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 การพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วย
Development of ELISA for Quantifying Hemocyanin in Hemolymph 

of Banana Shrimp (Fenneropenaeus merguiensis)

บทคัดย่อ
	 ฮีโมไซยานินเป็นโปรตีนท่ีมีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบ	พบมากในฮีโมลิมฟ์ของมอลลัส	และอาร์โธรพอด	ฮีโมไซยานิน
ถูกพบเป็นสารตั้งต้นของสายเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา	 และถูกเปลี่ยนไปเป็นเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสโดยการกระตุ้นด้วย
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต	(Sodium	dodecyl	sulphate,	SDS)	เน่ืองจากเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีบทบาทสำาคัญในระบบภูมิคุ้มกัน
ของครัสเตเชียน	ดังน้ันฮีโมไซยานินน่าจะมีบทบาทเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันด้วย	ในงานวิจัยน้ีได้ทำาบริสุทธิ์ฮีโมไซยานินจาก
ฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยด้วยวิธีอัลตราเซนตริฟิวจ์และโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิส	(PAGE)	แบบเตรียม	ฮีโมไซยานิน
บริสุทธ์ปรากฏโปรตีน	1	แถบ	ใน	PAGE	แบบไม่แปลงสภาพ	และมีหน่วยย่อย	2	ขนาดคือ	75	และ	79.4	kDa	ใน	SDS-PAGE	
แอนติบอดีที่ได้สังเคราะห์ต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในกระต่าย	 พบว่ามีความจำาเพาะสูงต่อฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์และถูกใช้ใน
การพัฒนาเทคนิค	ELISA	 	 ให้มีความไวสูง	 โดยสามารถวัดฮีโมไซยานินที่มีปริมาณต่ำาถึง	 10	 นาโนกรัมได้	 จากการวิเคราะห์
โดยวิธี	ELISA	พบปริมาณฮีโมไซยานินคิดเป็น	85.67%	ของโปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยปกติ	และเม่ือฉีดกุ้งด้วย
แบคทีเรียก่อโรค	พบว่าฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์มีปริมาณเพิ่มขึ้นจนมีค่าสูงสุดที่	12	ชั่วโมง	หลังการฉีด	บ่งชี้ว่าฮีโมไซยานินถูก
กระตุ้นให้มีปริมาณเพิ่มขึ้นและอาจเก่ียวข้องในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งเพื่อตอบสนองต่อแบคทีเรียก่อโรค
คำาสำาคัญ : ฮีโมไซยานิน	ฟีนอลออกซิเดส	กุ้งแชบ๊วย	ระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง

Abstract

	 Hemocyanin	(HC)	is	a	copper-binding	protein	that	represents	as	a	main	protein	in	hemolymph	
of	mollusks	and	arthropods.	HC	is	found	to	be	a	precursor	of	antifungal	peptide	and	converted	to	be	a	
phenoloxidase-like	enzyme	by	sodium	dodecyl	sulphate	(SDS)	treatment.	As	phenoloxidase	plays	important	
roles	in	immune	response	of	crustaceans,	suggests	that	HC	may	also	be	involved	in	the	immune	system.	
In	this	study,	HC	was	purified	from	the	hemolymph	of	Fenneropenaeus merguiensis	by	ultracentrifugation	
and	subsequently	by	preparative	polyacrylamide	gel	electrophoresis	(PAGE).	Purified	HC	showed	a	single	
protein	band	in	non-denaturing	PAGE	and	two	bands	of	75	and	79.4	kDa	in	SDS-PAGE.	Anti-HC	antibody	
raised	in	a	rabbit	against	purified	HC,	was	highly	specific	to	HC	in	the	hemolymph	and	used	to	develop	
an	enzyme	linked	immunosorbent	assay	(ELISA).	Due	to	the	development,	the	sensitive	ELISA	was	able	to	
quantify	HC	content	as	low	as	10	ng	per	assay.	By	ELISA	analysis,	HC	content	was	85.67%	of	total	protein	
in	the	hemolymph	of	normal	banana	shrimps.	Moreover,	HC	levels	in	the	hemolymph	of	bacterial	injected
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shrimps,	were	increased	and	reached	the	highest	at	12	h	post-injection.	These	results	indicate	that	HC	is	
inducible	and	may	be	involved	in	shrimp	immune	response	to	pathogenic	bacteria.
Keywords : Hemocyanin,	phenoloxidase,	Fenneropenaeus merguiensis,	shrimp	immunity

