whole cells yeast supplementation in farm 

level are still not clear because it had no different with control group. However, shrimps fed with 

dietary probiotic and whole cells yeast supplementation had pathogenic bacterial resistant more 

than control group. 

Output/ Outcome 

 I - intermediate results = ผลส าเร็จก่ึงกลาง คือ ทราบขอ้มูลเก่ียวกบัสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั 

แบบใด หรือชนิดใด ท่ีสามารถกระตุน้ใหกุ้ง้ มีความสามารถในการหลัง่ antimicrobial peptideได ้

และมีแนวโนม้ท่ีจะน าไปประยกุตใ์ชใ้นระดบัฟาร์มได ้โดยเป็นผลิตภณัฑท่ี์เตรียมง่าย มีตน้ทุนการ

ผลิตราคาถูก 

ข้อเสนอแนะ 

 1. การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเป็นวธีิการหน่ึงในการจดัการสุขภาพ การเพาะเล้ียงกุง้ตอ้ง

อาศยัความเอาใจใส่ตลอดระยะเวลาเล้ียง 

 2. ผลการทดลองในคร้ังน้ีถูกทดลองในกุง้ขาว ท่ีเล้ียงในความเคม็ 15 ppt อุณหภูมิเฉล่ียอยู่

ในช่วง 25-27 ๐C มีการจดัการฟาร์ม และคุณภาพน ้า เพื่อใหกุ้ง้ไดผ้ลผลิต และมีการเสริมเซลลย์สีต ์

และแบคทีเรียโปรไบโอติก สัปดาห์ละ 1 ม้ือ เท่านั้น และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 100 วนั กุง้มี

น ้าหนกัเฉล่ีย 21 กรัม เม่ือมีการทดลองในเง่ือนไขอ่ืน ๆ การแสดงออกของยนี antimicrobial 

peptide อาจเปล่ียนแปลงไป 
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1. ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 
 กุง้ นบัวา่เป็นอาหารทะเลท่ีมีผูนิ้ยมบริโภคมากเป็นอนัดบัตน้ ๆ ของโลก โดยประเทศไทย
มีอุตสาหกรรมกุง้เป็นอุตสาหกรรมส่งออกหลกัท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศเป็นอยา่ง
มาก เน่ืองจากกุ้งทะเลสามารถน ารายได้เข้าประเทศในแต่ละปีเป็นมูลค่าหลายหม่ืนล้านบาท 
(TFFA, 2014) ส่งผลใหว้ิธีการเล้ียงกุง้ทะเลในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาอยา่งต่อเน่ือง เพื่อเพิ่มผลผลิต
ให้ไดป้ริมาณมาก การเล้ียงกุง้ในระบบท่ีมีความหนาแน่นสูง มีการให้อาหารปริมาณมาก น าไปสู่
การเพิ่มอินทรียส์ารในบ่อ รวมทั้งการเปล่ียนแปลงคุณภาพน ้ า ท าให้กุ ้งเกิดความเครียด อ่อนแอ 
ยอมรับเช้ือไดม้ากข้ึน แบคทีเรียก่อโรคกลุ่มฉวยโอกาส (opportunistic pathogens) ท่ีอยู่ในตวักุง้มี
การปรากฏข้ึน  อีกทั้งแบคทีเรียเหล่าน้ีอาจมีการเพิ่มจ านวนในน ้ า และดิน ก่อใหเ้กิดการระบาดของ
โรคในกุง้ในเวลาต่อมา นอกจากน้ียงัมีการระบาดของโรคท่ีเกิดจากไวรัส และปรสิตด้วยเช่นกนั  
ซ่ึงก าลงัส่งผลให้เกิดความเสียหายแก่อุตสาหกรรมการเล้ียงกุง้เป็นอย่างมาก (Thitamadee  et al., 
2016) วิธีการแกไ้ขท่ีผา่นมา และยงัคงใชก้นัอยูจ่นถึงทุกวนัน้ีก็คือ การน ายาปฏิชีวนะมาใชก้นัอยา่ง
กวา้งขวาง การใช้ยาท่ีไม่ถูกต้อง และขาดการควบคุมเช่นน้ี จึงน ามาซ่ึงความส้ินเปลือง แล้วยงั
ก่อให้เกิดปัญหาตามมา ไดแ้ก่ ปัญหาการด้ือยาของจุลินทรียต่์าง ๆ ในส่ิงแวดลอ้ม เกิดปัญหาการ
ตกคา้ง และการสะสมของยาในสัตวน์ ้ า และมนุษยท่ี์บริโภคสัตวน์ ้า (Capone et al., 1996) ทา้ยท่ีสุด
ท าให้เกิดการกีดกนัทางการคา้ และปัญหาการส่งออกกุง้ จากปัญหาดงักล่าวน้ี จึงเร่ิมมีการศึกษาถึง
วิธีการต่าง ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนั และควบคุมโรคในสัตวน์ ้ า แทนการใช้ยาปฏิชีวนะ 
เพื่อเป็นการหลีกเล่ียง และลดปริมาณการใชย้าลง รวมทั้งวธีิการท่ีเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม  
 การใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัประสบความส าเร็จในปลา โดยการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั
แบบไม่จ  าเพาะเจาะจงของปลา (Sakai, 1999) และจากการท่ีกุ้งมีระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะ
เจาะจงเช่นกนั  การใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่าง ๆ ในกุง้ จึงเป็นวิธีท่ีไดรั้บความสนใจเพิ่มมากข้ึน 
ซ่ึงสารเหล่าน้ีจะเขา้มามีบทบาทในการกระตุน้การท างานทั้งระบบภูมิคุม้กันท่ีอาศยัเซลล์ และ
ระบบภูมิคุม้กนัแบบสารน ้ าให้กุ ้งพร้อมท่ีจะรับมือกบัเช้ือโรค และส่ิงแปลกปลอม (Rowley et al., 

2007; Smith et al., 2003) ได้ในขณะท่ีเล้ียงในบ่อกุ้ง จึงมีการศึกษาค้นคว้าแนวทางการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน ด้วยการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลากหลายอย่าง เช่น เบต้ากลูแคน   (β-glucan)              
ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide: LPS) และเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan : PG) เป็นต้น 
(ปริยดาน์ุ จารุคม และคณะ , 2553) มีผลในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ  าเพาะ และเพิ่มความ
ต้านทานในการติดเช้ือโรคได้ ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งเป็นระบบภูมิคุ้มกันท่ีมีมาแต่ก าเนิด         
(innate immunity) แบบไม่จ  าเพาะเจาะจง (non-specific immunity) ซ่ึงพารามิเตอร์ทางภูมิคุ้มกันท่ี
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สามารถน ามาใช้ในการเป็นตัวบ่งช้ีระดับของสุขภาพกุ้ง ได้แก่ ภูมิคุ ้มกันแบบสารน ้ า(humoral 

immune system) เช่น เอนไซม์ไลโซไซม,์ เอนไซมฟี์นอลออกซิเดส, antimicrobial peptides(AMPs) และ
ภู มิ คุ้ม กัน แบบ เซ ลล์ (cellular immune system)  เช่ น  granulocyte, hyalinocyte, semi-granulocyte โด ย
การศึกษาในปัจจุบันสนใจเก่ียวกับ AMPs หรือ เปปไทด์ต้านจุลชีพ เน่ืองจากจะออกฤทธ์ิใน
ช่วงกวา้ง และมีกลไกการท างานคลา้ยกบัยาปฏิชีวนะแต่ไม่ไดมี้การตกคา้งในตวัสัตวน์ ้ า เปปไทด์
ตา้นจุลชีพท่ีพบในกุ้ง ได้แก่ ครัสติน (crustin) ไลโซไซม์ (lysozyme) แอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรด ์
แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factor, ALF) และพี เนี ยดิน  (penaeidin, PEN) เป็นต้น  (นพวรรณ            
วรมงคลชยั, 2553) 

                          ในการศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์ท่ีจะศึกษาเปปไทด์ตา้นจุลชีพชนิดครัสติน (crustin) 
พีเนียดิน (PEN) และแอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ แฟกเตอร์ (antilipopolysaccharide factor, ALF)  
ในเม็ดเลือดของกุง้ท่ีได้รับอาหารผสมเบตา้กลูแคน เซลล์ยีสต์ และจุลินทรียโ์ปรไบโอติกจากน ้ า
หมกัชนิดต่าง ๆ ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR ข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาสามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการเล้ียงกุง้ได ้เพื่อเพิ่มผลผลิตและปลอดสารตกคา้งต่อไป 

 

2. วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของยีสต์เซลล์ (whole cell yeast) และโปรไบโอติก จากน ้ าหมกั
ชนิดต่าง ๆ ท่ีผสมอาหารใหกุ้ง้กิน โดยติดตามการแสดงออกของเปปไทดต์า้นจุลชีพ (antimicrobial 
peptides)  

 

3. ขอบเขตของการวจิัย 
เล้ียงกุง้ในบ่อดิน ณ ศูนยว์ิจยัเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลยับูรพา บ่อขนาด 10x20 ม. 

อตัราการปล่อยกุง้โพสตล์าร์วา 30 จ านวน 10,000 ตวั/ 200 ตร.ม. กุง้ไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก

และสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั สัปดาห์และ 1 คร้ัง ตลอดการเล้ียงท่ี 100 วนั ในวนัท่ี 40, 60, 90 วนัหลงั

การล้ียง สุ่มตัวอย่างกุ้งแต่ละบ่อ เพื่อน ามาศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ ได้แก่ ครัสติน 

(crustins) , พี น าอิ ดิน  (penaedins) และanti-lipopolysaccharide factors (ALFs) โดยใช้ เทค นิ ค 

quantitative real –time PCR  
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4. ทฤษฎ ีสมมุติฐาน (ถ้าม)ี และกรอบแนวความคดิของโครงการวจิัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ผลติภัณฑ์ต่าง ๆ ทีเ่กษตรกรเลือกใช้  ได้แก่: 

- โปรไบโอติกจากน ้าหมกั ท่ีมีส่วนผสมของแบคทีเรียท่ีมี

ประโยชน์ ชนิดต่าง ๆ เช่น Bacillus sp., Micrococcus sp. 

- สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เช่น ผลิตภณัฑจ์ากยสีต ์เบตา้กลูแคน  

 

 
แนวคิดในงานวจัิย: 

 1. โปรไบโอติกชนิดใด ท่ีมีประสิทธิภาพในการสนบัสนุนใหกุ้ง้ขาว มีการหลัง่ 

ของ antimicrobial peptide ชนิดต่าง ๆ ไดดี้ท่ีสุด 

 2. สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั  หรือผลผลิตท่ีมาจากยสีต ์ชนิดใดท่ีมีประสิทธิภาพใน

การสนบัสนุนใหกุ้ง้ขาว มีการการหลัง่ ของ antimicrobial peptide ชนิดต่าง ๆ ไดดี้ท่ีสุด  

การประยุกต์ใช้งานวจัิย: 

 1.  เป็นการทดสอบ และยนืยนั การใชโ้ปรไบโอติก หรือเช้ือท่ีมีประโยชน์ ท่ีมี

ประสิทธิภาพจริง ๆ ในการน ามาใชใ้นกุง้ขาว เพื่อ เพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกนัเช้ือก่อโรค 

 2.  เกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ มีความรู้ และมัน่ใจในผลิตภณัฑ ์ท่ีเลือกใช ้โดยไม่สูญเปล่า ต่อ

การลงทุนในการใช ้โปรไบโอติก สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ  
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5. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิัย 
1.  ด้านเศรษฐกจิ:  

 -  เกษตรกรผูเ้ล้ียงกุ้ง ได้ความรู้ และทราบถึงชนิดของโปรไบโอติก สารกระตุ้น
ภูมิคุม้กนัท่ีดี ท่ีมีประสิทธิภาพ ส่งผลใหส้ามารถเลือกใชผ้ลิตภณ์ัเหล่าน้ี ไดอ้ยา่งมัน่ใจวา่ ส่ิงท่ีเลือก
น้ี มีผลต่อการส่งเสริมสุขภาพในกุง้ และลดการสูญเสียอนัเน่ืองมาจากโรคติดเช้ือได ้
 2.   ด้านวชิาการ:  

 -  นกัวจิยัไดรั้บขอ้มูลใหม่ ๆ จากงานวจิยัน้ี และอาจน าไปศึกษาต่อยอดได ้
-  ผูท้  าวิจยัไดรั้บความรู้ และประสบการณ์เพิ่มข้ึน ซ่ึงมีผลต่อการถ่ายทอดประสบการณ์ 

และความรู้ท่ีไดจ้ากงานวจิยัน้ี ใหแ้ก่นิสิตในคณะ ท่ีจะจบออกไปท างานท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพาะเล้ียง
สัตวน์ ้า ซ่ึงก็เป็นการถ่ายทอดความรู้น้ี ไปสู่เกษตรกรอีกช่องทางหน่ึง 

 

6. การทบทวนวรรณกรรม 
 6.1 ภูมิคุ้มกนักุ้ง และบทบาทของสารกระตุ้นภูมิคุ้มกนัทีม่ีต่อกุ้งทะเล 

ระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ เป็นระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิด (innate immunity) เป็นระบบท่ี
ไม่สามารถจดจ าความแตกต่างของส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพต่าง ๆ ไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง  และไม่
มีการสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อส่ิงแปลกปลอม  ระบบภูมิคุม้กนัของกุ้งมี 2 ระบบ คือ 
ระบบภูมิคุม้กนัแบบท่ีมีการตอบสนองโดยเซลล์ (cellular immune response) ซ่ึงเป็นการท างานของ
เซลล์เม็ดเลือด เช่น  กระบวนการฟาโกไซโทซีส (phagocytosis activity) การผลิตซุปเปอร์ออกไซด์
แอนไอออน (superoxide anion activity) กระบวนการห่อหุ้ม ส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดใหญ่ 
(encapsulation) กระบวนการเกิดจุดสีด าท่ีเปลือก (melanisation) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบโปรฟีนอล
ออกซิเดส (prophenoloxidase cascade, proPO)  กระบวนการก าจดัสารพิษออกจากเซลล์ (cytotoxic 
reactions) และแบบท่ีมีการตอบสนองโดยการหลัง่สารน ้ า (humoral immune response) ท่ีเป็นการ
ท างานของโปรตีนต่าง ๆ ท่ีอยู่ในน ้ าเลือด เช่น แอคกลูตินิน (agglutinin) สารคล้ายไซโตไคน์ 
(cytokine like factors) โมดูเลเตอร์ (modulators)  สารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแข็งตวัของเลือด (clotting 
proteins) และสารน ้ าท่ีเป็นผลิตภณัฑ์จากระบบโปรฟีนอลออกซิเดส ซ่ึงอยู่ในเซลล์เม็ดเลือด สาร
ออกฤทธ์ิตา้นจุลชีพ (antimicrobial peptide, AMPs) โดยทั้ง 2 ระบบน้ีจะมีการท างานร่วมกนั เพื่อ
ท าหน้าท่ีป้องกันและท าลายเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมท่ีเข้าสู่ตวักุ้ง (Soderhall and Cerenius, 
1992) 

การท างานของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั คือส่งเสริมการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมา
แต่ก าเนิด ท่ีรวมทั้งภูมิคุม้กนัแบบเซลล์ และภูมิคุม้กนัโดยการหลัง่สารน ้ า ซ่ึงการกระตุน้จะเกิด
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ในช่วงระยะเวลาหน่ึง ๆ ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเซลลห์รือสารในระบบภูมิคุม้กนัไปในทาง
ท่ีเพิ่มข้ึน (immune-compromise) โดยมีผลต่อการเพิ่มการป้องกนัโรค และลดปัจจยัท่ีมีผลต่อการ 
กดภูมิคุม้กนั (immunosuppression) ในระหวา่งการเล้ียง (Sakai, 1999) 

เม่ือมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั ก็จะเกิดกลไกการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในกุง้ โดยเร่ิม
จากการจับกันระหว่าง Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) ผ่านตัวรับ  Pattern 
Recognition Proteins (PRPs) หรือ Pattern Recognition Receptors (PRRs) ท่ีอยู่บนผนังเซลล์เม็ด
เลือดกุ้ง ท าให้ระบบภูมิคุ้มกันสามารถจ าแนกได้ว่าส่ิงแปลกปลอมน้ีอาจเป็นอนัตราย (danger 
signal) จากนั้นโมเลกุลหรือโปรตีนต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการส่งสัญญาณ (signal molecules) จะถูก
กระตุน้ให้ท างาน  เซลล์เม็ดเลือดท่ีอยูใ่นระบบเลือดจะเคล่ือนท่ีเขา้มาในบริเวณท่ีมีการรุกรานของ
ส่ิงแปลกปลอม โดยปฏิกิริยา chemotaxis  ต่อมาจะเกิดกระบวนการก าจัด หรือท าลายส่ิง
แปลกปลอมออกนอกร่างกาย โดยท างานร่วมกนัของระบบภูมิคุม้กนัโดยเซลล์เม็ดเลือด และสารท่ี
อยูใ่นน ้ าเลือด (Wang and Wang 2013) เม่ือมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัอยา่งต่อเน่ือง กุง้ก็จะมีการ
กระตุน้ใหเ้กิดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัอยา่งต่อเน่ืองเช่นกนั 

 
 6.2 สารกระตุ้นภูมิคุ้มกนัทีใ่ช้ในการเพาะเลีย้งกุ้งทะเล 

สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั คือ ยา ส่ิงมีชีวิต สารเคมี หรือสารประกอบใด ๆ ก็ตาม ท่ีมีผลต่อ
กลไกการตอบสนองของ ระบบภูมิคุม้กนัในสัตว ์(Anderson, 1992) วตัถุประสงค์ของการใช้สาร
กระตุ้นภูมิคุ้มกันคือส่งเสริมประสิทธิภาพการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน รักษาระดับ และเพิ่ม
ระยะเวลาการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนั รวมทั้งลดผลกระทบของการกดภูมิคุม้กนั ท่ีมี
สาเหตุมาจากความเครียดในระหวา่งเล้ียง (Barman et al., 2013) การท่ีสัตวน์ ้ ามีความแข็งแรงและมี
ภูมิคุม้กนัโรคสูง จะช่วยลดความเส่ียงของการสูญเสียอนัเน่ืองมาจากโรคระบาดในช่วงเวลานั้นได ้
มีงานวิจยัทั้งในและต่างประเทศ ท่ีรายงานถึงความส าเร็จของการใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในสัตว์
เพื่อควบคุมโรค สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัท่ีมีการทดลองในกุง้มีหลายประเภทซ่ึงส่วนใหญ่ไดม้าจาก
สารประกอบจากส่ิงมีชีวติ (biological substances) ดงัต่อไปน้ี 

1) สารประกอบหรืออนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย (bacterial derivatives) นกัวิจยัไดมี้การน า
สารประกอบจากแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ มาใช้เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เพื่อใช้ใน
การป้องกนัและควบคุมโรคในกุง้ สารประกอบหรืออนุพนัธ์จากแบคทีเรียสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนั
กุ้งได้อย่างมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากมีโมเลกุลของโปรตีนตัวรับ PRRs หรือ PRPs ท่ีมี ช่ือว่า 
lipopolysaccharide binding proteins (LGBPs) และ peptidoglycan recognition protein (PGRPs) อยู่
บนผนงัเซลล์ของเม็ดเลือดกุง้ (Tassanakajonet al., 2013) ปัจจุบนัมีการเตรียมเช้ือแบคทีเรีย เพื่อใช้
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เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัหลากหลายรูปแบบ เช่น แบคเทอรินท่ีผลิตมาจากเซลลแ์บคทีเรีย และสาร
สกดัท่ีไดจ้ากผนงัเซลล์ของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมทั้งแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ท่ี
ไดจ้ากกระบวนการหมกั (probiotic bacteria) 

- Bacterin คือแบคทีเรียท่ีมีชีวิต แต่ท าให้อ่อนก าลงัลง (attenuated bacterin) หรือแบคทีเรีย
ท่ีท าให้ตาย (killed bacterin) แบคเทอรินส่วนใหญ่ท่ีใช้กระตุน้ภูมิคุม้กนักุง้ นิยมเตรียมมาจากเช้ือ
แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ (Vibrio sp.) ซ่ึงมีรายงานวา่ให้ผลดีในระดบัห้องปฏิบติัการ เช่น งานวิจยัของ  
Pais et al. (2008) พบวา่แบคเทอรินท่ีเตรียมจากเช้ือ Vibrio harveyi สามารถเพิ่มระดบัภูมิคุม้กนัใน
เลือดกุ้งกุลาด าได้  นอกจาก น้ีกุ้งขาวและกุ้งกุลาด า ท่ี ได้ รับแบคเทอริน ท่ี เต รียมจากเช้ือ                     
V. alginolyticus มีกิจกรรมของเอนไซมฟี์นอลออกซิเดสและกิจกรรมการตา้นเช้ือเพิ่มข้ึน (Powell et 
al., 2011) 

- ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide, LPS)   คือส่วนประกอบของผนงัเซลล์แบคทีเรีย
แกรมลบ จากงานวิจยัพบวา่ LPS สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะในกุง้ได ้โดยผา่น
การท างานของระบบโปรฟีนอลออกซิเดส   (Sritunyalucksana et al., 1999) Xian et al. (2009) 
รายงานว่าปริมาณเม็ดเลือดชนิดเซมิแกรนูลาร์ และแกรนูลาร์ของกุง้ขาวลดลง ภายหลงัการไดรั้บ 
LPS ซ่ึงเป็นผลมาจากการดีแกรนูเลชนัของเม็ดเลือด ท าให้เกิดการท างานของระบบโปรฟีนอลออก
ซิเดสในเวลาต่อมา  

- เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan, PG) คือส่วนประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียแกรม
บวก ท่ีสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัไดแ้บบไม่จ  าเพาะของกุ้งได ้เช่น กุ้ง Marsupenaeus japonicas ท่ี
ไดรั้บ PG ท่ีสกดัไดจ้าก Bifidobacterium thermophilum ผสมอาหาร มีการแสดงออกของยีน serine 
protenase ในเม็ดเลือดเพิ่มข้ึน (Rattnachai et al., 2005) ส าหรับในประเทศไทย มีการทดลองใช้
แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp.  เพื่อเป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันกันอย่างแพร่หลาย จากงานวิจยัของ   
นิตยา ยิ้มเจริญ และคณะ (2549) พบว่าแบคทีเรียแกรมบวกชนิดน้ีมีผนังเซลล์ท่ีท าหน้าท่ีในการ
กระตุน้ภูมิคุม้กนักุง้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

2) สารประกอบหรืออนุพนัธ์ท่ีไดจ้ากยีสต์ (yeast derivatives) จากการคน้พบโมเลกุลของ
โปรตีนตวัรับ (PRRs หรือ PRPs) ท่ีมีช่ือวา่β-glucan binding proteins (βGBPs) ท่ีอยูบ่นผนงัเซลล์
ของเม็ดเลือดกุง้ (Soderhall and Cerenius., 1992) จึงมีการทดลองใช้ยีสตเ์ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั
มากข้ึน นักวิทยาศาสตร์ทั้งในและต่างประเทศประสบผลส าเร็จในการใช้เบตา้กลูแคนบริสุทธ์ิท่ี
สกดัจากผนงัเซลล์ยีสต ์และการใชย้ีสตท์ั้งเซลล์เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เช่น  กุง้ขาวท่ีไดรั้บเบตา้
กลูแคนสกัดจากผนังเซลล์ยีสต์  Saccharomycese cerevisiae ผสมอาหาร มี ภู มิ คุ้มกันและ
ความสามารถในการต้านทานเช้ือ V. harveyi และ ไวรัสตวัแดงดวงขาว (White Spot Syndrome 
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Virus, WSSV) เพิ่มข้ึน (Bai et al., 2014) นอกจากน้ีกุ้งกุลาด าท่ีได้รับ yeast cell suspension จาก
ยีสต์ทะเล Candida aquaetextoris S527 ผสมอาหารพบว่ามีการแสดงออกของเพปไทด์ตา้นจุลชีพ
เพิ่มข้ึน (Babu et al., 2013) 

3) สารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการ (nutritional factors) สารเสริมอาหารท่ีมีส่วนช่วยในการ
กระตุน้ภูมิคุม้กนั และมีการใชใ้นอุตสาหกรรมกุง้ ไดแ้ก่ วิตามินซี, วิตามินอี, แอสตาแซนทิน, กรด
ไขมนั และกรดอะมิโน 

- วิตามิน (vitamins) เป็นสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อสัตว์น ้ า เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) ส่งเสริมการเจริญเติบโต และกระตุน้ภูมิคุม้กนั มีรายงานการใช้ วิตามินซี (Lee and 
Shiau, 2002a) และวิตามินอี (Lee and Shiau, 2004) ในกุ้ง โดยมีผลต่อการท างานของ interferon 
และส่งเสริมให้ เกิดปฏิกิริยา chemotaxis ของเม็ดเลือดซ่ึงจะส่งผลต่อการเพิ่มกิจกรรมของ  
เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส ซูเปอร์ออกไซด์ ดิสมิวเทส (Superoxide dismutase activity,SOD) ในกุ้ง
ขาวและกุง้กุลาด าดว้ย (Qiao et al., 2011) 

- แอสตาแซนทิน (astaxantin) เป็นสารสีชนิดหน่ึงในกลุ่มแคโรทีนอยด์  (carotenoid 
pigments)ท าหนา้ท่ีป้องกนัเน้ือเยือ่ในร่างกายสัตวไ์ม่ใหถู้กท าลายเน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั จาก
หน้าท่ีดงักล่าวจึงมีผลต่อการท างานของระบบภูมิคุม้กนัในสัตวน์ ้ าดว้ย กุง้กุลาด าท่ีไดรั้บแอสตา
แซนทินจากยีสต์ Phaffia rhodozyma (นนทวิทย์ อารีย์ชน และคณะ, 2549) และ Dunaliella sp. 
(Supamattaya  et al., 2005) โดยการผสมอาหาร มีผลท าให้กุง้มีอตัรารอด และความตา้นทานต่อเช้ือ
เพิ่มข้ึน 

- กรดอะมิโน (amino acids) เป็นองค์ประกอบท่ีส าคัญของโปรตีน เป็นสารตั้ งต้นของ
ปฏิกิริยาต่าง ๆ ทางชีววิทยาของส่ิงมีชีวิต การได้รับกรดอะมิโนท่ีเหมาะสมและเพียงพอ จะช่วย
รักษาความสมดุลทางสรีรวิทยาของร่างกายได ้จากงานวิจยั กุง้ขาวท่ีไดรั้บกรดอะมิโนชนิดโปรลีน 
(proline) (Xie et al., 2012) ไลซีน (lysine) (Xie et al., 2015) และทรีโอนิน (threonine) (Zhou et al., 
2013) ดว้ยการผสมอาหาร พบวา่มีการท างานของระบบภูมิคุม้กนัเพิ่มข้ึน  

- แร่ธาตุ (minerals) ท าหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ในปฏิกิริยาต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวิต ในการเล้ียง
กุง้จะมีการเสริมแร่ธาตุในอาหาร ซ่ึงนอกเหนือจากการเพิ่มการเจริญเติบโตแลว้ ก็ยงัมีรายงานวา่มี
ผลต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัอีกดว้ย กุง้ท่ีกินอาหารผสมซิงก์ (zinc) (Shiau and Jiang, 2006) 
และคอปเปอร์ (copper) (Lee and Shiau, 2002b) มีปริมาณเม็ดเลือดรวม และการผลิตซุปเปอร์
ออกไซดแ์อนไอออนเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่มีการเสริมแร่ธาตุ 

4) โพลีแซคคาไรด์ (polysaccharides) คือคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบกันเป็นสายยาว 
นกัวิทยาศาสตร์ไดร้ายงานถึงความส าเร็จในการใชโ้พลีแซคคาไรด์ เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั โดย

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
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จะเขา้จบักบัโมเลกุลของโปรตีนตวัรับ ท่ีมีช่ือว่า lectin receptor ท่ีอยูบ่นผนงัเซลล์ของเม็ดเลือดกุง้ 
(Tassanakajonet al., 2013) ตวัอยา่งของสารท่ีเป็นโพลีแซคคาไรด์ เช่น ไคตินและไคโตซาน ท่ีสกดั
ไดจ้ากเปลือกกุง้ ปู หมึก ซ่ึงมีผลต่อการตา้นอนุมูลอิสระ เพิ่มการเจริญเติบโต (Niu et al., 2013)และ
ถูกน ามาใชเ้ป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในสัตวน์ ้าเช่นกนั (Wang and Chen, 2005)  

5) สารสกัดจากพืชสมุนไพร และพืช (herbal plant and plant extracts) การทดลองใช้
สมุนไพรในการควบคุมโรคกุง้ประสบผลส าเร็จอย่างดีในหลายประเทศรวมทั้งประเทศไทย พืช
และสมุนไพรสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะ และยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัสและ
แบคทีเรียได ้ เน่ืองจากมีสารส าคญัหรือสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ไกลเซอริน สารลิควิริติน และ
กลาบริดิน รวมทั้งสารออกฤทธ์ิอ่ืน ๆ เช่น โพลีแซคคาไรด์ อลัคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แอนทราควิ
โนน น ้ ามันหอมระเหย ซาโปนิน และ สารอะซาไดแรคตินฯลฯ (ชนกันต์  จิตมนัส, 2013;           
Hai, 2015)  กุ ้งกุลาด าท่ีกินอาหารผสมสารสกัดกลุ่มโพลีแซคคาไรด์ จากเปลือกทุเรียน (Durio 
zibethinus)  (Pholdaeng and Pongsamart, 2010)และสาร polyvinylpyrolidone ท่ีสกดัไดจ้ากพญายอ 
(Clinacanthus nutans) (Direkbusarakom et al., 1996) มีภูมิคุม้กนั และความตา้นทานเช้ือแบคทีเรีย
และไวรัสเพิ่มข้ึน กุง้ขาวท่ีไดรั้บสารกลุ่ม phenolic alkanon ท่ีสกดัไดจ้ากขิง (Zingerone officinale) 
(Chang et al., 2012) สารซาโปนินท่ีสกัดจากยคัคา (Yacca scidigera)(Yang et al., 2015)และสาร
สกดัจากวา่นทอ้งใบม่วง (Gynura bicolor) (Wu et al., 2015)  โดยการผสมอาหารให้กิน มีภูมิคุม้กนั
แบบไม่จ  าเพาะ และความตา้นทานต่อเช้ือ V. alginolyticus และไวรัสตวัแดงดวงขาวเพิ่มข้ึน 