บทนำา
	 อาหารทะเลโดยเฉพาะกุ้งเป็นที่นิยมบริโภคทั้งภายในและต่างประเทศอย่างต่อเน่ือง	 เน่ืองจากกุ้งมีรสชาติดี	 มีคุณค่า
ทางโภชนาการสูง	และมีไขมันต่ำา	 (ประจวบ	หลำาอุบล,	2531)	ทำาให้อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้งทะเลสามารถทำารายได้ให้แก่
ประเทศไทยเป็นอย่างมาก	 ประเทศไทยได้มีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงจนสามารถเล้ียงกุ้งในระบบหนาแน่นได้	 ที่ผ่านมา	
กุ้งที่นิยมเพาะเล้ียงคือกุ้งกุลาดำา	 (Black	 tiger	 shrimp,	 Penaeus monodon)	 แต่จากการประสบปัญหาการขาดแคลนพ่อ
แม่พันธุ์กุ้งที่แข็งแรงเพื่อใช้ในการเพาะฟักลูกกุ้ง	ทำาให้ต้นทุนในการเล้ียงกุ้งกุลาดำาสูงขึ้น	 รวมทั้งกุ้งกุลาดำามีการติดโรคจากเชื้อ
ไวรัส	 (Virus)	อย่างรุนแรง	ทำาให้เกษตรกรหันมาทดลองเพาะเล้ียงกุ้งขาว	 (White	shrimp,	Litopenaeus vannamei)	 กัน
อย่างกว้างขวาง	 ซึ่งต้องนำาเข้าพ่อแม่พันธุ์จากต่างประเทศทำาให้ต้นทุนสูงและกุ้งขาวที่นำาเข้าอาจเป็นพาหะนำาโรคต่างๆ	 ปัจจุบัน	
มีรายงานการเกิดโรคตายด่วน	 (Early	mortality	 syndrome,	 EMS)	 ระบาดในกุ้งขาวที่เพาะเล้ียงรวมทั้งในประเทศไทย	 ซึ่ง
ยังไม่มีรายงานของสาเหตุโรคที่แน่ชัด	 แต่ก่อปัญหาต่อการเพาะเล้ียงกุ้งขาวเป็นอย่างมาก	 กุ้งแชบ๊วย	 (Banana	 shrimp,							
Fenneropenaeus merguiensis)	จึงอาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุ้ง	เน่ืองจากมีข้อได้เปรียบเรื่อง
ต้นทุนการผลิตลูกกุ้ง	 เพราะกุ้งแชบ๊วยสามารถเจริญพันธ์ุได้รวดเร็วและสามารถใช้พ่อแม่พันธ์ุท่ีเล้ียงในบ่อดินในการผลิตลูกกุ้งได้	
(สุพจน์	 จึงแย้มปิ่น	 และชัยรัตน์	 พุ่มช่วย,	 2543)	 หากสามารถเล้ียงกุ้งแชบ๊วยให้ได้ขนาดที่ต้องการของตลาดจะมีราคาสูงกว่า
กุ้งกุลาดำาที่มีขนาดเท่ากัน	 (เมธี	 วัฒนสิงห์,	 2543)	 นอกจากน้ีกุ้งแชบ๊วยเป็นกุ้งท้องถ่ินประเทศไทยจึงน่าจะทนต่อการเกิดโรค
ระบาดได้ดีกว่ากุ้งขาว	 แต่ในการเพาะเล้ียงกุ้งระบบหนาแน่นทำาให้กุ้งเครียดและอ่อนแอ	 ทำาให้มีปัญหาที่หลีกเล่ียงได้ยากคือ
การติดเชื้อก่อโรคในกุ้ง	 แบคทีเรียก่อโรคที่พบมากในไทยคือ	 Vibrio harveyi	 	 ซึ่งเม่ือกุ้งได้รับเชื้อน้ีจะเกิดเป็นโรคเรืองแสง
ทำาให้กุ้งตาย	การศึกษาโปรตีนที่มีบทบาทในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง	จึงเป็นส่ิงสำาคัญต่อการเพาะเล้ียง
	 กุ้งเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในกลุ่มครัสเตเชียน	 (Crustacean)	 มีระบบไหลเวียนเลือดที่เรียกว่า	 ฮีโมลิมฟ์	
(Hemolymph)	 เป็นแบบเปิด	 และมีการป้องกันตนเองโดยอาศัยระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กำาเนิด	 (Innate	 immunity)	 ซึ่ง
มีสองระบบคือภูมิคุ้มกันแบบอาศัยเซลล์	 (Cellular	 immunity)	 ซึ่งมักใช้เซลล์เม็ดเลือดฮีโมไซท์	 (Hemocyte)	 ในการกำาจัด
จุลินทรีย์บุกรุก	โดยอาศัยกระบวนการกลืนกินเซลล์แบบฟาโกไซโทซิส	(Phagocytosis)	การเกิดโนดูล	(Nodule	formation)	
และการกักล้อมส่ิงแปลกปลอม	 (Encapsulation)	 เม่ือมีจุลินทรีย์บุกรุกจะมีการสลายกรานูล	 (Granule)	 ในเซลล์ฮีโมไซท์นำาไปสู่
การหล่ังสารท่ีเป็นองค์ประกอบของระบบโปรฟีนอลออกซิเดส	(Prophenoloxidase	system)	ท่ีสามารถเปล่ียนโปรฟีนอลออกซิเดส
ไปเป็นเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส	(Phenoloxidase)	ที่แอคทีฟ	 (Aspan	&	Söderhäll,	1991;	Aspan	 ,	Huang,	Cerenius	
&	 Söderhäll,	 1995)	 และมีความสำาคัญในการสังเคราะห์เมลานิน	 (Melanin)	 ซึ่งทำาหน้าที่ยับย้ังหรือป้องกันการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียบุกรุกได้	 (Söderhäll	 &	Cerenius,	 1998)	 	 อีกระบบคือภูมิคุ้มกันแบบอาศัยสารน้ำา	 (Humoral	 immunity)	
ท่ีประกอบด้วยโปรตีนและเอนไซม์ต่างๆ	 ซ่ึงในสภาวะปกติจะมีปริมาณน้อยมาก	 โดยจะถูกหล่ังออกมามีปริมาณเพ่ิมข้ึนในฮีโมลิมฟ์
เม่ือสัตว์เกิดการติดเชื้อ
	 ในฮีโมลิมฟ์ของครัสเตเชียน	มีโปรตีนหลายชนิดที่ทำาหน้าที่เกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันตนเอง	ซึ่งมีรายงานว่า	
80-95%	 ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ์เป็นโปรตีนฮีโมไซยานิน	 (Hemocyanin)	 (Adachi,	 Endo,	Watanabe,	 Nishioka	&	
Hirata	2005;	Van	Holde	&	Miller,	1995)	ที่มีคอปเปอร์	(Cu,	copper)		เป็นองค์ประกอบ	มีหลายหน่วยย่อย	(Subunit)
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ถูกสังเคราะห์จากตับ	(Hepatopancreas)	(Spindler,	Hennecke	&	Gellissen	1992)	และทำาหน้าที่หลากหลาย	เช่น	ขนส่ง
ออกซิเจน	(Van	Holde	&	Miller,	1995)	เป็นตัวปรับแรงดันในฮีโมลิมฟ์	(Paul	&	Pirow,	1998)	ขนส่งฮอร์โมนลอกคราบ	
Ecdysone	(Jaenicke,	Foll	&	Decker	1999)	หรือเป็นสารต้ังต้นของสายเปปไทด์ท่ีมีฤทธ์ิต้านเช้ือราได้	(Destoumieux-Garzon	
et	al.,	2001)		ฮีโมไซยานินของกุ้ง	Penaeus japonicus		ถูกกระตุ้นด้วย	Sodium	dodecyl	sulphate	(SDS)	หรือเอนไซม์ทริปซิน
(Trypsin)	 ให้มีแอคทิวิที	 (Activity)	 ของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสเหมือนกับเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสที่พบในเซลล์ฮีโมไซท์	
(Adachi,	Hirata,	Nagai	&	Sakaguchi	2001)	จากคุณสมบัติของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสที่มีบทบาทเก่ียวข้องกับกลไกการ
ป้องกันตนเองของครัสเตเชียน		บ่งชี้ว่าฮีโมไซยานินก็น่าจะเป็นโปรตีนหนึ่งที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันตนเอง
ของครัสเตเชียนเช่นกัน	แต่เนื่องจากยังไม่เคยมีการศึกษาฮีโมไซยานินในกุ้งแชบ๊วยมาก่อน	ตลอดจนการศึกษาบทบาทของ
ฮีโมไซยานินที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันตนเองในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนยังมีน้อย			และเนื่องจากฮีโมไซยานินเป็นโปรตีนที่ไม่มี
แอทิวิทีเช่นเอนไซม์อ่ืนๆ		ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะพัฒนาวิธี	ELISA	ให้มีความจำาเพาะและมีความไว	(Sensitive)	เพื่อใช้ใน
การวิเคราะห์ปริมาณฮีโมไซยานิน	 โดยการทำาให้ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วย	 เพื่อนำาไปใช้ในการสังเคราะห์
แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	 แล้วนำาแอนติบอดีน้ีไปพัฒนาเทคนิค	 ELISA	 เพื่อใช้หาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์
ของกุ้งแชบ๊วยปกติหรือกุ้งที่ถูกเหน่ียวนำาด้วยจุลินทรีย์ก่อโรค	โดยงานวิจัยน้ีเลือก	V. harveyi		เป็นตัวแทนของแบคทีเรียก่อ
โรคกุ้ง		เน่ืองจากผลการศึกษาเบื้องต้น	คณะผู้วิจัยพบว่ากุ้งแชบ๊วยมีการตอบสนองต่อการติดเชื้อก่อโรค	V. harveyi		ดีกว่า
เชื้อ	Vibrio	ชนิดอ่ืนๆ	ถึงแม้ว่าความรู้เบื้องต้นจากงานวิจัยน้ียังไม่สามารถนำาไปแก้ปัญหาการติดโรคกุ้งโดยตรงได้	แต่เป็นการ
เตรียมความพร้อมด้านข้อมูลพื้นฐานนำาไปสู่การวิจัยระดับลึกเก่ียวกับกลไกการป้องกันตนเองต่อเชื้อก่อโรคในกุ้งพีเนียดต่อไป

วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	 1.	เพ่ือทำาให้ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยและนำาไปใช้สังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิใน
กระต่าย
	 2.	 เพ่ือพัฒนาเทคนิค	ELISA	 เพ่ือใช้หาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยปกติและกุ้งท่ีฉีดด้วย	แบคทีเรีย
ก่อโรค
 

ระเบียบวิธีวิจัย
 1. กุ้งตัวอย่าง
	 กุ้งที่ใช้ศึกษาคือ	 กุ้งแชบ๊วยเพศผู้	ที่มีน้ำาหนักประมาณ	20-30	กรัม	ไม่อยู่ในระยะลอกคราบ	จับจากทะเลอันดามัน	
นำามาเล้ียงในถังพลาสติกขนาด	 100	 ลิตร	 โดยให้อาหารเม็ดทุก	 8	 ชั่วโมง	 ที่ภาควิชาชีวเคมี	 คณะวิทยาศาสตร์	 มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร์
 2. การเตรียมตัวอย่างฮีโมลิมฟ์จากกุ้งแชบ๊วย
	 ดูดเลือดจากกุ้งแชบ๊วยด้วยกระบอกฉีดยาขนาด	5	มิลลิลิตร	ที่มีเข็มขนาด	24G	ความยาว	1	นิ้ว	จากบริเวณขา
เดินคู่ที่	3	เก็บเลือดที่อุณหภูมิ	4	๐C	จากน้ันนำาไปเซนตริฟิวจ์	(Centrifuge)	ที่ความเร็ว	800	x	g	ที่อุณหภูมิ	4	๐C	นาน	5	นาที	
นำาส่วนใสหรือซีรัม	 (Serum)	 หรือในที่นี้เรียกฮีโมลิมฟ์	 ไปเก็บที่อุณหภูมิ	 -20	 ๐C	 เพื่อใช้ในการแยกฮีโมไซยานินหรือวัดหา
ปริมาณต่อไป
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 3. การทำาบริสุทธิ์ฮีโมไซยานินจากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วย
	 นำาฮีโมลิมฟ์ที่เตรียมได้จากข้อ	 2.	 หลอดละ	 10	 มิลลิลิตร	 ไปเซนตริฟิวจ์ในเครื่องอัลตราเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว	
200,000	x	g	ที่อุณหภูมิ	4	๐C	นาน	4	ชั่วโมง	(Adachi,	Hirata,	Nagai	&	Sakaguchi	2001)	จากน้ันดูดสารละลายจากส่วน
บนเป็นส่วนๆ	หลอดละ	0.8	มิลลิลิตร	ส่วนตะกอนละลายด้วย	10	mM	Tris-HCl,	pH	7.8	-	5	mM	MgCl2	-	5	mM	CaCl2 
นำาสารละลายแต่ละหลอดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน	340	นาโนเมตร	(วัดโปรตีนที่มีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบ)	
และหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ	Bradford	(1976)	นำาสารละลายหลอดที่มีฮีโมไซยานิน	(ค่า	A340	สูง)	ไปทำาบริสุทธิ์ต่อด้วย
วิธี	 preparative	 PAGE	 โดยการแยกสารละลายฮีโมไซยานินด้วยโพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไม่แปลงสภาพ	
(Non-denaturing	PAGE)	(Davis,	1964)	ตัดเฉพาะแถบโปรตีนที่เป็นฮีโมไซยานิน	แล้วชะโปรตีนออกจากชิ้นเจลด้วยเครื่อง
อิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแนวนอน	 สารละลายที่ชะได้นำาไปทำาให้เข้มข้น	 และทดสอบความบริสุทธิ์ของฮีโมไซยานินที่แยกได้ด้วย
การทำา	Non-denaturing	PAGE
 4. การสังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในกระต่าย
	 สังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิในกระต่ายขาว	ตาแดง	ดังน้ี	สัปดาห์ท่ี	1	และ	2		ฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิ
สัปดาห์ละ	 20	 ไมโครกรัม	ผสมกับ	Freund’s	 complete	 adjuvant	และอีก	 2	 สัปดาห์ต่อมา	 ฉีดฮีโมไซยานิน	 20	 ไมโครกรัม	
ผสมกับ	Freund’s	incomplete	adjuvant	หลังการฉีดคร้ังสุดท้าย	2	สัปดาห์	เจาะเลือดกระต่ายจำานวนมาก	ปล่อยให้เลือดแข็ง
ตัวท่ี	4	๐C	นาน	1	คืน	หลังการเซนตริฟิวจ์นำาซีรัมไปตกตะกอนด้วยเกลือ	Ammonium	sulphate	ท่ีความอ่ิมตัว	50%	แล้วแยก
แอนติบอดีต่อด้วยคอลัมน์	DEAE-Sephacel	(Auttarat,	Phiriyangkul	&	Utarabhand,	2006;	Wallace,	1965)	ทดสอบการ
มีแอนติบอดีด้วยวิธี	Ouchterlony	double	immunodiffusion	ตามวิธีของ	Ouchterlony	(1956)	และทดสอบความจำาเพาะของ
แอนติบอดีด้วยวิธี	SDS-PAGE	(Laemmli,	1970)	และ	Western	blot	(Auttarat,	Phiriyangkul	&	Utarabhand,	2006)		
 5. การพัฒนาวิธี ELISA และการหาปริมาณฮีโมไซยานิน