 6) สารสกดัจากสาหร่ายทะเล (seaweed extracts) สาหร่ายประกอบดว้ยสารอาหารท่ีจ าเป็น
ต่อการเจริญเติบโต และกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เช่น n-3 และ n-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA)    
โพลิแซคคาไรด์ แร่ธาตุ วิตามิน และสารประกอบโพลีฟีนอล (Bertin, 2003) สารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ เช่น fucoidan, sodium alginate, sulfated galactan, laminarin และ carragenan  จากงานวิจยั
ในกุ้งขาวและกุ้งกุลาด าท่ีได้รับ fucoidan ท่ีสกัดจากสาหร่ายสีน ้ าตาล Sargassum sp. มีการ
ตอบสนองทางภูมิคุม้กนั และมีความตา้นทานต่อเช้ือ V. alginolyticus และเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว
เพิ่มข้ึน (Immanuel et al., 2012; Kitikiew et al., 2013) กุง้ขาววยัอ่อนท่ีไดรั้บสาร sulfated galactans 
ท่ีสกดัจากสาหร่ายสีแดง Gracilaria fisheri ผ่านอาร์ทีเมีย มีการตอบสนอง และกิจกรรมการตา้น
เช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวเพิ่มข้ึน (Wongprasert et al., 2014) 

  
 6.3 การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกนั 
 จากคุณสมบติัของสารกระตุน้ภูมิคุ้มกัน ท่ีว่าระยะเวลาของการกระตุ้นมีขีดจ ากัด หรือ
ค่อนขา้งสั้น ซ่ึงตอ้งมีการกระตุน้อยา่งต่อเน่ือง (Hai, 2015) และการท่ีกุง้มีหลายช่วงอายุ ระยะเวลา 



9 
 

หรือรูปแบบของการเล้ียงท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นเม่ือมีการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ทะเล ก็มกัจะมี
ค าถามเกิดข้ึนวา่ จะใชเ้ม่ือไหร่ จะใชอ้ยา่งไร ปริมาณเท่าไหร่ และใชร้ะยะเวลานานเท่าใด จึงจะเกิด
ประสิทธิผลมากท่ีสุด จากตารางท่ี 1 ไดร้วบรวมตวัอย่างงานวิจยัท่ีมีการใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนั
ชนิดต่าง ๆ ในกุง้ ซ่ึงมีวธีิการใช ้ปริมาณ และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 
 

 6.3.1 วธีิการใช้ 
การใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดยทัว่ไปจะใช้เม่ือมีความเปล่ียนแปลงส่ิงแวดลอ้ม หรือ

คุณภาพน ้ าในระหวา่งการเล้ียง  และในช่วงท่ีมีการระบาดของโรค เพื่อเตรียมพร้อมให้กุง้สามารถ
รับมือกบัเช้ือโรคท่ีจะเขา้มาในร่างกายไดต้ลอดเวลา ในปัจจุบนัน้ีมีสารประกอบหลายชนิดท่ีมีผล
ต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของสัตว์น ้ า วิธีการให้ก็มีผลต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันท่ีแตกต่างกัน 
นักวิทยาศาสตร์ได้ทดลองถึงการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้ม กันท่ีหลากหลายวิธี  ได้แก่  การแช่ 
(immersion) การฉีด (injection) และการกิน โดยผสมอาหารเม็ดส าเร็จรูป (diet supplementation) 
และการส่งผ่านอาร์ทีเมีย (via Artemia) ซ่ึงวิธีการใช้สารกระตุ้นภูมิคุม้กันในกุ้ง จะถูกพิจารณา
ร่วมกบัระยะหรืออายุ และรูปแบบการเล้ียงดว้ย เช่น กุง้กุลาด าวยัอ่อนระยะนอเพลียส และซูเอียท่ี
เล้ียงในโรงเรือน (hatchery) ท่ีได้รับเบตา้กลูแคนด้วยวิธีการแช่ มีอตัราการรอดสูงภายหลังจาก
ปล่อยเล้ียงในบ่อดิน (Sung et al., 1998) การฉีดจดัว่าเป็นวิธีการหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด
เน่ืองจากสารดูดซึมไดอ้ยา่งรวดเร็วและมัน่ใจไดว้า่สารเขา้สู่ร่างกายสัตวน์ ้ าไดต้ามปริมาณท่ีใช ้การ
ฉีดนิยมใชก้บักุง้ขนาดใหญ่ท่ีมีขนาด 10 กรัมข้ึนไป หรือพอ่แม่พนัธ์ุ แต่ขอ้เสียของการฉีดคือตอ้งใช้
แรงงานเป็นจ านวนมาก และก่อให้เกิดความเครียดได้สูง การทดลองเก่ียวกบัการใช้สารกระตุ้น
ภูมิคุม้กนัส่วนใหญ่มกัจะใชว้ิธีการผสมอาหารให้กุง้กิน เพราะนอกจากจะไม่ก่อให้เกิดความเครียด
แลว้ยงัใช้ไดก้บักุง้ในปริมาณมาก ๆ และใช้ไดจ้ริงในระดบัฟาร์ม รวมทั้งมีตน้ทุนท่ีไม่สูงมากนัก 
อย่างไรก็ตามสารออกฤทธ์ิอาจมีการละลายไปกบัน ้ า และอาจถูกท าลายโดยกรดหรือน ้ าย่อยใน
กระเพาะอาหาร มีรายงานการใช้อาร์ทีเมียเป็นตวัน าส่งสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เพื่อลดขอ้จ ากดัใน
ขา้งตน้ซ่ึงก็ให้ผลในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกุง้ได ้(Wongprasert et al., 2014) แต่ขั้นตอนค่อนขา้ง
ยุง่ยาก เพราะตอ้งเล้ียงอาร์ทีเมีย เน่ืองจากวิธีการผสมอาหารเป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะน าไปใช้
จริงในระดับฟาร์มได้ ดังนั้ นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับการผลิตอาหารผสมสารกระตุ้น
ภูมิคุม้กนัท่ีไม่มีการสูญหายไป เช่น อาหารเม็ดส าเร็จรูปท่ีผลิตมาจากโรงงานโดยตรง เพื่อให้ง่ายต่อ
การใชแ้ละเป็นมาตรฐานเดียวกนั 
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6.3.2 ปริมาณและระยะเวลาทีใ่ช้ 
ปริมาณและระยะเวลาของการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั เป็นปัจจยัท่ีตอ้งค านึงถึง การใช้

สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปริมาณสูง-ต ่าเกินไป อาจจะลดประสิทธิภาพของการกระตุ้นระบบ
ภูมิคุม้กนั หรืออาจเกิดการกดการตอบสนองของภูมิคุม้กนัได ้(Jian and Wu, 2003) อย่างไรก็ตาม
ผลของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัไม่มีความสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณ (dose) ท่ีใช ้(Harikrishnan et al., 
2011) ตวัอยา่ง เช่น Pholdaeng and Pongsamart (2010) ศึกษาผลของ polysaccharide gel ท่ีสกดัจาก
เปลือกทุเรียน โดยการผสมอาหารให้กุ ้งกินท่ีระดบั 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม    
ผลการทดลองพบวา่ ท่ี 2 เปอร์เซ็นตต่์ออาหาร 1 กิโลกรัม กุง้มีความตา้นทานต่อเช้ือแบคทีเรียและ
ไวรัสไดสู้งท่ีสุด อยา่งไรก็ตามปริมาณในการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัตอ้งมีการศึกษาในสารกระตุน้
ภูมิคุม้กนัแต่ละชนิด เพื่อหาระดบัท่ีเหมาะสมท่ีสุด และสามารถน ามาใชไ้ดจ้ริงในระดบัฟาร์มต่อไป 

ระยะเวลาในการใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัจะเก่ียวขอ้งกบัระยะเวลาในการเล้ียงกุง้ และ
ความเส่ียงต่อการเกิดการระบาดของโรคในระหวา่งเล้ียง (Barman et al., 2013) การใช้สารกระตุน้
ภูมิคุม้กนัในระยะเวลาท่ียาวนานอาจกดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัได้ รายงานวิจยัในปัจจุบนั
นอกจากจะศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัปริมาณท่ีตอ้ง
ใช ้(dose) แลว้ ก็ยงัมีการศึกษาเก่ียวกบัระยะเวลาการใชท่ี้เหมาะสมอีกดว้ย เช่น ทดลองของฉทัชนนั 
ศิริไพศาล และคณะ (2549) พบวา่กุง้ขาวท่ีไดรั้บเบตา้กลูแคน 3 ก./ อาหาร 1 กก. นาน 4 สัปดาห์ มี
ระดับภูมิคุ้มกันสูงกว่ากลุ่มท่ีให้ 2 และ 3 สัปดาห์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) และได้
เสนอแนะไวว้่าการให้เบตา้กลูแคน 1 เดือน หยุดให้ 1 เดือน ท่ีความเขม้ขน้เท่าเดิม จะมีผลในการ
เพิ่มระดบัภูมิคุม้กนักุง้ให้สูงข้ึนตลอดช่วงระยะเวลาของการเล้ียง กุง้กุลาด าท่ีไดรั้บอาหารผสมยีสต์
สัปดาห์ละ 1 คร้ัง มีการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัและความตา้นทานเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาวได้ดี
ท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัการใหทุ้กวนั การให ้3 วนัต่อคร้ัง และ 10 วนัต่อคร้ัง (Babu et al., 2013) 

การใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัให้ไดผ้ลดีในกุง้นอกเหนือจากวิธีการใช้ ระยะเวลาและ
ปริมาณท่ีใช ้ตอ้งค านึงถึงสภาวะความสมบูรณ์และความแขง็แรงของร่างกายของกุง้ในขณะนั้น อายุ
ของกุง้ สภาพแวดลอ้มท่ีกุง้อาศยัอยูร่่วมดว้ย (ชนกนัต,์ 2013)  การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเป็นเพียง
การส่งเสริมให้กุง้มีความพร้อมในการป้องกนัตวัเอง ซ่ึงตอ้งท าควบคู่ไปกบัการจดัการส่ิงแวดลอ้มท่ี
ดี การดูแลเอาใจใส่ตลอดระยะเวลาเล้ียง 

 
 6.4  โปรไบโอติก 

  โปรไบโอติก คืออาหารเสริมท่ีเป็นจุลินทรียท่ี์มีชีวติ ท าหนา้ท่ีช่วยในการปรับสมดุล

ล าไส้ของสัตวน์ ้า เพื่อต่อตา้นเช้ือก่อโรคต่าง ๆ และยงัช่วยพฒันาระบบภูมิคุม้กนัของสัตวน์ ้าโดยมี
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การสร้างเมือกบริเวณล าไส้ จุลินทรียท่ี์น ามาใชส่้วนใหญ่จะเป็นจุลินทรียท่ี์มีการสร้างกรดแลคติก 

เน่ืองจากกรดแลคติกจะมีการสร้าง Bacteriocin คือเปปไทดห์รือโปรตีนท่ีสังเคราะห์จากไรโบโซม 

ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็นอนัตรายต่อสัตวน์ ้า 

 การท างานของโปรไบโอติก 

 ในสัตวบ์กโปรไบโอติกท างานโดยการน าส่ิงชีวิตเขา้ไปในระบบทางเดินอาหารและ

เข้าไปรบกวนเช้ือก่อโรคโดยการผลิตโมเลกุลยบัย ั้งและ/หรือ เข้าไปแย่งอาหารและออกซิเจน

โดยตรงแต่ส าหรับสัตวน์ ้ าโปรไบโอติกท างานโดยการเขา้ไปอาศยั และเขา้ไปสร้างพื้นท่ีภายใน

ระบบยอ่ยอาหารโดยเฉพาะท่ีเยื่อเมือกบุผิวของล าไส้ ซ่ึงส่วนใหญ่จุลินทรียท่ี์ใชจ้ะเป็นพวก Lactic 

acid bacteria และจะ เจ ริญ เติบ โตอยู่ ใน เยื่ อ เมื อก บุ ผิ วขอ งล าไ ส้ ได้  แ ต่ อ ย่ า งไรก็ ต าม                       

โปรไบโอติกเหล่าน้ีก็ไม่ได้อยู่ในระบบย่อยอาหารเสมอไปยกเว้น Lactobacillus นอกจากน้ี        

โปรไบโอติกยงัช่วยเพิ่มสารอาหารเช่น กรดไขมนั ไบโอติน และวิตามินบี 12 ซ่ึงช่วยให้สัตวมี์

สุขภาพท่ีดีข้ึน 

 คุณสมบัติของโปรไบโอติก 

1. เป็นแบคทีเรียท่ีดี สามารถต่อตา้นแบคทีเรียท่ีก่อโรคได ้

2. ท าให ้host แขง็แรงมีความตา้นทานโรค  

3. มีความสามารถในการกระตุน้ภูมิคุม้กนั 

4. สามารถสร้างกรดแลคติค ท าใหก้ระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดมากข้ึน จึงเกิด

การยอ่ยและใชป้ระโยชน์จากสารอาหารต่าง ๆ ไดดี้ข้ึน  

5. สามารถทนต่อกรดในกระเพาะอาหารไดดี้ เช่น Lactobacillus acidophilus (ADH) 

สามารถทนกรดไดดี้กวา่แบคทีเรียชนิดอ่ืน  

6. สามารถทนต่อน ้าดีไดเ้น่ืองจากน ้าดีมีหนา้ท่ีขบัสารตกคา้งในร่างกาย  

ประโยชน์ของโปรไบโอติก 

1. ผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรีย: โปรไบโอติกผลิตสารยบัย ั้งท่ีมีความหลากหลายของ

สารประกอบทางเคมีท่ีมีการยบัย ั้งทั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก ซ่ึงสารเหล่าน้ีประกอบไป
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ด้ ว ย  bacteriocins, sideropheres, lysozymes, proteases, hydrogen peroxides แ ล ะ  อ่ื น  ๆ  ซ่ึ ง 

Bacteriocins ถูกสร้างโดย Lactic Acid Bacteria (LAB) และสามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคได ้

2. ยบัย ั้งเช้ือก่อโรคโดยการเขา้ไปแยง่ท่ียดึเกาะและอาหารบริเวณพื้นผวิของล าไส้ 

และป้องกนัไม่ใหเ้ช่ือก่อโรคเพิ่มจ านวน  

3. เป็นตวัแยง่สารอาหาร: โปรไบโอติกจะเป็นตวัแยง่สารอาหาร ไม่เช่นนั้นสารอาหาร

จะถูกใชโ้ดยเช้ือก่อโรค ซ่ึงการแยง่สารอาหารน้ีมีบทบาทส าคญัต่อสภาพแวดลอ้มของ microbiota 

ในระบบล าไส้ 

4. เป็นแหล่งสารอาหารและยอ่ยเอนไซม ์ 

 5. ช่วยกระตุน้ภูมิคุม้กนั  

6. ช่วยปรับคุณภาพน ้ า: โปรไบโอติกช่วยปรับคุณภาพน ้ าในบ่อเพาะเล้ียงให้ดีข้ึน 

เน่ืองจากโปรไบโอติกสามารถหมุนเวียนสารอินทรียใ์นบ่อได้ยกเวน้การบ าบดั แอมโมเนีย ไน

ไตร์ท และ ไนเตรท  

7. มีปฏิกิริยาต่อแพลงกต์อนพืช: โปรไบโอติกมีส่วนในการฆ่าแพลงกต์อนพืชหลาย

ชนิดโดยเฉพาะแพลงกต์อนพืชท่ีท าใหเ้กิดปรากฏการณ์ข้ีปลาวาฬ 

8. สามารถตา้นไวรัสบางชนิดได ้ 

 ข้อจ ากดัของการใช้โปรไบโอติก 

 โปรไบโอติกสามารถใชไ้ดต้ลอดเวลา แต่ไม่ควรใชร่้วมกบัยาตา้นจุลชีพ เพราะจะตอ้ง

ใชจุ้ลินทรียจ์  านวนมากข้ึน  ท าใหมี้ตน้ทุนสูง และขณะท่ีใชต้อ้งใหอ้อกซิเจนในน ้าเพิ่มข้ึน 

 
 6.4  เปปไทด์ต้านจุลชีพ (Antimicrobial peptides, AMPs)  

เป็นสารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก สามารถพบไดใ้นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กอย่างเช้ือแบคทีเรีย รา 
พืช สัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัไปจนถึงเซลล์ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม โดยพบว่าสารเหล่าน้ีมกัเป็น
สารในระบบภูมิคุม้กนัแบบก าเนิด (innate immunity) มีความสามารถในการเลือกจบั (selectivity) 
สามารถท าลายเช้ือแบคทีเรียได้กวา้ง ภายในของสายเปปไทด์มกัจะประกอบดว้ยกรดอะมิโมท่ีมี
ประจุบวก ซ่ึงการมีกรดอะมิโนจ านวนมากนั้นส่งเสริมให้เปปไทด์ตา้นจุลชีพมีคุณสมบติัในการ
เลือกจบักบัเซลล์แบคทีเรียผา่นประจุลบของฟอสโฟไลปิด (phospholipid) ท่ีเซลล์เมมเบรนของเช้ือ
ร่วมกบัสารบางชนิดท่ีเช้ือสารข้ึน (สรศกัด์ิ อินทรสูติ, 2556) 
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เปปไทด์ต้านจุลชีพเป็นการป้องกันท่ีส าคัญของระบบภูมิคุ้มกันท่ีติดตัวมาแต่ก าเนิด 
โดยเฉพาะกุ้ง ซ่ึงขาดภูมิคุ้มกันท่ีปรับตัวได้ (Boman, 2003; Dimarcq et al., 1998; Bulet et al., 
1999; Destoumieux et al., 2000; Cuthbertson et al., 2008; Zasloff  et al., 2002; Tincu et al., 2004; 
Vargas-Albores et al., 2004) เพราะพวกเขามีขนาดเล็ก โครงสร้างเป็นแอมฟิฟาติก (amphipathic) 
และcationic พวกเขาสามารถแพร่กระจายอย่างรวดเร็วไปยงัต าแหน่งท่ีติดเช้ือ (Brogden KA., 
2005) ในกุ้งสกุลPenaeus 4กลุ่มหลักของ AMP ท่ีอยู่ในเม็ดเลือด (haemocytes) คือ penaeidins, 
crustins, anti-lipopolysaccharide factors (ALFs) และlysozymes 

- Penaeidins จะต่อต้านเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive), เช้ือราท่ี มี เส้นสาย 
(filamentous fungi) (Destoumieux et al., 1999) ไว รัส  (viruses) และโพ รโทซั ว  (protozoans) 
(Bachere et al., 2003) 
             - Anti-lipopolysaccharide factors (ALFs) ตา้นจุลชีพในช่วงกวา้ง ประกอบดว้ย แบคทีเรีย
แกรมลบ (Gram-negative) (Somboonwiwat et al., 2005; de la Vega et al., 2008) 
             - Crustins มีผลกระทบส่วนใหญ่ต่อแบคทีเรียแกรมบวกในทะเล (Zhang et al., 2007; Relf 
et al., 1999; Bartlett et al., 2002) เป็นกลุ่มท่ีกระจายอย่างกวา้งขวา้งของAMP แยกไดค้ร้ังแรกจาก 
Shore crab, Carcinus maenas ครัส ติน เป็น  cationic cysteine-rich น ้ าหนักโมเลกุล  7-14 kDa มี 
isoelectric point ในช่วง 7.0-8.7 และประกอบดว้ย whey-acidic protein(WAP) ท่ี carboxy terminus 
(Smith et al., 2008) ครัสตินได้รับการพิสูจน์แล้วว่าเป็นโปรตีนต้านจุลชีพท่ีมีความส าคัญใน 
plasma และ haemocyte granules ของครัสตาเชียน 
             AMPs เห ล่ าน้ี เป็นการสั ง เคราะห์ ซ่ึ งมีบทบาทส าคัญและถูก เก็บอยู่ ใน เม็ด เลือด 
(haemocytes) และAMPsจะถูกปล่อยออกมาจากเม็ดเลือดด้วยการชักน าโดยการติดเช้ือของ
แบคทีเรีย (Munoz et al., 2002; Soderhall et al., 1998; Bachere et al., 2000) AMPs จะสังเคราะห์ได้
อยา่งรวดเร็วโดยใชก้ารเผาผลาญท่ีต ่า ท่ีจดัเก็บไวไ้ดอ้ยา่งง่ายดายจ านวนมาก และพร้อมใชง่้ายในไม่
ช้าหลงัเกิดการติดเช้ือ ฆ่าแบคทีเรียไดอ้ย่างรวดเร็วในช่วงกวา้ง (Hancock ,1997, 2001; Prenner et 
al., 1999) เน่ืองมาจากAMPs มีขนาดเล็ก มีโครงสร้าง amphipathic และมีลกัษณะ cationic AMPs 
สามารถแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วในต าแหน่งท่ีติดเช้ือ (Brogden, 2005) AMPs สามารถฆ่า
แบคทีเรียในความเขม้ข้นไมโครโมล สนับสนุนกลไกท่ีไม่พึ่ งตวัรับ (non-receptor) เป็นวิธีของ
AMPs ซ่ึงAMPs จ านวนมาก แสดงความจ าเพาะท่ีโดดเด่นส าหรับ prokaryotes และเป็นพิษต ่า
ส าหรับ eukaryotic ปรากฎการณ์น้ีเป็นส่ิงท่ีสนับสนุนในการค้นควา้AMPs และการแสวงหา
ผลประโยชน์เป็นยาปฏิชีวนะใหม่ท่ีมีศกัยภาพ (Zasloff, 1992)  ภาพที ่1-1  
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ภาพที ่1-1  รูปแบบแผนผงัของระบบภูมิคุม้กนักุง้ (ท่ีมา : Anchalee Tassanakajon et al., 2013) 
 

ตารางที ่1-1 ช่วงกิจรรมของเปปไทดต์า้นจุลชีพในกุง้ ท่ีมา : Anchalee Tassanakajon et al.(2013) 
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6.4.1 เปปไทด์ต้านจุลชีพชนิดครัสติน (Crustin) 
 ครัสตินเป็นเปปไทด์ไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) ลกัษณะมี cysteine-rich (12 cysteines) 

บริเวณ C-terminal ซ่ึงประกอบด้วย WAP domain และมีบริเวณอนุรักษ์กรดอะมิโนซีสเตอีน
จ านวน 8 ตวั ซ่ึงสามารถสร้าง 4 พนัธะไดซลัไฟด์ เปปไทด์ครัสตินถูกจ าแนกได ้3 ชนิด (Smith et 
al., 2008) ครัสตินทุกชนิดจะประกอบไปด้วย N-terminal signal sequence และ C-terminal WAP 
domain ซ่ึง WAP domain พบได้ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิดทั้ งในสัตว์ท่ีมีกระดูกสันหลังและไม่มี
กระดูกสันหลงั และ WAP domain มีหนา้ท่ีทางชีวภาพหลายชนิด ซ่ึงมีทั้งสมบติัการตา้นทานจุลชีพ 
(antimicrobial) และการย ั้งย ั้งโปรตีนเนส (protease inhibitors) (Sallenave, 2008; Hagiwara et al., 
2003) 

 ครัสตินชนิดแรก (type I) ประกอบด้วย carcinins เป็นครัสตินตวัแรกท่ีพบใน shore 
crab, C. maenas เปปไทด์เหล่าน้ีมี cysteine-rich บริเวณของความยาวตวัแปรระหวา่ง signal portion 
และ WAP domain ครัสติน type I หลกัๆจะพบใน crab และ crayfish 

ครัสตินชนิดท่ีสอง (type II) มีบ ริเวณ ท่ีซ ้ ากันของ glycine-rich ก่อนส่วนของ 
cysteine-rich และ WAP domain glycine ท่ีซ ้ ากันมักจะอยู่ระหว่าง 20 และ 50 ตัว  type IIอาจจะ
เก่ียวขอ้งกบั tran-membrane domain (Bartlett et al., 2002) และtype II เร่ิมตน้เกิดข้ึนในกุง้ 

ครัสตินชนิดท่ีสาม (type III) มีการก าหนดไวโ้ดย single WAP domain (SWD) และ
บริเวณ ท่ีสั้ นระหว่าง signal sequence และ WAP domain ประกอบด้วย proline และ arginine 
(Jimenez-Vega et al., 2004)  

ครัสตินทุกชนิดจะมี N-terminal และ C-terminal WAP domain และระหว่างบริเวณ
อนุรักษ ์(conserved regions) ครัสตินจะมีส่วนประกอบของกรดอะมิโนท่ีหลากกลาย ภาพที ่1-2 

  
 

 

 

 

ภาพที ่1-2 ชนิดของครัสติน  
ท่ีมา : Jessica et al., (2009) 
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ครัสตินจดัเป็นเปปไทด์ต้านจุลชีพประเภทหน่ึงท่ีพบในระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ  าเพาะของสัตวจ์  าพวกกุง้(crustacean) มีการศึกษาความสามารถในการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียของ           
ครัสตินพบว่า crustinPm1 มีฤท ธ์ิในการต้านเช้ือแบคที เรียชนิดแกรมบวกได้ดี  ในขณะท่ี 
crustinPm7 สามารถตา้นเช้ือแบคทีเรียไดท้ั้งแบคทีเรียชนิดแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึงทั้งสองแบบ
ของครัสติน พบในเม็ดเลือด (haemocyte) ของกุง้กุลาด า (Penaeus monodon) การตา้นเช้ือแบคทีเรีย
ของครัสตินจะอาศยัความสามารถของตวักุ้ง ครัสตินจะไปเกาะติดเซลล์แบคทีเรียและท าให้เสีย
ระบบท่ีเหมาะสมทางกายภาพเคมีของผวิภายนอกแบคทีเรีย (Pasapong et al., 2012) 

 
 6.4.2 เปปไทด์ต้านจุลชีพชนิด Penaeidin   
  Penaeidin, PEN เป็นเปปไทด์ตา้นจุลชีพ ซ่ึงพบเฉพาะในกุง้ตระกูล Penaeidin มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งการเจริญของจุลชีพไดม้ากมายทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและเช้ือรา พบคร้ังแรกในกุง้ขาว
แปซิฟิก (Litopenaeus vannamei) (Destoumieux et al, 1997) มีขนาดประมาณ 5.5-6.6 kDa มีหลาย 
Isoforms ได้แก่ Penaeidin  2, 3 และ 4 มีคุณสมบัติในการต้านทานแบคทีเรียแกรมบวก เช้ือรา 
รวมถึงแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด  โครงสร้างของ penaeidin ประกอบด้วย 2 ส่วนใหญ่ ๆคือ 
proline-rich domain (PRD) อยู่ทางปลายด้านอะมิโน และ cysteine-rich domain (CRD) อยู่ทาง
ปลายดา้นคาร์บอกซิล (Destoumieux et al, 1997; Destoumieux et al, 2000)   
 

 

 

 

ภาพที ่1-3 รูปโครงสร้างของ Penaeidin 

ท่ีมา : Andrei Lomize, Mikhail Lomize  and Irina Pogozheva (2005) 

  Penaeidin, PEN เป็น AMP ชนิดหน่ึง  พบวา่มีการแสดงออกหนาแน่นมากในส่วนของ
เหงือก และเม็ดเลือด นอกจากน้ียงัมีการแสดงออกมากในส่วนของหวัใจ ตบัและตบัอ่อน เน้ือเยือ่ใต้
เปลือก และล าไส้ส่วนท้าย และยงัพบว่ามีการแสดงออกในระดับเบาบางในส่วนของล าไส้
ส่วนกลาง และกลา้มเน้ือ โดยไม่พบการแสดงออกของยีนน้ีในส่วนของล าไส้ส่วนหน้า นอกจากน้ี
ยงัพบ penaeidin mRNA ในเซลล์ระยะ Postlarva สูงกว่า Nauplius I (9 ชัว่โมงหลงัจากฟักเป็นตวั) 
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และสูงกว่าระหว่างระยะลอกคราบ แสดงว่าระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ  าเพาะเจาะจงมีการพฒันาท่ี
ระยะลอกคราบน้ี(จารุวรรณ ชินกร, 2550)เช่นเดียวกบั Munoz et al. (2002) ไดร้ายงานผลการศึกษา
การแสดงออกของยนี และการแพร่กระจายในเน้ือเยือ่ต่างๆ ต่อการตา้นทานเช้ือโรค แสดงให้เห็นวา่
การหลัง่ Penaeidin จะถูกควบคุมจากเม็ดเลือดชนิด Large granulocytes โดยจะมีการสร้างออกมา
และแพร่กระจายไปตามกระแสเลือดและแทรกในเน้ือเยื่อของกุง้ โดยมี 2 ขั้นตอนท่ีเกิดข้ึน คือขั้น
แรกเม็ดเลือดเคล่ือนตวัไปท่ีบริเวณติดเช้ือภายใน 12 ชั่วโมงแรก ไปรวมตวักนัมากข้ึนแล้วหลั่ง 
Penaeidin ออกมา ต่อมาเม็ดเลือดในระบบหมุนเวียนเลือดและในเน้ือเยื่อจะเพิ่มการสร้าง Penaeidin 
ซ่ึงอาจจะเกิดการเพิ่มจ านวนของเม็ดเลือด สุดทา้ยเม่ือเม็ดเลือดพบกบัแบคทีเรียจะท าให้เกิดการ
ท างานของ Penaeidinโดยจะท าให้เกิดการแตกของเซลล์ของเช้ือโรค นอกจากน้ียงัพบวา่ Penaeidin 
ยงัท าหนา้ท่ีจบักบัแบคทีเรีย เพื่อกระตุน้ใหเ้กิด Opsonic activity ในท่ีสุด 
 