	 การวัดปริมาณฮีโมไซยานินโดย	 ELISA	 มีการใช้แอนติบอดี	 2	 ชนิด	 คือ	 แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิของกุ้ง
แชบ๊วย	(1oAb)	และแอนติบอดีต่อ	IgG	ของกระต่ายซึ่งยึดติดกับเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส	(2oAb)	
  5.1 การหาภาวะที่เหมาะสมในการทำา ELISA
	 	 การวิเคราะห์ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ด้วยวิธี	ELISA	ต้องอาศัยหลายปัจจัยในการทำา	ได้แก่	การ
ใช้ปริมาณแอนติบอดีที่เหมาะสม	การหา	pH	ที่เหมาะสมในช่วง	9	-	11.2	ของการเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลท	และการใช้ความ
เข้มข้นของฮีโมลิมฟ์ท่ีเหมาะสมในการทำา	ELISA		ซ่ึงทำาการทดลองโดยดัดแปลงวิธีของ	Rittidach	(2006)		ดังน้ี	ใช้ฮีโมไซยานิน
บริสุทธ์ิปริมาณ	800	นาโนกรัม	ท่ีเตรียมในบัฟเฟอร์เคลือบ		(50	mM	Na2CO3,	pH	9.6)	เคลือบผิวเพลทหรือไมโครไตเตอร์เพลท	
(Microtiter	plate)	บ่มที่อุณหภูมิ	4	๐C	อย่างน้อย	12	ชั่วโมง	จากน้ันล้างเพลทด้วยบัฟเฟอร์ล้าง	(50	mM	Potassium	phos-
phate	buffer,	pH	7.4	-	0.05%	Tween	20)	ปริมาตร	200	ไมโครลิตร	ล้างซ้ำา	3	ครั้ง	จากน้ันเติมบัฟเฟอร์ขัดขวาง	(0.1	M	
Potassium	phosphate	buffer,	pH	7.4	-	5%	skim	milk	-	0.05%	Tween	20)	ปริมาตร	200	ไมโครลิตร		บ่มที่อุณหภูมิ
ห้อง	เป็นเวลา	2	ชั่วโมง	ล้างออกด้วยบัฟเฟอร์ล้าง	3	ครั้ง	แล้วเติม	1oAb	ที่เจือจางด้วยความเข้มข้นต่างๆ	กัน	ปริมาตร	150	
ไมโครลิตร	บ่มที่อุณหภูมิห้อง	 1	 ชั่วโมง	 ล้างออกด้วยบัฟเฟอร์ล้าง	 3	 ครั้ง	 เติมสารละลาย	 2oAb	ที่เจือจางด้วยความเข้มข้น
ต่างๆ	กัน	ปริมาตร	150	ไมโครลิตร	บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน	1	ช่ัวโมง	ล้างด้วยบัฟเฟอร์	3	คร้ัง	เติมสารละลาย	OPD	(0.4	mg/ml	
O-phenylenediamine	ใน	50	mM	citrate	buffer,	pH	5)	 ท่ีมี	0.01%	H2O2		ปริมาตร	150	ไมโครลิตร	บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง	
เป็นเวลา	 30	 นาที	 หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม	 2	 M	 H2SO4	 ปริมาตร	 50	 ไมโครลิตร	 จากน้ันนำาไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน	492	นาโนเมตร	(A492)	ด้วยเครื่อง	ELISA	Reader
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  5.2 การหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ด้วยวิธี ELISA
	 	 จากผลการทดลองข้อ	 5.1	 นำามาใช้หาปริมาณฮีโมไซยานินด้วยวิธี	 ELISA	 ดังน้ี	 ใช้ฮีโมลิมฟ์ที่เจือจาง	
1:200	เท่า	ด้วยบัฟเฟอร์เคลือบที่มี	pH	ที่เหมาะสมคือ	pH	10.5	นำาไปเคลือบผิวเพลทแต่ละหลุม	จากน้ันทำาการทดลองตามวิธี
ข้อ	5.1	ต่อไป	โดยใช้	1oAb	และ	2oAb	ที่เจือจาง	1:2,000	และ	1:25,000	เท่า	ตามลำาดับ	ในการทำา	ELISA	นำาค่าแอคทิวิทีของ
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่วัดได้			ไปคำานวณหาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ได้โดยการเทียบกับกราฟมาตรฐานฮีโมไซยานิน
บริสุทธิ์	ซึ่งทำาในทำานองเดียวกัน	แต่ใช้ปริมาณฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในช่วง	5	-	69	ไมโครกรัมเคลือบผิวเพลทแทนฮีโมลิมฟ์	
 6. การศึกษาผลของการฉีด V. harveyi ต่อระดับฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วย
	 คัดเลือกกุ้งแชบ๊วยที่มีขนาดใกล้เคียงกัน	น้ำาหนักประมาณตัวละ	20	กรัม	เล้ียงในถังพลาสติก	ถังละ	4-5	ตัว	จากน้ัน
นำาเชื้อ	V. harveyi	(5x108	cells/ml)		ปริมาตร	100	ไมโครลิตร	ฉีดกุ้งที่บริเวณกล้ามเน้ือโคนหาง	สำาหรับกุ้งที่เป็นกลุ่มควบคุม
ฉีดด้วยน้ำาเกลือ	 (0.85%	NaCl,	 saline)	 ปริมาตรเท่ากัน	 จากน้ันนำากุ้งไปเล้ียงต่อตามปกติ	 ดูดเลือดจากกุ้งแต่ละตัวที่ถูกฉีด
ด้วยเช้ือหรือจากกลุ่มควบคุมท่ีเวลา	0,	6,	12,	18	และ	24	ช่ัวโมง	นำาไปเตรียมฮีโมลิมฟ์ตามวิธีการข้อ	2	แล้วหาปริมาณฮีโมไซยานิน
ด้วยวิธี	ELISA