6.4.3 เปปไทด์ต้านจุลชีพชนิด Anti-lipopolysaccharide factor (ALF) 
แอนติไลโพพอลิแซ็กคาไรด์แฟกเตอร์ (Anti-lipopolysaccharide Factor) หรือ ALF 

เป็นเปปไทด์ตา้นจุลชีพชนิดหน่ึงท่ีอยูใ่นกลุ่ม AMP โดยในกลุ่มของส่ิงมีชีวิตจ าพวก Arthropods มี
การศึกษาคร้ังแรกใน Amebocytes ของแมงดาทะเล (Horseshoe Crab) Limulus polyphemus และ 
Tachypleus tridentatus พบคร้ังแรกในเม็ดเลือดของแมงดาทะเล โดยให้ช่ือว่า LALF และ TALF 
ตามล าดับ (Tanaka et al., 1982) ซ่ึงยีน ALF เป็นโปรตีนขนาดเล็ก มีคุณสมบัติเป็น Cationic ท า
หน้าท่ีในการจบัและยบัย ั้งการท างานของแบคทีเรียแกรมลบ ชนิด R อยา่งรุนแรง โดยสามารถจบั
กับ Endotoxin ท่ีเป็นส่วนประกอบของ Lipopolysaccharide (LPS) ท่ีผนังเซลล์แล้วขจดัพิษของ 
Endotoxin ได ้(Morita et al., 1985) แต่ในบางคร้ังยงัพบวา่ ALF สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบและเช้ือราเส้นใยได้อีกด้วย (Somboonwiwat et al., 
2005) และยงัมีความสามารถในการตอบสนองต่อเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมท่ีบุกรุกเขา้ไปใน
ร่างกายไดอ้ย่างรวดเร็วอีกดว้ย (Li et al., 2008) ยีน ALF มีการแสดงออกในเซลล์เม็ดเลือด เหงือก
และล าไส้ (Liu et al., 2005)  
 
 

 



 
 

2. วธิีด ำเนินกำรวจิัย  

2.1 กำรเตรียมสัตว์ทดลอง 

น ำกุ้งขำวแวนนำไม (Litopeneaus vannamei) ระยะโพสต์ลำร์วำ 30 เล้ียงในบ่อดิน (PE 

slope) ขนำด 10X20 ม. ท่ีมีน ้ ำเค็ม 15 ppt ณ ศูนยว์จิยัเทคโนโลยทีำงทะเล มหำวทิยำลยับูรพำ อตัรำ

กำรปล่อยกุ้ง บ่อละ 10,000 ตัว/ 200 ตร.ม. สุ่มกุ้งตรวจโรคไวรัสตัวแดงดวงขำว (White Spot 

Syndrome Virus, WSSV)   ไ ว รัส ท อ ร่ ำ  (Taura Syndrom Virus, TSV)  โ ร ค ไ ว รั ส  Infectious 

hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) และแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus 

สำยพนัธ์ุสร้ำง     ท็อกซิน, โรคไมโครสปอริเดียน Enterocytozoon hepatopenaei โดยเทคนิคพีซี

อำร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) เล้ียงกุง้ดว้ยอำหำรส ำเร็จรูป วนัละ 2 ม้ือ เช้ำ-เยน็ และให้

อำหำรส ำเร็จรูปผสมเซลลย์สีต ์และแบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีไดจ้ำกกำรหมกัสับปะรดและ เช้ือเด่ียว 

Bacillus subtilis  สัปดำห์ละ 1 คร้ัง ให้อำกำศตลอดเวลำ ควบคุมคุณภำพน ้ ำในบ่อดินให้เหมำะสม

กบักำรเล้ียงสัตวน์ ้ ำ ไดแ้ก่ ควำมเค็มประมำณ 15 ppt ค่ำออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำ ไม่น้อยกว่ำ  4.5 

ppm อุณหภูมิ 25-28 ๐C ค่ำควำมเป็นกรดด่ำง 7.5-8.5 ค่ำอลัคำลินิต้ีอยู่ในช่วง 120-150 mg/ml ค่ำ

แอมโมเนีย และไนไตรท์ ไม่เกิน 1 ppm และ 0.5 ppm ตำมล ำดบั เล้ียงกุง้ทั้งหมด 100 วนั และเก็บ

ตวัอย่ำงกุ้งมำดูดเลือดในวนัท่ี 40, 60, 90 วนั หลงักำรล้ียง เพื่อน ำมำศึกษำกำรแสดงออกของเปป

ไทด์ ได้แก่ ครัสติน (crustins), พีนำอิดิน (penaedins) และanti-lipopolysaccharide factors (ALFs) 

โดยใชเ้ทคนิค quantitative real –time PCR  

 

2.2 กำรเตรียมเช้ือแบคทเีรีย Vibrio parahaemolyticus  
น ำเช้ือแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus สำยพนัธ์ุก่อโรคในกุง้มำเล้ียงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ 

Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีมีเกลือผสม 1.5% น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ       
16-18 ชัว่โมง จำกนั้นน ำมำวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง (OD600)ใหไ้ดเ้ท่ำกบั 0.6 (108 cfu/ml)  

เม่ือส้ินสุดกำรทดลองท่ี 100 วนั (น ้ ำหนักกุ้งต่อตวั = 21 กรัม) น ำกุ้งมำบ่อละ 45 ตวั เพื่อ
น ำมำฉีดเช้ือ V. parahaemolyticus บริเวณขำเดินคู่ท่ี 5 ปริมำณ 0.1 ml จำกนั้นนบัอตัรำกำรป่วยและ
ตำยต่อเน่ืองกนัเป็นเวลำ 5 วนั น ำขอ้มูลมำค ำนวณค่ำอตัรำกำรตำยสะสม (Cumulative mortality) 
ของกุง้ในแต่ละกลุ่มทดลอง 
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2.3  กำรเตรียมอำหำรทดลอง 

             2.3.1   กำรเตรียมอำหำรผสมเซลล์ยสีต์ (Saccharomyces cerevisiae) 
          (1)  น ำยสีตท่ี์เพำะเล้ียงจำกสถำบนัวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยับูรพำ มำท ำกำรนบั

จ ำนวนเซลลย์สีตบ์น haemocytometer หรือ สไลดน์บัเมด็เลือด ภำพที ่2-1 เพื่อค ำนวณเซลลย์สีตใ์น 
stock โดยใช ้auto pipette 1 มิลลิลิตร ดึงยสีตอ์อกมำ 100 ไมโครลิตร หรือ 0.1 มิลลิลิตร จำกขวด 
stock ปริมำตร 1500 มิลลิลิตร  ปิด cover glass และค่อยๆปล่อยยสีตท่ี์ดึงมำจำก stock จนเตม็ตำรำง 
นบัเซลลย์สีตช่์อง W (ช่อง A B C D) ภำพที ่2-2 จะสำมำรถค ำนวณปริมำตรน ้ำไดจ้ำก พื้นท่ีตำรำง 
× ควำมลึก เม่ือนบัจ ำนวนเซลลย์สีตใ์นตำรำงภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก็จะไดจ้  ำนวนยสีตต่์อปริมำตร
น ้ำของตำรำงนั้น จำกนั้นค ำนวณเป็น จ ำนวนเซลลย์สีตต่์อปริมำตรน ้ำ 1 มิลลิลิตร  

 
 
 
  
 

ภำพที ่2-1 สไลดน์บัเมด็เลือด (haemacytometer) ส ำหรับนบัจ ำนวนเซลลย์สีต์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที ่2-2 ตำรำงบนผวิ Hemocytometer ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก ำลงัขยำย 40 เท่ำ และA B C D    
(ช่องW)     
ท่ีมำ : http://www.fisheries.go.th/cfchan/plankton/hema/hema.htm 
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 (2)  เม่ือค ำนวณเซลลย์สีตใ์น stock โดยเทียบจำก 0.1 มิลลิลิตรท่ีทรำบจ ำนวนเซลล์ 
(cell/ml) จึงท ำกำรเทียบจ ำนวนเซลลย์สีตจ์ำก stock เพื่อตอ้งกำรทรำบปริมำตรท่ีมีจ ำนวนยสีต ์109 

เซลล/์ มิลลิลิตร  
        (3)  น ำปริมำตรท่ีมีจ ำนวนเซลลย์สีตท่ี์ตอ้งกำร ไดแ้ก่ ยสีต ์109 เซลลน์ ำไป centrifuge 

ท่ีอุณหภูมิ 24 องศำเซลเซียส 12,000 G เป็นเวลำ 20 นำที เทส่วนใสทิ้ง เก็บเซลลย์สีตท่ี์ตกตะกอน
ไวใ้น NaCl 0.85% เก็บแช่ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เม่ือจะน ำไปผสมอำหำรใหป้รับปริมำตร
ใหค้รบ 100 มิลลิลิตร  

(4)  น ำอำหำรกุง้ส ำเร็จรูปผสมกบัยสีต ์ดว้ยวธีิสเปรยย์สีตท่ี์เตรียมไวใ้นขำ้งตน้ลง
บนอำหำรกุง้ส ำเร็จรูปโดยตรง จำกนั้นผสมน ้ำมนัหมึกลงไป 100 มิลลิลิตร ต่ออำหำรกุง้ 1 กิโลกรัม 
คลุกผสมน ้ำมนัหมึกจนทัว่อำหำร ผึ่งลมใหแ้หง้ แลว้จึงเก็บในภำชนะท่ีมีฝำปิดสนิท ไม่ใหอ้ำหำร
โดนแสง  
  

 2.3.2  กำรเตรียมน ำ้หมักจำกสับปะรด 

น ำน ้ำตำลทรำยขำว 2 กิโลกรัม ตม้กบัน ้ำสะอำด 3 ลิตร จนละลำยเป็นเน้ือเดียวกนั
ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ก่อนน ำไปใช ้ต่อมำน ำสับปะรดสุกปลอกเปลือก และตำของสับปะรดออก เหลือ
เพียงแต่เน้ือ จำกนั้นน ำเน้ือสับปะรดมำสับบดละเอียด ประมำณ 10 กิโลกรัม น ำส่วนผสมทั้งสอง
อยำ่งเทใส่ลงในถงัท่ีมีฝำปิดสนิท ใส่โยเกิร์ตรสธรรมชำติ 2 ถว้ย และยสีตท์  ำขนมปัง 25 กรัม เพื่อ
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยำ คนส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขำ้กนั ให้ออกซิเจนตลอดเวลำ หลงัจำกนั้นปิดฝำให้
สนิท (ภำพท่ี 2-3) 

ภำพที ่2-3 ภำพแสดงส่วนผสมในกำรหมกัน ้ำหมกัสับปะรด 
 น ำน ้ ำหมักสับปะรด มำท ำกำรนับจ ำนวนเช้ือจุลินทรีย์บน haemocytometer หรือ 
สไลด์นับเม็ดเลือด เพื่อค ำนวณเช้ือจุลินทรียใ์น stocking โดยใช้ auto pipette 1 มิลลิลิตร ปิเปตน ้ ำ
ออกมำ 100 ไมโครลิตร หยอดลงบนสไลด์นบัเม็ดเลือด เพื่อนับจ ำนวนของเช้ือจุลินทรียท่ี์ช่อง R 
(ช่อง A B C D F) ค  ำนวณปริมำตรน ้ ำไดจ้ำก พื้นท่ีตำรำง  X ควำมลึก เม่ือนบัจ ำนวนเซลลใ์นตำรำง
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ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก็จะไดจ้  ำนวนของเช้ือจุลินทรียต่์อปริมำตรน ้ำของตำรำงนั้น จำกนั้นค ำนวณ
จ ำนวนเช้ือจุลินทรียต่์อปริมำตรน ้ำ 1 มิลลิลิตร  

 เม่ือค ำนวณเช้ือจุลินทรียใ์น stocking โดยเทียบจำก 0.1 มิลลิลิตร ท่ีทรำบจ ำนวน
เซลล์ (cell/ml) จึงท ำกำรเทียบจ ำนวนเช้ือจุลินทรีย์จำก stocking เพื่อต้องกำรทรำบปริมำตรท่ีมี
จ ำนวนเช้ือจุลินทรีย ์109 cell/ ml 
 น ำอำหำรกุง้ส ำเร็จรูป มำผสมกบัเช้ือจุลินทรียโ์ปรไบโอติก ดว้ยวิธีสเปรยน์ ้ ำหมกั
กำกถัว่เหลือง, น ้ ำหมกัสับปะรด, น ้ ำหมกักำกน ้ ำตำล ลงไปบนอำหำรกุง้ส ำเร็จรูปโดยตรง จำกนั้น
ผสมน ้ ำมนัหมึกลงไป 50 มิลลิลิตร ต่ออำหำรกุง้ 500 กรัม คลุกผสมน ้ ำมนัหมึกจนทัว่อำหำร แลว้จึง
ทิ้งผึ่งลมใหแ้หง้ แลว้จึงเก็บในภำชนะท่ีมีฝำปิดสนิท แลว้จึงน ำไปเล้ียงกุง้ท่ีท  ำกำรทดลอง  
 

2.3.3  ขั้นตอนกำรผสม Bacillus subtilis (Super Biotic®)ในอำหำรกุ้ง 
น ำถงัท่ีมีฝำปิดสนิท เทน ้ำกลัน่ใส่ถงั 4 ลิตร จำกนั้นน ำอำหำรกุง้ 1 กิโลกรัม 

กำกน ้ำตำล 10 กิโลกรัม และจุลินทรียโ์ปรไบโอติกส ำเร็จรูป (Super Biotic) 1 กิโลกรัม คน
ส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขำ้กนั หลงัจำกนั้นใหอ้อกซิเจนตลอดเวลำ หลงัจำกนั้นปิดฝำใหส้นิท (ภำพท่ี 
2-4)  

 
 

 

 

 

 

ภำพที ่2-4  ภำพแสดงส่วนผสมในกำรหมกั Super biotic 

  น ำอำหำรกุง้ส ำเร็จรูป มำผสมกบัเช้ือจุลินทรียโ์ปรไบโอติก (1 ลิตรต่ออำหำร 10 

กก.) ดว้ยวธีิสเปรยล์งไปบนอำหำรกุง้ส ำเร็จรูปโดยตรง จำกนั้นผสมน ้ำมนัหมึกลงไป 1 ลิตร คลุก

ผสมน ้ำมนัหมึกจนทัว่อำหำร แลว้จึงทิ้งผึ่งลมใหแ้หง้ แลว้จึงเก็บในภำชนะท่ีมีฝำปิดสนิท แลว้จึง

น ำไปเล้ียงกุง้ท่ีท  ำกำรทดลอง  
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ก.                           ข.                              ค.                             ง. 

ภำพที ่2-5 แสดงอำหำรกุง้ส ำเร็จรูปท่ีผสมน ้ำหมกัในแต่ละชนิด  

ก. อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมน ้ำมนัหมึก (กลุ่มควบคุม) 
ข. อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมยสีต ์(whole cells) 109 เซลล/์อำหำร 1 kg. 
ค. อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมน ้ำหมกัสับปะรด 109 เซลล/์อำหำร 1 kg. 
ง. อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสม Super biotic® 1 ลิตร/อำหำร 10 kg. 

 

2.4  กำรออกแบบและกำรวำงแผนกำรทดลอง 

แผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design : CRD) 
โดยแบ่งกำรทดลองออกเป็น 4 กลุ่มกำรทดลอง ในแต่ละกลุ่มกำรทดลองมี 3 ซ ้ ำ  (ภำพท่ี 2-6) ดงัน้ี 
 
กลุ่มกำรทดลองที ่1 อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมน ้ำมนัหมึก (ชุดควบคุม)  
กลุ่มกำรทดลองที ่2 อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมยสีต ์(whole cells) 109 เซลล/์อำหำร 1 kg. 
กลุ่มกำรทดลองที ่3 อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสมน ้ำหมกัสับปะรด 109 เซลล/์อำหำร 1 kg. 
กลุ่มกำรทดลองที ่4 อำหำรกุง้ส ำเร็จรูป ผสม Super biotic® 109 เซลล/์อำหำร 1 kg. 
 

 
 

 

    

 
 

 

บ่อดนิ 1 
Control 

T1 

บ่อดนิ 1 
ยสีต์ whole cell 

T2 

บ่อดนิ 4 
Bacillus subtilis 

T4 

เก็บตวัอยำ่งเลือดกุง้หลงัปล่อยลงบ่อเล้ียงท่ี 40, 60 และ 90 วนั

(ในแต่ละทรีตเมนทเ์จำะเลือดกุง้ 15 pools (1 pool = 3 ตวั)  

บ่อดนิ 3 
น ำ้หมกัสับปะรด 

T3 
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ภำพที ่2-6 แสดงแผนกำรเก็บตวัอยำ่งเลือดกุง้ขำวแวนนำไม 
 

2.5 กำรเกบ็ตัวอย่ำงเลือดกุ้ง 

 ท ำกำรเก็บตวัอย่ำงกุง้ขำวแวนนำไมหลงัปล่อยเล้ียงในบ่อดิน ในวนัท่ี 40, 60 และ 90 วนั
โดยกำรเก็บตวัอย่ำงเลือดกุ้งท่ีแอ่งเลือดบริเวณขำเดินของกุ้ง (ภำพท่ี 2-7) โดยใช้เข็มเบอร์ 26G 
พร้อม syringe ดูดสำรป้องกันกำรแข็งตัวของเลือด MAS (อัตรำส่วน 1:1) ใส่ในหลอด Falcon 
ขนำด 10 มิลลิลิตร (ในแต่ละทรีตเมนทเ์จำะเลือดกุง้ 15 pools (1 pool = 3 ตวั) เพื่อน ำไปสกดั RNA 
และวเิครำะห์กำรแสดงออกของยนีต่อไป 
 

 
 

 

 
 
 
 
 

สกดั Total RNA จำกเมด็เลือด 

cDNA 

qRT-PCR 
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ภำพที ่2-7 กำรเก็บตวัอยำ่งเลือดกุง้ขำวแวนนำไม (Litopenaeus vannamei) 

 

2.6 กำรสกดัอำร์เอน็เอ จำกเมด็เลือดกุ้ง 

 2.6.1  กำรสกดัอำร์เอ็นเอ (Total RNA extraction) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

น ำเลือดกุง้ไปป่ันเหวีย่ง 8000 rpm เป็นเวลำ 10 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C 

เทส่วนใสทิ้ง เติม Tri-Reagent (Trizol) 1 ml ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นำที 

เติม Chloroform 0.2 ml น ำมำเขยำ่ดว้ยเคร่ือง Vortex หลอดละ 1 นำที เวยีนซ ้ ำจนครบ 15 นำที      

ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นำที น ำไปป่ันเหวีย่ง 12000 g เป็นเวลำ 10 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C 

เทส่วนใสออกลำ้งตะกอนอำร์เอน็เอ เติม 75% Ethanol 1 ml และป่ันเหวีย่งท่ี 12000 g 

เป็นเวลำ 10 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C 

น ำ Ethanol ออกโดยคว  ่ำบนทิชชู่ประมำณ 10 นำที และท ำกำร air-dried  

ดูดส่วนใสไปยงั tube 1.5 ml หลอดใหม่ และเติม Isopropanol 0.5 ml เขยำ่เบำๆ ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 10 นำที และป่ันเหวีย่งท่ี 12000 g เป็นเวลำ 15 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C 
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2.6.2  กำรหำปริมำณและวดัคุณภำพของอำร์เอน็เอ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

จะเก็บตะกอนอำร์เอ็นเอใน DEPC RNase free water ท่ี -80 ๐C จนกวำ่จะน ำมำใชใ้น

กำรตรวจสอบและวดัคุณภำพของอำร์เอน็เอดว้ยวธีิสเปคโตรโฟโตเมตรี 

 

น ำตะกอนอำร์เอ็นเอท่ีเก็บไวใ้น -80 ๐ มำละลำย โดยแช่บนน ้ำแขง็     

15-30 นำที 

น ำมำตรวจสอบและวดัคุณภำพของอำร์เอน็เอ  

 

ตรวจสอบอำร์เอน็เอดว้ย

เทคนิค Gel electrophoresis 

วดัคุณภำพของอำร์เอน็เอวธีิ         

สเปคโตรโฟโตเมตรี 

ผสม RNA 1 µl+ TE buffer 4 µl + 

Dyne (6X Loading Dye) 1 µl 

ผสม RNA 0.5 µl กบั                    

DEPC 49.5 µl 

 
เติมน ้ำ 10X TAE ลงในเคร่ือง Gel 

Electrophoresis แลว้ปิเปตส่วนผสมท่ี

เตรียมไวล้งในวุน้อะกำโรส run ท่ี         

50 Vol  10 นำที และ 70 Vol 10 นำที 

วดัค่ำดูดกลืนแสง(OD) ท่ีควำมยำว

คล่ืน 260 และ 280 nm 

ยอ้มดว้ย Ethedium bromide 30 วนิำที 

แลว้น ำไปแช่น ้ำ 1 ชัว่โมง 

หำควำมบริสุทธ์ิ และปริมำณ RNA ดว้ยสูตร ปริมำณ 

RNA (ng/µl) = OD260 *40*dilution 
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2.6.3 กำรสังเครำะห์ 1st strand cDNA ด้วยชุด Kit SuperScript® III First-Stand 

(Invitrogen) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

น ำเจลเขำ้เคร่ือง Gel Doc XR 

น ำ RNA + Hexamer Primer +10 mM dNTP+ 

DEPC-trated water (ผสมกนัใหป้ริมำตรรวม 10 µl) 

บ่มท่ี 65 ๐C 5 นำที วำงบนน ้ำแขง็อยำ่งนอ้ย 1 นำที 

เติม Random Hexamers บ่มท่ี 25 ๐

C, 10 นำที & 50 ๐C, 50 นำที และ 85 ๐C, 5 

นำที  เอำมำวำงบนน ้ำแขง็ทนัที (ขั้นตอนน้ี

ท ำต่อเน่ืองกนั) 

เติม RNase H 1 µl บ่มท่ี 37 ๐C เป็นเวลำ 20 นำที 

cDNA Synthesis Mix            

10x RT Buffer                 2 µl                        

25 mM MgCl2              4 µl                            
0.1 M DTT          2 µl                      

RNase OUT         1 µl                    

SuperScript® III First-Stand  1 µl                                                            

รวม 10 µl 

จะได ้cDNA ตน้แบบส ำหรับท ำ RT-PCR 

ต่อไป 

 

น ำมำตรวจสอบและวดั

คุณภำพของ cDNA  

 

ตรวจสอบ cDNA ดว้ย

เทคนิค Gel electrophoresis 

วดัคุณภำพและปริมำณของ cDNA 

ดว้ยวธีิสเปคโตรโฟโตเมตรี 
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2.7 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยนีด้วย Quantitative real time PCR (qRT-PCR) 

เจือจำง cDNA เป็น 10 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร และติดตำมกำรแสดงออกของยนีโดยใช ้

primer ท่ีจ  ำเพำะต่อยนีท่ีตอ้งกำรศึกษำ (ตำรำงท่ี 2-1) และเตรียมส่วนผสมของสำรละลำย ดงัตำรำง

ท่ี 2-2 และ 2-3 หลงัจำกนั้นน ำเขำ้เคร่ือง  LightCycler®96 SW1.1 ตั้งอุณหภูมิดงัตำรำงท่ี    2-4  

และ Beta-actin ท่ีใชใ้นปฏิกิริยำ 

ตำรำงที ่2-1 แสดงไพรเมอร์ของยนี Crustin, Penaeidin, Anti-lipopolysaccharide factor (LvALF)  

 
 

 

 

 

ไพรเมอร์ ล ำดับนิวคลโีอไทด์ (5’-3’) ขนำด 

(bp) 

Ref. 

Crustin F-ACGAGGCAACCATGAAGG 

R-TCGTTGGAACAGGTTGTGG 

141 Wang et al, 2007 

Beta-actin F-CCACGAGACCACCTACAAC 

R-AGCGAGGGCAGTGATTTC 

142 Ji et al, 2009 

Penaeidin 3 

(LitvanPEN3) 

F-CACCCTTCGTGAGACCTTTG 

R-

AATATCCCTTTCCCACGTGAC 

141 Takuji Okumura., 

2007 

Anti-

lipopolysaccharide 

Factor (LvALF1) 

F-CATTCGGCCTTGACTTCG 

R-ATCCAGGACACCACATCCTG 

259 Enrique de la 

Vega, 2007 
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ตำรำงที ่2-2 ส่วนประกอบของสำรผสมท่ีใชใ้นปฏิกิริยำ qRT- PCR ส ำหรับตรวจหำกำรแสดงออก

ของยนี LitvanPEN3 และ Crustin 
 

     ส่วนประกอบ ควำมเข้มข้นทีใ่ช้ ปริมำตร (µl) 

4µM Primer (F) 0.2 µM 1 µl 

4µM Primer (R) 0.2 µM 1 µl 

Master mix  10 µl 

H2O  6 µl 

cDNA Sample (10 ng/µl) 20 ng 2 µl 

Total  20 µl 

 

ตำรำงที ่2-3 ส่วนประกอบของสำรผสมท่ีใชใ้นปฏิกิริยำ qRT-PCR ส ำหรับตรวจหำกำรแสดงออก

ของยนี LvALF1 

 

     ส่วนประกอบ ควำมเข้มข้นทีใ่ช้ ปริมำตร (µl) 

4µM Primer (F) 0.2 µM 1 µl 

4µM Primer (R) 0.2 µM 1 µl 

Master mix  10 µl 

H2O  4 µl 

cDNA Sample (10 ng/µl) 40 ng 4 µl 

Total  20 µl 
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ตำรำงที ่2-4  อุณหภูมิท่ีใชใ้นปฏิกิริยำ qRT-PCR ส ำหรับเคร่ือง LightCycler®96 SW1.1 (Roch) 
 

Step Temperature (๐c) Time (s) Cycles 

PEN Crustin LvALF 

Pre-incubation 95 95 95 60 1 

3 steps 

Amplification 

95 95 95 30  

40 60 60 58 30 

72 72 68 30 

 

Melting 

95 95 95 10  

1 65 65 65 60 

97 97 97 1 

 

2.8  กำรวเิครำะห์ผลกำรทดลอง 

 ศึกษำกำรแสดงออกของยีน Antimicrobial peptide โดยวิธีกำรของ Livak (2 -∆∆CT) โดย
ใชอ้ตัรำส่วนของยนีท่ีสนใจกบั Reference gene ท ำกำร Calibrate กบัชุดควบคุม (Control) 
              



3. ผลการวจิัย 
 

3.1 การตรวจสอบเช้ือทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการหมักสับปะรด 
 เม่ือน ้ ำหมกัมีพีเอชในช่วง 3.7-4.0 น ำมำจ ำแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีได ้โดยดูจำกลกัษณะ
ของโคโลนี (colony morphology) บนอำหำรเล้ียงเช้ือ Trypic Soy Agar (TSA) และกำรยอ้มแกรม 
(gram stain) ผลท่ีได้พบว่ำแบคทีเรียจำกน ้ ำหมกัสับปะรด มีเช้ือ 3 ชนิด และเป็นแบคทีเรียแกรม
บวกทั้งหมด และยืนยนัเช้ือแบคทีเรียท่ีไดจ้ำกน ้ ำหมกั Bacillus subtilis ซ่ึงพบวำ่มีเช้ือ 1 ชนิด และ
เป็นแบคทีเรียแกรมบวกเช่นกนั 
 

3.2 การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเมด็เลือดกุ้งทีไ่ด้รับเซลล์ยสีต์ใน

จุลนิทรีย์จากน า้หมกัสับปะรด และ Bacillus subtilis  
กำรศึกษำกำรแสดงออกของ Antimicrobial peptide ของยีน Crustin, Penaeidin 3 (Litvan 

PEN3) และ LvALF1 ในกุง้ขำวท่ีเล้ียงดว้ยอำหำรส ำเร็จรูปผสมสำรกระตุน้ภูมิคุม้กนัและ             
โปรไบโอติก ดว้ยเทคนิค quantitative Real-Time PCR โดยใช ้β-actin เป็นยนีควบคุม (reference 
gene) ไดผ้ลดงัต่อไปน้ี 

 
3.2.1  การแสดงออกของยีน Crustin ในเม็ดเลือดกุ้ง  

 จำกกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนโดยเทคนิค quantitative Real-time PCR พบว่ำ 
ตลอดช่วงระยะเวลำท่ี 40 วนั, 60 และ 90 วนั  กุง้ท่ีไดรั้บไดรั้บเซลล์ยีสต ์แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ี
ได้จำกกำรหมกัสับปะรด และ Bacillus subtilis มีกำรแสดงออกของยีน Crustin (up-regulation) 
กลุ่มควบคุมมีกำรแสดงออกสูงสุด   รองลงมำคือกุ้งท่ีได้รับอำหำรหมักสับปะรด กุ้งท่ีได้รับ 
Bacillus subtilis  และกุง้ท่ีไดรั้บเซลลย์สีต ์(whole cell) ตำมล ำดบั อยำ่งไรก็ตำมกุง้ในทุกชุดทดลอง
มีกำรแสดงออกของยนี Crustin ไม่แตกต่ำงกนั ตลอดช่วงท่ีท ำกำรศึกษำ (ภำพท่ี 3-1) 
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ภาพที ่3-1 กำรแสดงออกของยนี Crustin ในเมด็เลือดกุง้ท่ีโดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 