ผลการวิจัย
 1. การทำาให้ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์
	 จากการแยกฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยด้วยการทำาอัลตราเซนตริฟิวจ์	 แล้วเก็บสารละลายเป็นส่วนๆ	 และนำาไปหาปริมาณ
โปรตีนและวัดค่า	A340	ของคอปเปอร์	พบว่าสารละลายหลอดท่ี	13	มีปริมาณโปรตีน	(ภาพท่ี		1)	และค่า	A340	มากสุด	บ่งชี้ว่า
สารละลายหลอดที่	 13	 มีปริมาณฮีโมไซยานินมากกว่าสารละลายหลอดอ่ืนๆ	 เม่ือนำาสารละลายหลอดที่	 13	 ไปแยกต่อโดยวิธี	
Preparative	PAGE	พบว่าสารละลายที่แยกได้ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวเม่ือย้อมแบบซิลเวอร์	(ภาพที่		2A	แถวที่	4)	บ่ง
ชี้ว่าการทำา	Preparative	PAGE	สามารถแยกฮีโมไซยานินได้บริสุทธิ์	และปรากฏแถบโปรตีน	2	แถบ	ที่มีมวลโมเลกุล	75	และ	
79.4	kDa	(ภาพที่		2B	แถวที่	4)	เม่ือวิเคราะห์โดยวิธี	SDS-PAGE	บ่งชี้ว่าฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ประกอบด้วยหน่วยย่อย	2	ขนาด