 
3.2.2  การแสดงออกของยีน LitvanPEN3  

  จำกกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนโดยเทคนิค quantitative Real-time PCR พบวำ่ 
ตลอดช่วงระยะเวลำท่ี 40 วนั, 60 และ 90 วนั  กุง้ท่ีไดรั้บไดรั้บเซลล์ยีสต ์แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ี
ได้จำกกำรหมักสับปะรด และ Bacillus subtilis มีกำรแสดงออกของยีน  LitvanPEN3 (up-
regulation) กลุ่มควบคุมมีกำรแสดงออกสูงสุด   รองลงมำคือกุง้ท่ีไดรั้บอำหำรหมกัสับปะรด กุง้ท่ี
ไดรั้บ Bacillus subtilis  และกุง้ท่ีไดรั้บเซลล์ยีสต์ (whole cell) ตำมล ำดบั อยำ่งไรก็ตำมกุง้ในทุกชุด
ทดลองมีกำรแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ไม่แตกต่ำงกนั ตลอดช่วงท่ีท ำกำรศึกษำ  
 (ภำพท่ี 3-2) 
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ภาพที ่3-2 กำรแสดงออกของยนี LitvanPEN3 ในเมด็เลือดกุง้ โดยเทคนิค quantitative Real-time 
PCR 
   

3.2.3  การแสดงออกของยีน LvALF1  
  จำกกำรศึกษำกำรแสดงออกของยนีโดยเทคนิค quantitative Real-time PCR พบวำ่ 

ตลอดช่วงระยะเวลำท่ี 40 วนั, 60 และ 90 วนั  กุง้ท่ีไดรั้บไดรั้บเซลลย์สีต ์แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ี
ไดจ้ำกกำรหมกัสับปะรด และ Bacillus subtilis ไม่มีกำรแสดงออกของยีน LvALF1  
 (down-regulation) กลุ่มควบคุมมีกำรแสดงออกสูงสุด   รองลงมำคือกุ้งท่ีได้รับอำหำรหมัก
สับปะรด กุง้ท่ีได้รับ Bacillus subtilis  และกุ้งท่ีไดรั้บเซลล์ยีสต์ (whole cell) ตำมล ำดบั อย่ำงไรก็
ตำมกุ้งในทุกชุดทดลองมีกำรแสดงออกของยีน  LitvanPEN3 ไม่แตกต่ำงกัน  ตลอดช่วงท่ี
ท ำกำรศึกษำ (ภำพท่ี 3-3) 
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ภาพที ่3-3 กำรแสดงออกของยนี LvALF1ในเมด็เลือดกุง้ โดยเทคนิค quantitative Real-time PCR 

 
3.3 การตรวจหาเช้ือไวรัสในกุ้งตั้งแต่ระยะโพสท์ลาร์วา 30 (Postlarva 30) กุ้ง 40, 60 
และ 100 วนั หลงัปล่อยเลีย้งในบ่อดิน 
 จำกกำรสุ่มตวัอยำ่งกุง้ทดลองในแต่ละกลุ่ม มำทดสอบกำรติดเช้ือของไวรัสตวัแดงดวงขำว 
(White Spot Syndrome Virus, WSSV)  ไว รัสท อ ร่ ำ  (Taura Syndrom Virus, TSV) โรค ไว รัส 
Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus ( IHHNV)  แ ล ะ แ บ ค ที เ รี ย  Vibrio 
parahaemolyticus สำยพันธ์ุสร้ำงท็อกซิน โรคไมโครสปอริเดียน Enterocytozoon hepatopenaei 
โดยเทคนิคพีซีอำร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) ไม่พบกำรติดเช้ือดงักล่ำวในกุง้ท่ีเล้ียงในบ่อ
ดินตลอดระยะเวลำของกำรทดลองท่ี 100 วนั 

 

3.4 อตัราการตายของกุ้งภายหลงัการเหน่ียวน าด้วยเช้ือ V. parahaemolyticus  
 กุง้ท่ีไดรั้บไดรั้บเซลลย์สีต ์แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีไดจ้ำกกำรหมกัสับปะรด และ Bacillus 
subtilis มีอตัรำกำรตำยสะสมนอ้ยกวำ่กลุ่มควบคุมอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) โดยในวนัท่ี 5 
หลงักำรติดเช้ือ กุง้ในกลุ่มควบคุมมีอตัรำกำรตำยสะสมถึง 91% ในขณะท่ีกุ้งท่ีไดรั้บอำหำรผสม
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เซลล์ยีสต์ โปรไบโอติกจำกน ้ ำหมกัสับปะรด มีอตัรำกำรตำยสะสมเท่ำกับ 26% และกุ้งท่ีได้รับ
อำหำรผสมเช้ือเด่ียว Bacillus subtilis มีอตัรำกำรตำยสะสม เท่ำกบั 22% 

 

 
ภาพที ่3-4 กำรตำยสะสมของกุง้ภำยหลงักำรฉีดเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
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4. อภิปรายผลการวจิัย 
4.1 การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเมด็เลือดกุ้งทีไ่ด้รับเซลล์ยสีต์ 
(whole cell)  

การใช้ยีสต์เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เน่ืองจากคุณสมบัติของยีสต์ท่ีมีเบต้ากลูแคนท่ี       
ผนังเซลล์ ซ่ึงมีคุณสมบัติต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์น ้ าได้  (Manner et al., 1973) และจาก
การศึกษาในเร็ว ๆ น้ี  มีรายงานว่าท่ีผนังเซลล์เม็ดเลือดกุ้งมี รีเซ็ปเตอร์  (receptor) ท่ีจ  าเพาะ
ส าหรับเบตา้กลูแคน ได้แก่ dectin-1 และ toll-like receptor (TLR)-2 ซ่ึงจะกระตุน้ Syk และ Raf-1 
การกระตุน้น้ีมีผลต่อกลไกการท างานของระบบภูมิคุม้กนั (Goodridge et al. , 2009)  จากการศึกษา
การแสดงออกของยีน Crustin และ LitvanPEN3 ในเมด็เลือดกุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมเซลลย์ีสตใ์นการ
ทดลองน้ี พบว่า กุง้มีการแสดงออก (up-regulation) ของยีน Crustin และ LitvanPEN3  สอดคลอ้ง
กบัการศึกษา Time series expression ของยีนครัสตินในกุ้งขาว (ขนาด 15-20 กรัม) ท่ีได้รับเบต้า
กลูแคนท่ีสกัดจาก Schizophyllum commune (Taito co. Ltd, Tokyo, Japan) 2 กรัมต่อกิโลกรัม
อาหาร พบว่าการแสดงออกของ mRNA ของครัสติน มีการแสดงออกมากท่ีสุดใน 24 ชัว่โมง และ
การทดลองของ  Rattanachai et al. (2004) ท่ี ทดลองเส ริม  peptidoglycan ในอาห ารของกุ้ ง 
Marsupenaeus japonicas พบการแสดงออกของครัสตินตั้งแต่วนัท่ี 1 ถึง 7 วนั    นอกจากน้ียงัการ
ทดลองของ Yu-Chi Wang et al. (2007) ได้ศึกษาการแสดงออกในเวลาท่ีแตกต่างกันของยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของกุ้งขาวแวนนาไมในการตอบสนองต่อการได้รับอาหาร β-1 ,3-
glucan ท่ีสกัดจาก Schizophyllum commune ท่ี 3 ระดับความเข้มขน้ (0%, 0.2% และ 1 %) โดยใช้
เทคนิค Real-time PCR พบว่า กุ ้งท่ีได้รับการเสริมเบตา้กลูแคนเข้าสู่ร่างกาย ไม่มีการแสดงออก 
(down- regulation) ของยีน  Penaeidin เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ภายในเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นจึงมีการศึกษาอยา่งต่อเน่ืองจนถึง  7 วนั พบวา่กุง้ท่ีไดรั้บการเสริมเบตา้กลูแคนเขา้สู่ร่างกาย
อยา่งต่อเน่ืองมีแนวโนม้ทางดา้นการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัเพิ่มข้ึน พบวา่ มีการแสดงออกของยีน 
Penaeidin (up-regulation)  เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม รวมทั้งจารุวรรณ ชินกร (2550) ไดศึ้กษา
ผลของการเสริมเบตา้กลูแคนในอาหารท่ีระดบั 1, 3 และ5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ในกุง้กุลาด า โดย
ใช้เทคนิค RT-PCR พบว่ายีน Penaeidin มีการแสดงออกอย่างเห็นไดช้ดัเจนตั้งแต่วนัท่ี 3 ของการ
ทดลองและยีนมีการแสดงออกได้สูงท่ีสุดในวนัท่ี 14 ของการให้อาหารเสริมเบต้ากลูแคน เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 

กุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมยีสต ์มีการผลิต Crustin และ LitvanPEN3 เพิ่มข้ึน เม่ือมีการให้อยา่ง
ต่อเน่ือง ซ่ึงในการทดลองน้ีพบว่ากุง้ท่ีไดรั้บอาหารเสริมดว้ยเซลล์ยีสต์ในวนัท่ี 60 และ 90 วนัจะ
เห็นว่าการแสดงออกของยีน Crustin และ LitvanPEN3 ในกุ้งท่ีได้รับอาหารผสมเซลล์ยีสต์ มี
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แนวโน้มเพิ่มข้ึน (up-regulation) มากกว่าวนัท่ี 40   ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่ายีสต์มีการปรับตัวใน
ระยะแรก  โดยเม่ือเซลลย์ีสตเ์ขา้ไปในร่างกายของสัตวน์ ้า เซลล์ยสีตจ์ะมีการปรับตวักบัส่ิงแวดลอ้ม
ใหม่ ระยะต่อมาเซลล์ยีสตจ์ะเร่ิมมีการแบ่งตวัและเพิ่มจ านวนข้ึน  นอกจากน้ี รายงานของ Antony  
et al. (2011) ทดลองใช้สารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนครัสตินในกุ้งขนาด  
20-25 กรัม โดยใช้ 0.2% glucan ท่ีสกัดจาก Candida haemulonii S27 glucan และ Candida sake 
S165 glucan และ 10%(w/w) ของ marine yeast ท่ีไดจ้าก Candida haemulonii S27 whole cell และ 
Candida sake S165 whole cell พ บ ว่ า  มี ก า ร เพิ่ ม ผ ล ผ ลิ ต ข อ ง  crustin-like AMP ซ่ึ ง ยี ส ต ์                    
C. haemulonii (marine yeast) หรือ whole cell เป็นรูปแบบท่ีดีท่ีสุดของการแสดงออกของยีนAMPs
หลังการฉีดเช้ือ WSSV แสดงให้เห็นว่ากุ้งท่ีได้รับอาหารผสมด้วยยีสต์ทั้ งเซลล์ (whole cell) มี
ประสิทธิภาพการแสดงออกของ AMPs มากกวา่ยสีตส์กดั   

จากการทดลองผสมเซลลย์สีตใ์นคร้ังน้ียงัไม่พบการแสดงออกของยีน LvALF1 อยา่งชดัเจน 
อาจเน่ืองมาจากการติดตามในระยะเวลาท่ี ห่างกัน ซ่ึงจากการทดลองของ นวนิตย์ คล่องแคล่ว 
(2552) และ Li et al. (2008) ไดเ้สนอแนะอยา่งตรงกนัวา่ การกระตุน้การแสดงออกของยีน ALF น้ี 
จะเกิดข้ึนในระยะสั้นและหายไปอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงตอ้งมีการติดตามระดบัชัว่โมง และ Nagoshi et al. 
(2006) ก็ไดร้ายงานวา่ยนี ALF มีความแปรปรวนสูง มีการแสดงออกอยา่งรวดเร็ว  
 

4.2 การแสดงออกของยนี antimicrobial peptide ในเมด็เลือดกุ้งทีไ่ด้รับอาหารผสม

แบคทเีรียโปรไบโอติกจากน า้หมกัสับปะรด และ Bacillus subtilis 
การใช้โปรไบโอติกในรูปแบบต่าง ๆ  เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยการติดตามการ 

transcription ข อ ง  mRNA ข อ งยีน  Crustin แล ะ  LitvanPEN3 พ บ ว่ ากุ้ ง ท่ี ไ ด้ รั บ แบ ค ที เรี ย               
โปรไบโอติกจากน ้ าหมกัสับปะรด ในทุกรูปแบบ มีการแสดงออก (up-regulation) ของยีน Crustin 
และ LitvanPEN3 การใช้โปรไบโอติกในปัจจุบนัมีส่วนช่วยในการเสริมสุขภาพกุง้ท่ีสามารถแบ่ง
ออกไดเ้ป็น 2 ดา้นใหญ่ ๆ คือ การท างานของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ จะเขา้ไปแทนท่ีแบคทีเรียก่อ
โรค โดยการแย่งอาหาร และหลัง่เอนไซม์ท่ีท าให้แบคทีเรียก่อโรคไม่สามารถลงเกาะท่ีผนงัเซลล์
ของล าไส้ได้  และการท างานอีกด้านหน่ึงคือ การท าหน้าท่ีในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน โดยเม่ือ
แบคทีเรีย เขา้สู่ร่างกายกุง้จะมีการท างานของโปรตีนกลุ่ม Pattern recognition receptors (PRRs) ท่ี
เกิดจากการเหน่ียวน าของโปรตีนในกลุ่ม specific pattern recognition proteins (PAMPs) ท่ีมาจาก
แบคทีเรีย และต่อมาจะกระตุ้น signaling pathways ของการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน รวมทั้ ง
กระบวนการ phagocytosis, nodule formation, encapsulation และ การสังเคราะห์ของ AMPs ซ่ึงจะ
เห็นไดว้า่ การท างานของ AMP ตอ้งมีการกระตุน้ดว้ยเช้ือต่าง ๆ ท่ีเซลล์เมมเบรนของเม็ดเลือดก่อน 
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จึงจะเกิดกระบวนการในขั้นตน้ได ้การศึกษาการใชโ้ปรไบโอติกในการกระตุน้การแสดงออกของ
ยีน เร่ิมมีการศึกษากันมากข้ึน เช่นการศึกษาของ Swapna  et al. (2011) ได้ท าการศึกษาการ
แสดงออกของยีนเปปไทด์ตา้นจุลชีพ ชนิดครัสติน ในกุง้กุลาด าท่ีไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก ท่ี
ประกอบไปดว้ยกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก กลุ่ม Bacillus sp. และ Micrococcus sp. ในขณะท่ีมี
การติดเช้ือไวรัสตวัแดงดวงขาว พบวา่กุง้ท่ีไดรั้บโปรไบโอติก สามารถกระตุน้การท างานของยนี 
ครัสตินให้เพิ่มมากข้ึน เปปไทด์น้ีจะท าให้ไวรัสไม่สามารถสังเคราะห์สารพนัธุกรรมได ้ส่งผลให้
อตัราการตายของกุง้ท่ีรับเช้ือลดลง นอกจากน้ียงัมีการศึกษาของ จนัทร์ประภา อ่ิมจงใจรัก (2553) 
ได้ศึกษาคุณสมบัติของเปปไทด์ต้านจุลชีพครัสติน  (CrusSp) พบว่ามีคุณสมบติัในการต้านเช้ือ
แบคทีเรียแกรมบวกได ้และการศึกษาของ (Rattanachai et al. 2004) ไดศึ้กษาการแสดงออกของยีน 
Crustin-like peptide ในกุ้ง M. japonicus จากเม็ดเลือด พบว่ามีล าดับ   นิวคลีโอไทด์คล้ายกับ          
L. setiferus, L. vannamei และ C. maenas ถึง 80%, 80% และ 44% ตามล าดับ จากการตรวจสอบ
การแสดงออก ด้วยวิธี RT-PCR ในอวยัวะต่าง ๆ ได้แก่ หัวใจ เม็ดเลือด ตบัและตบัอ่อน เหงือก 
ล าไส้ส่วนหนา้ ล าไส้ส่วนกลาง กลา้มเน้ือ เน้ือเยื่อใตเ้ปลือก และรังไข่ พบวา่ Crustin ของกุง้มีการ
แสดงออกในส่วนเม็ดเลือดเท่านั้น นอกจากน้ียงัพบวา่ ระดบัการแสดงออกของยีน Crustin เพิ่มข้ึน
อย่างมีนัยส าคัญ ท่ี 1, 3 และ 7 วนั หลังให้อาหารท่ีผสมเปปติโดกลัยแคน (ส่วนประกอบของ
แบคทีเรียแกรมบวก)  