ภาพที่  1	การแยกฮีโมไซยานินจากฮีโมลิมฟ์โดยการทำาอัลตราเซนตริฟิวจ์

 2. การสังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์
	 จากการฉีดกระต่ายเพื่อกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีด้วยฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	 และทดสอบการมีแอนติบอดีโดยวิธี	
Ouchterlony	double	immunodiffusion	พบว่ากระต่ายเริ่มสังเคราะห์แอนติบอดีหลังการฉีดสัปดาห์ที่	4	(ภาพที่		3	หลุม	C)	
และมีการสังเคราะห์เพิ่มมากขึ้นหลังการฉีดสัปดาห์ที่	5	และ	6	ตามลำาดับ	(ภาพที่		3	หลุม	D	และ	E)	ทั้งน้ีไม่พบแอนติบอดี
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ต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในซีรัมของกระต่ายก่อนการฉีดแอนติบอดี	 (ภาพที่	 	 3	 หลุม	 A)	 จะเห็นได้ว่ากระต่ายมีการสังเคราะห์
แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเม่ือถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจน	 เม่ือทดสอบความจำาเพาะของแอนติบอดีด้วยวิธี	SDS-
PAGE	และ	Western	blot	พบเฉพาะโปรตีน	2	แถบ	ของหน่วยย่อยของ	HC	 เท่าน้ันที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดี	บ่งชี้ว่า
แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์มีความจำาเพาะสูงเพราะเกิดปฏิกิริยากับเฉพาะฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	 (ภาพที่	 	 2C	 แถวที่	 4)	
และกับฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์เท่าน้ัน	โดยไม่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนชนิดอื่นๆ	ในฮีโมลิมฟ์	(ไม่ได้แสดงผลไว้)	หรือกับโปรตีน
มาตรฐาน	(ภาพที่		2C	แถวที่	1)

ภาพที่  2	แบบแผนโปรตีนของฮีโมไซยานินใน	Non-denaturing	PAGE	(A),	SDS-PAGE	(B)	และ	Western	blot	(C)	
แถวที่	1	โปรตีนมาตรฐาน	แถวที่	2	ฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วย	แถวที่	3	สารละลายหลอดที่	13	จากการทำาอัลตราเซนตริฟิวจ์	

และแถวที่	4	สารละลายโปรตีนจากการทำา	Preparative	PAGE

ภาพที่  3 การทำา	Ouchterlony	double	immunodiffusion	ของแอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในซีรัม
กระต่าย	หลุม	A	ซีรัมก่อนการฉีดแอนติบอดี	หลุม	B,	C,	D	และ	E	ซีรัมหลังฉีดฮีโมไซยานินบริสุทธิ์สัปดาห์ที่	2,	4,	5	และ	
6	ตามลำาดับ	หลุม	F	ซีรัมที่ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต	และหลุม	G	แอนติบอดีหลังผ่านคอลัมน์	DEAE-Sephacel

 3. การพัฒนาเทคนิค ELISA เพ่ือใช้วัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์
	 โดยท่ัวไปมีรายงานการเตรียมโปรตีนในบัฟเฟอร์เคลือบท่ี	pH	9.0	-	9.6	เพ่ือใช้เคลือบเพลท	(Auttarat,	Phiriyangkul	
&	Utarabhand,	2006)	แต่ในงานวิจัยน้ีพบว่าฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่เตรียมในบัฟเฟอร์เคลือบ	pH	9.0	และ	9.5	จับกับเพลท
ด้วยปริมาณน้อยมาก	ดังน้ันจึงลองใช้บัฟเฟอร์เคลือบที่	pH	10.0	-	11.2	พบว่าฮีโมไซยานินบริสุทธิ์จับกับเพลทได้มากขึ้นตาม	
pH	ที่เพิ่มขึ้น	(ภาพที่		4C)	ดังน้ันจึงเลือกใช้บัฟเฟอร์เคลือบช่วง	pH	กลางระหว่าง	10.0	-	11.2	คือใช้ที่	pH	10.5	ในการทำา	
ELISA	 เพื่อไม่ให้ฮีโมไซยานินอยู่ในบัฟเฟอร์ที่เป็นเบสมากเกินไป	 และยังสามารถจับกับเพลทได้ดี	 และจากการทดสอบ
ปัจจัยอื่นๆ		สรุปผลการทดลองการหาสภาวะที่เหมาะสมสำาหรับการวิเคราะห์ปริมาณฮีโมไซยานินด้วยวิธี	ELISA	เป็นดังนี้
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เจือจางฮีโมลิมฟ์ด้วยอัตราส่วน	 1:200	 ในบัฟเฟอร์เคลือบที่	 pH	 10.5	 และใช้	 1๐Ab	 และ	 2๐Ab	 ที่เจือจาง	 1:2,000	 และ	
1:25,000	เท่า	ตามลำาดับ	ดังแสดงผลในภาพที่		4	(A-D)
	 จากการทำากราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์เพื่อใช้ในการคำานวณหาปริมาณของฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์
ของกุ้งแชบ๊วยโดยวิธี	ELISA	พบค่า	A492	เพิ่มขึ้นเป็นเส้นตรงตามปริมาณของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ที่เพิ่มขึ้นในช่วง	10	-	69	
ไมโครกรัม	และมีค่า	Correlation	coefficient	R2	=	0.995	 (ภาพที่	 	5)	จากการใช้ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปริมาณน้อยคือที่	 5	
ไมโครกรัมต่อหลุม	จะให้ค่า	A492	ที่อยู่นอกกราฟมาตรฐาน	ดังน้ันจึงใช้ปริมาณฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในช่วง	10	-	69	ไมโครกรัม
ต่อหลุม	เป็นกราฟมาตรฐาน	(ภาพที่		5)	และควรใช้ตัวอย่างฮีโมลิมฟ์ที่มีปริมาณฮีโมไซยานินตั้งแต่	10	นาโนกรัม	หรือมากกว่า
ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี	ELISA	
	 จากการวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยปกติ	 6	 ตัวอย่าง	 โดยเจือจางฮีโมลิมฟ์ด้วยอัตราส่วน	 1:200	
และวิเคราะห์ด้วยวิธี	ELISA	พบว่าปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์มีค่าเฉล่ีย±ค่าผิดพลาดมาตรฐาน	เป็น	111.07±3.58	มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร	 ขณะท่ีโปรตีนท้ังหมดในฮีโมลิมฟ์มีค่าเฉล่ีย±ค่าผิดพลาดมาตรฐาน	 เป็น	 129.65±4.63	 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร	 ดังน้ัน			
ปริมาณฮีโมไซยานินท่ีหาได้ด้วยวิธี	ELISA	จึงคิดเป็น	85.67%	ของโปรตีนท้ังหมดในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยปกติ

ภาพที่ 4	การหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำา	ELISA	(A)	ปริมาณแอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	(1๐Ab)	(B)	ปริมาณ
แอนติบอดีต่อ	IgG	ของกระต่ายซึ่งยึดติดกับเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส	(2๐Ab)	(C)	pH	ที่เหมาะสมของ

การเคลือบฮีโมไซยานินกับเพลท	และ	(D)	การเจือจางตัวอย่างฮีโมลิมฟ์ที่เหมาะสม

ภาพที่  5	กราฟมาตรฐานของฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ในการวิเคราะห์โดยวิธี	ELISA
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 4. ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยที่ถูกฉีดด้วย V. harveyi

	 เม่ือวัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งที่ถูกฉีดด้วย	V. harveyi	 หรือกุ้งกลุ่มควบคุม	ที่เวลาต่างๆ	 ด้วยวิธี	
ELISA	พบว่าฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งที่ถูกฉีดด้วย	V. harveyi	 มีปริมาณเพิ่มขึ้นจากปริมาณ	ณ	ชั่วโมงที่	 0	 จนเพิ่ม
สูงสุดที่ชั่วโมง	12	แล้วมีค่าเริ่มลดลงตามลำาดับ	ณ	ชั่วโมงที่	18	และ	24	หลังการฉีด	ในขณะที่ฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ของกุ้ง
ชุดควบคุมมีปริมาณไม่แตกต่างกันในช่วง	0	-	24	ชั่วโมง	(ตารางที่	1)	จะเห็นว่าฮีโมไซยานินมีรูปแบบที่ตอบสนองต่อการฉีดเชื้อ	
V. harveyi ซึ่งบ่งชี้ว่าฮีโมไซยานินถูกกระตุ้นได้ด้วยเชื้อก่อโรคกุ้งและน่าจะมีบทบาทเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในกุ้ง

ตารางที่ 1	ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ที่เพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่	0	ของกุ้งที่ถูกฉีดด้วย	V. harveyi	ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี	ELISA

Time post-injection (hour)
Increment of HC content in the hemolymph (mg/ml)