จากการศึกษาคร้ังน้ีวนัท่ี 60 และ 90 กุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมโปรไบโอติก มีการแสดงออก 
(up-regulation) ยีน Crustin และ LitvanPEN3 มากกว่าท่ี 40 ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าเช้ือจุลินทรีย์นั้ น 
อาจจะมีการปรับตวัเขา้สู่ตวัของกุง้ โดยระยะแรกจะมีการสะสมอาหาร การปรับตวักบัส่ิงแวดลอ้ม
ต่าง ๆ ในตวักุง้ และ เพิ่มจ านวน (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2547) อาจส่งผลใหก้ารแสดงออกของยีน
น้ีไม่สูงมากนกัในระยะแรกของการไดรั้บโปรไบโอติก แต่เม่ือมีการกระตุน้อยา่งต่อเน่ือง อาจท าให้
เช้ือจุลินทรียโ์ปรไบโอติกมีจ านวนมากพอ ท่ีจะช่วยในการกระตุน้การสร้าง หรือการแสดงออกของ
ยีน Crustin และ LitvanPEN3 ได ้ ซ่ึงจากการศึกษาของ จ าเริญศรี ถาวรสุวรรณ และคณะ  (2553) ท่ี
ศึกษาประสิทธิภาพของน ้ ามนักระเทียมต่อความสามารถในการตา้นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในกุง้ได ้
โดยการเก็บตวัอยา่งกุง้เพื่อตรวจวดัการท างานของภูมิคุม้กนัและความตา้นทานเช้ือแบคทีเรียและ
เช้ือไวรัสในวนัท่ี 7 และ 14 ของการเล้ียง พบว่าหลงัเล้ียงกุ้งด้วยอาหารทดลอง 7 วนั ไม่มีความ
แตกต่างของปริมาณเม็ดเลือดระหว่างชุดทดลอง หลงัจากท่ีทดลองเล้ียงต่อไป 14 วนั พบวา่ น ้ ามนั
กระเทียมมีประสิทธิภาพในการต้านเช้ือแบคทีเรีย เพิ่มการท างานของภูมิคุ้มกัน และเพิ่ม
ความสามารถในการต้านเช้ือแบคทีเรียในกุ้งขาว การทดลองในคร้ังน้ีอาจเสนอแนะได้ว่า ถ้า
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ตอ้งการส่งเสริมใหมี้การท างานของเปปไทด์ชนิด Crustin และ LitvanPEN3 ควรมีการใชโ้ปรไบโอ
ติกอยา่งต่อเน่ือง  

จากการหมกัแบคทีเรียโปรไบโอติก พบแบคทีเรียแกรมบวกทั้ งหมด 3 กลุ่ม (ยงัไม่ได้
จ  าแนกชนิด) ซ่ึงจากการศึกษาของ Enujiugha (2009) พบว่ากุ้งกุลาด า ขนาด 10-12 กรัม ท่ีได้รับ
อาหารผสมเช้ือแบคทีเรียท่ีหลากลายชนิด (B. subtilis, Micrococcus sp. และ Lactobacillus sp.) 
สามารถกระตุน้ปริมาณเม็ดเลือดรวม กระบวนการฟาโกไซโทซีส และการสร้างซุปเปอร์ออกไซด์
ได้มากข้ึน รวมทั้ งการต้านทานเช้ือแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มวิบริโอ ก็ เพิ่มมากข้ึนด้วยเช่นกัน 
นอกจากน้ีอาจเป็นเพราะวา่สับปะรดประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั เช่น 
มีวิตามินซีและวิตามินบีสูง และท่ีส าคญัมีเอนไซม์ บรอมีเลน (Bromelain) ช่วยยบัย ั้งการอกัเสบ มี
ฤทธ์ิช่วยในระบบการย่อยอาหาร สามารถย่อยโปรตีนให้มีโมเลกุลเล็กลง ช่วยลดหรือยบัย ั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย โดยเฉพาะกลุ่มวิบริโอไดดี้ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการน าพาสารอาหาร เขา้สู่
เน้ือเยื่อในร่างกาย นอกจากน้ีสับปะรด ยงัประกอบด้วย เบต้าแคโรทีน แมงกานีส ปริมาณมาก     
(ชยัวุฒิ สุดทองคง, 2556) การทดลองน้ีพบว่า การใชแ้บคทีเรียท่ีหลากหลายชนิดมีแนวโน้มให้ผล
ในการกระตุน้การแสดงออกของยนีไดดี้กวา่เช้ือเด่ียว (Bacillus subtilis) อยา่งไรก็ตามจากการศึกษา
ในคร้ังน้ีการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาไม่มีความแตกต่างกนัในกลุ่มทดลอง และกลุ่มควบคุม 

แต่จากการเหน่ียวน าดว้ยเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา่กุง้ทดลองในกลุ่มควบคุมมีอตัรา
การตายสูงท่ีสุดถึง 91% ในขณะท่ีกุง้ท่ีไดรั้บแบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีไดจ้ากการหมกั และเช้ือเด่ียว 
Bacillus subtilis มีอตัราการตายสะสม 26% และ 22% เท่านั้น จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า 
กุง้ท่ีไดรั้บอาหารเสริมเซลล์ยสีตแ์ละแบคทีเรียจากน ้าหมกัสับปะรดและเช้ือเดียว Bacillus subtilis มี
ความตา้นทานต่อการติดเช้ือได้สูงกว่ากลุ่มควบคุม antimicrobial peptide มีการผลิตในนิวเคลียส
ของเม็ดเลือดและหลัง่ออกมาท่ีน ้ าเลือดกุง้ตลอดเวลา ถา้มีการกระตุน้จากส่ิงเร้าต่าง ๆ แต่จะท างาน
ได้หรือไม่นั้ น ต้องมีการทดสอบ หรือมีการศึกษาด้าน Proteomic เพื่อศึกษาถึงการท างานของ      
เพบ็ไทดเ์หล่าน้ีต่อไป  

จากการศึกษาในคร้ังน้ีได้แสดงให้เห็นว่าการใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน และแบคทีเรีย       
โปรไบโอติก สามารถส่งเสริมสุขภาพในกุ้งท่ีเล้ียงได้ ถึงแมว้่าในแต่ละชุดทดลองการแสดงออก
ของยีนไม่มีความแตกต่างกบักลุ่มควบคุม ซ่ึงให้ผลไม่สอดคลอ้งกบัการทดลองในห้องปฏิบติัการ 
เป็นไปได้ว่าการเล้ียงในบ่อดินมีปัจจยัต่าง ๆ มากมาย ท่ีเป็นตวัก าหนดภาวะสุขภาพของสัตวน์ ้ า 
รวมทั้งอีกทั้งกุง้มีระบบภูมิคุม้กนัไม่จ  าเพาะ การท่ีกุง้มีการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาในระหว่าง
การเล้ียง ตลอดระยะเวลาท่ี 100 วนั การจดัการฟาร์มในรูปแบบต่าง ๆ ในระหวา่งการเล้ียง อาจมีผล
ต่อระดับ antimicrobial peptide ชนิดต่าง ๆ ได้ ดังนั้ นการใช้โปรไบโอติกแต่ละชนิด ส่ิงท่ีต้อง
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ค านึงถึงคือ งบประมาณ ความสะดวกในการใช ้วตัถุดิบในทอ้งถ่ินนั้น ๆ ดว้ย แต่อยา่งไรก็ตามตอ้ง
ระวงัการปนเป้ือนจากแบคทีเรียตวัอ่ืนท่ีจะเกิดข้ึนจากการหมกั ดงันั้นจึงตอ้งมีการควบคุมพีเอชให้
อยูใ่นช่วง 3.8-4.0 เท่านั้น 
  

5. สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลการวจิัย 

1. การใช้สารกระตุ้นภูมิคุม้กันในระดับฟาร์ม 1 ม้ือ/ สัปดาห์ ยงัให้ผลท่ีไม่ชัดเจน ไม่มี
ความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม แต่พบวา่กุง้ท่ีไดรั้บสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัและแบคทีเรียโปรไบโอติก
มีความตา้นทานเช้ือไดดี้วา่กุง้ในบ่อควบคุม 

2. การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั ตอ้งมีการใชอ้ยา่งต่อเน่ือง จึงจะส่งผลต่อประสิทธิภาพใน
การกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกุง้ได ้

3.  การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั และแบคทีเรียโปรไบโอติก ควรพิจารณาถึงตน้ทุนการผลิต  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 1. การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนัเป็นวธีิการหน่ึงในการจดัการสุขภาพ การเพาะเล้ียงกุง้ตอ้ง
อาศยัความเอาใจใส่ตลอดระยะเวลาเล้ียง 
 2. ผลการทดลองในคร้ังน้ีถูกทดลองในกุง้ขาว ท่ีเล้ียงในความเคม็ 15 ppt อุณหภูมิเฉล่ียอยู่
ในช่วง 25-27 ๐C มีการจดัการฟาร์ม และคุณภาพน ้า เพื่อใหกุ้ง้ไดผ้ลผลิต และมีการเสริมเซลลย์สีต ์
และแบคทีเรียโปรไบโอติก สัปดาห์ละ 1 ม้ือ เท่านั้น และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 100 วนั กุง้มี
น ้าหนกัเฉล่ีย 21 กรัม เม่ือมีการทดลองในเง่ือนไขอ่ืน ๆ การแสดงออกของยนี antimicrobial 
peptide อาจเปล่ียนแปลงไป 
 

6. ผลผลติ  
 - ผลงานตีพมิพ์ในวารสารระดับชาติ: อยู่ในระหว่างการด าเนินงาน 
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขท่ีโครงการระบบบริหารงานวจิยั 2557A10802191  สัญญาเลขท่ี 2/2558 

โครงการวจิยัประเภทงบประมาณเงินรายไดจ้ากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผน่ดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 

มหาวทิยาลยับูรพา 
ช่ือโครงการ “การศึกษาการแสดงออกของเปปไทด์ตา้นจุลชีพในกุง้ท่ี ภายหลงัการใชโ้ปรไบโอติก 
และสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัชนิดต่าง ๆ” 
ช่ือหวัหนา้โครงการวจิยัผูรั้บทุน   ดร. มลฤดี  สนธิ   
รายงานในช่วงตั้งแต่วนัท่ี   ตุลาคม พ.ศ. 2557        ถึง กนัยายน พ.ศ. 2558 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี ตั้งแต่วนัที  1 ตุลาคม พ.ศ. 2557 
      รายรับ 
จ านวนเงินท่ีไดรั้บ 
งวดท่ี 1 (50%)   345,000   เม่ือ  กุมภาพนัธ์ 2558 
งวดท่ี 2 (40%)   276,000   เม่ือ  มิถุนายน 2558 
งวดท่ี 3 (10%)   69,000   เม่ือ   กนัยายน 2559 
  รวม  690,000  บาท 
      รายจ่าย 

รายการ งบประมาณท่ีตั้งไว ้ งบประมาณท่ีใชจ้ริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 69,000 69,000 0 
2. ค่าจา้ง 114,000 114,000 0 
3. ค่าสารเคมี วสัดุ
ส้ินเปลือง 

358,000 358,000 0 

4. ค่าใชส้อย และวสัดุ
ต่าง ๆ 

60,000 60,000 0 

5. ค่าไฟฟ้าในบอ่เล้ียง 20,000 20,000 0 
6. ค่าสาธารณูปโภค  69,000 69,000 0 

รวม 690,000 690,000 0 
  

(………………………………………………..) 
                                                                  ลงนามหวัหนา้โครงการวิจยัผูรั้บทุน 
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ภาคผนวก ก 
ลกัษณะโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1  และตวัอย่างการค านวณข้อมูล 

 โดยวธิีการของ Livak (2-∆∆Cq) 
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ภาคผนวก ค 
ลกัษณะโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1  และตัวอย่างการค านวณข้อมูล 

 โดยวธีิการของ Livak (2-∆∆Cq) 

 
ภาพที ่ก-1  LightCycler®96 SW1.1 

 

 
 

ภาพที ่ก-2 กราฟแสดงจ านวนของ product ท่ีเกิดจากการส่งสัญญาณของ SYBR Green I dye เม่ือมี
การเพิ่มของ product (รูป S shape) ซ่ึงจะเปิดแสดงบนโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1       
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ภาพที ่ก-3 กราฟแสดงอุณหภูมิท่ีเป็น melting peaks ของ PCR product แต่ละตวั ซ่ึงจะเปิดแสดงบน
โปรแกรม LightCycler®96 SW1.1     

 
ภาพที ่ก-4 แสดงค่า Cq ในโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1 
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ตารางที ่ก-1 การค านวณขอ้มูลจากโปรแกรม LightCycler®96 SW1.1 โดยวธีิการของ Livak  
                    (2-∆∆Cq) 
 

 
 
                  วธีิการค านวณ 
                  (1)  ∆cq = Cq of Penaeidin – Cq of beta actin (gene reference) 
(ค่า Cq มาจาก โปรแกรม LightCycler®96 SW1.1) 
                   (2)  ∆∆cq  = ∆cq –  mean  ∆cq of control 
                   (3)  จากนั้นค านวณโดยสูตร 2-∆∆cq 

                   (4)  น าค่าเฉล่ียแต่ละ pool ของแต่ละชุดการทดลองมาหาค่าเฉล่ีย (Each pool-mean) 
และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน(SD)  
                   (5)  น าค่าเฉล่ียของทุก pool ในชุดการทดลองเดียวกนัมาหาค่าเฉล่ีย(Pool-Mean) และค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐาน(SD) จากนั้นใชค้่าสุดทา้ยไปพลอตกราฟ เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีท่ี
ตอ้งการศึกษา  
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