V. harveyi injection Saline injection
0
6
12
18
24

0
4.2
6.4
2.9
2

0
1.2
0.4
0
0.4

อภิปรายผล
	 ในงานวิจัยน้ีได้ทำาให้ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ิจากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยโดยวิธีอัลตราเซนตริฟิวจ์	และ	Preparative	PAGE	
พบว่า	 ฮีโมไซยานินบริสุทธิ์ปรากฏโปรตีน	2	แถบ	ที่มีมวลโมเลกุล	79.4	และ	75	kDa	ใน	SDS-PAGE	ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ
หน่วยย่อยของฮีโมไซยานินของกุ้ง	P. japonicus	ที่มีมวลโมเลกุล	77	และ	67	kDa	(Adachi,	Hirata,	Nagai	&	Skaguchi,	
2001)	และกุ้งขาวที่มีมวลโมเลกุล	82	และ	75	kDa	(Figueroa-Soto,	De	la	Barca,	Vazquez-Moreno,	Higuera-Ciapara	
&	 Yepiz	 Plascencia,	 1997)	 จากการกระตุ้นให้กระต่ายสังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	 พบว่า	 แอนติบอดีที่
เตรียมได้มีความจำาเพาะสูงต่อฮีโมไซยานิน	โดยไม่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนอ่ืนๆ	และยังสามารถพัฒนาเทคนิค	ELISA	ที่มีความ
ไวสูง	 ซึ่งสามารถวัดปริมาณฮีโมไซยานินได้ต่ำาถึง	 10	 นาโนกรัม	 และใช้วัดปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ได้	 โดยเม่ือทำาการ
วัดตัวอย่างกุ้งแชบ๊วย	 6	 ตัวอย่าง	 พบว่ากุ้งแชบ๊วยมีปริมาณฮีโมไซยานินคิดเป็น	 85.67%	 ของโปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ์	 ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานในกุ้งขาว	(Cariolou	&	Flytzanis,	1993)	และในกุ้ง	P. japonicus	(Chen	&	Cheng,	1993)	ที่พบว่า	
80	-	95%	ของโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ของครัสเตเชียนเป็นฮีโมไซยานิน		เน่ืองจากยังไม่มีรายงานการศึกษาการตอบสนองของโปรตีน
ฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ต่อการติดเชื้อก่อโรคในกุ้งชนิดอ่ืนๆ	 แต่มีการศึกษาการแสดงออกระดับยีนของฮีโมไซยานินในตับของ
กุ้ง	Macrobrachium nipponense	ที่ฉีดด้วยเชื้อ	Aeromonas hydrophila	พบว่ามีการแสดงออกของยีนฮีโมไซยานินเพิ่ม
ขึ้น		ณ	ชั่วโมงที่	3	หลังการฉีด		(Wang,	Xia,	Liu,	Chen,	Yang	&	Ning,	2012)		ในขณะท่ียีน		ฮีโมไซยานินของกุ้งกุลาดำา
มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อถูกเหนี่ยวนำาด้วยเชื้อ	 V. harveyi (Somboonwiwat,	 Chaikeeraisak,	 Wang,	 Fang	 &	
Tassanakajon,	2010)	รวมท้ังยังพบว่าฮีโมไซยานินของกุ้งกุลาดำามีฤทธ์ิต้านไวรัสก่อโรคกุ้งชนิด	White	spot	syndrome	virus	
(Zhang,	Huang	&	Qin,	2004)		และจากรายงานที่พบเปปไทด์ด้านปลาย	C	ของฮีโมไซยานินมีปริมาณเพิ่มขึ้นในฮีโมลิมฟ์
ของกุ้งขาวตอบสนองต่อการฉีดกุ้งด้วยเชื้อก่อโรค	Vibrio alginolyticus	หรือ	Fusarium oxysporum	ณ	ชั่วโมงที่	3	และ
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เพิ่มสูงสุด	ณ	 ชั่วโมงที่	 6	 หลังการฉีด	 (Destoumieux-Garzon	 et	 al.,	 2001)	 ในงานวิจัยน้ีเม่ือวัดปริมาณฮีโมไซยานินของ
กุ้งแชบ๊วยที่ถูกฉีดด้วยเชื้อก่อโรค	V. harveyi	พบว่าฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์มีปริมาณเพิ่มขึ้น	ณ	ชั่วโมงที่	6	จนมีค่าสูงสุดที่	
12	ชั่วโมง	หลังการฉีด	จากผลงานวิจัยเหล่าน้ีบ่งชี้ว่าโปรตีนฮีโมไซยานินของกุ้งแชบ๊วยมีรูปแบบที่ตอบสนองต่อการฉีดเชื้อ	V. 

harveyi	สอดคล้องไปในทิศทางเดียวกับยีนฮีโมไซยานินของกุ้งอ่ืนๆ	ที่มีรายงานมาก่อน	ดังน้ันฮีโมไซยานินจึงเป็นโปรตีนหน่ึง
ที่อาจมีบทบาทเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในกุ้ง	ซึ่งควรมีการศึกษากลไกโดยละเอียดต่อไป

สรุป
	 งานวิจัยนี้สามารถทำาให้ฮีโมไซยานินบริสุทธ์จากฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยด้วยวิธีอัลตราเซนตริฟิวจ์และการทำา	
Preparative	PAGE	 ฮีโมไซยานินบริสุทธ์ปรากฏโปรตีน	 1	แถบ	 ใน	Non-denaturing	PAGE	และมีหน่วยย่อย	2	ขนาด
คือ	75	และ	79.4	kDa	ใน	SDS-PAGE	จากการสังเคราะห์แอนติบอดีต่อฮีโมไซยานินบริสุทธิ์	พบว่าแอนติบอดีมีความจำาเพาะ
สูงต่อฮีโมไซยานินและถูกใช้ในการพัฒนาเทคนิค	ELISA	 เพื่อใช้หาปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์ได้	 ซึ่งพบว่ามีปริมาณเป็น	
85.67%	ของโปรตีนทั้งหมดในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยปกติ	จากการฉีดกุ้งด้วย	V. harveyi	และวิเคราะห์ด้วยวิธี	ELISA	พบ
ปริมาณฮีโมไซยานินในฮีโมลิมฟ์เพิ่มสูงขึ้นที่	6	ชั่วโมง	และเพิ่มสูงสุดที่	12	ชั่วโมง	หลังการฉีด	จากน้ันมีค่าลดลง	บ่งชี้ว่าฮีโม
ไซยานินถูกกระตุ้นได้ด้วยเชื้อก่อโรคกุ้งและน่าจะมีบทบาทเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในกุ้ง	 ซึ่งควรมีการศึกษากลไกอย่าง
ละเอียดต่อไป	

ข้อเสนอแนะ
	 ควรมีการศึกษาการตอบสนองของยีนฮีโมไซยานินในกุ้งแชบ๊วยที่ถูกฉีดด้วย	V. harveyi 
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