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บทที่ 1 

บทนํา 

กุงทะเล โดยเฉพาะกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) เปนสัตวน้ําเศรษฐกิจที่มี
ความสําคัญที่สุดประเภทหนึ่งของประเทศไทยและเปนอาหารที่นิยมทั่วโลก ทั้งในเอเชีย ยุโรป 
และอเมริกา โดยประเทศไทยเปนผูนําดานการผลิตและสงออกกุงทะเลแชเยือกแข็งมากที่สุด
ติดตอกันมานานหลายปตั้งแตป พ.ศ.2534 เปนตนมา โดยมีปริมาณการสงออกในป 2549 
ประมาณ 338,410 เมตริกตัน มูลคา 86,720 ลานบาท(1) ซึ่งผลผลิตกุงจากประเทศไทยกวารอย
ละ 99 เปนผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงในฟารม(2) ทั้งน้ีเพราะประเทศไทยเปนประเทศที่มี
ศักยภาพในการเพาะเลี้ยงกุงทะเลสูง ประกอบกับมีสภาพแวดลอมที่เอ้ืออํานวยอันไดแก มี
ชายฝงทะเลและปาชายเลนที่อุดมสมบูรณ มีสภาพอากาศที่เหมาะสม มีพันธุกุงที่ดี มีวัตถุดิบที่
จะใชทําอาหารกุงที่เพียงพอและราคาถูก และมีแรงงานที่มีความรูความชํานาญ 

ตั้งแตปพ.ศ . 2545 สหภาพยุโรปไดกําหนดใชนโยบายซีโรทอเลอแรนซ (zero 
tolerance) หรือกฎสารตกคางเปนศูนย คือ ตองไมมีสารตกคางเลยสําหรับอาหารที่นําเขา จึง
สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงของไทย เน่ืองจากการเพาะเลี้ยงกุงในปจจุบัน
นิยมเลี้ยงแบบหนาแนนและกึ่งหนาแนน สงผลใหกุงเกิดสภาวะเครียดและเกิดโรคระบาดในกุง
ไดงาย เกษตรกรผูเพาะเลี้ยงกุงจึงแกปญหาโดยการผสมสารปฏิชีวนะในอาหารและน้ํากอนและ
ขณะเลี้ยงกุง โดยหวังวาจะสามารถฆาเชื้อแบคทีเรียที่เปนปญหาในบอเลี้ยง ชวยเพ่ิมอัตรารอด 
และชวยเพ่ิมนํ้าหนักของกุง แตผลเสียที่สําคัญคือ เกิดการตกคางของสารปฏิชีวนะในเนื้อกุง ทํา
ใหกุงจากประเทศไทยถูกกีดกันทางการคาจากตลาดตางประเทศ  

จากความเขมงวดในการตรวจสอบสารตกคางดังกลาว จึงมีแนวคิดที่จะใชจุลินทรียตอสู
กับจุลินทรียกอโรคเพ่ือทดแทนการใชสารปฏิชีวนะ ในรูปผลิตภัณฑจุลินทรียแบบตางๆ เชน 
ผลิตภัณฑจุลินทรียที่เพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายอินทรียสารตางๆ ในบอ ชวยปรับสภาพ
และควบคุมคุณภาพน้ําในบอเลี้ยง และยังชวยควบคุมปริมาณแบคทีเรียกอโรคที่อยูในนํ้าเชน 
แบคทีเรียกลุมวิบริโอได รวมถึงการใชจุลินทรียโพรไบโอติก (probiotics) ที่มีประสิทธิภาพใน
การปองกันการติดเชื้อจากกลุมจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหารมาใชผสมในอาหารกุง เม่ือกุง
กินเขาไปจุลินทรียนี้จะยังคงมีชีวิตอยูในทางเดินอาหาร ชวยกระตุนภูมิคุมกันของกุง ชวยรักษา
สมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร ทําใหการยอยอาหารของกุงมีประสิทธิภาพดีขึ้น มี
การขับถายของเสียออกมาปริมาณนอยลง สงผลใหไดผลผลิตกุงที่มีสุขภาพแข็งแรงและ
ปราศจากสารปฏิชีวนะตกคาง 

จุลินทรียโพรไบโอติกที่นําไปใชในกุงกุลาดํายังมีการศึกษาอยู จํานวนนอย เชน 
Thalassobacter utilis(3) และ Bacillus spp.(4, 5, 6)    ศิริรัตน เรงพิพัฒน และคณะ(5, 7, 8, 9, 10) 
ศึกษาการใชโพรไบโอติกแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ S11 (BS11) ที่แยกไดจากลําไสกุง
กุลาดําที่มีสุขภาพดีจากอาวไทยเสริมในอาหารกุงกุลาดํา   จากการใช BS11 เสริมในอาหารกุง
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กุลาดําและเลี้ยงกุงทั้งในระดับหองปฏิบัติการและระดับทดลองภาคสนาม พบวา BS11 มี
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดี สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา ทําใหน้ําหนักตัว
และการรอดชีวิตของกุงกุลาดําสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม นอกจากนี้ยังพบวา BS11 ชวยเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยการ
ตอบสนองผานเซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา 

จีเอฟพี (green fluorescent protein, GFP) เปนโปรตีนที่แยกไดจากพวก 
Coelenterates เชน แมงกะพรุนทะเล Pacific jellyfish (Aequoria victoria) มีขนาดโมเลกุล 27 
กิโลดาลตัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 238 ตัว(11) สามารถเรืองแสงสีเขียวที่มีความยาวคลื่น 508 
นาโนเมตรได เม่ือถูกกระตุนดวยแสงสีน้ําเงินความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร(12)  

ขอดีของจีเอฟพี คือ การเรืองแสงเกิดขึ้นโดยไมตองอาศัยพลังงานจากเซลล สามารถ
เรืองแสงไดอยางตอเนื่องโดยไมตองมีโคแฟกเตอรหรือสารตั้งตนใดๆ  และความเขมของการ
เรืองแสงไมลดลง   จีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลลหรือการแสดงออกของยีนอ่ืน 
และไมมีความเปนพิษตอเซลล สามารถแสดงออกไดทั้งในเซลลยูคาริโอตและโปรคาริโอตเชน 
เซลลแบคทีเรีย ยีสต ราเมือก พืช แมลงหวี่ ปลามาลาย หรือ สัตวเลี้ยงลูกดวยนม  ดังน้ันจึงมี
การนําจีเอฟพีไปประยุกตใชอยางกวางขวางไดแก ใชเปนเครื่องหมายติดตามเซลลที่มีชีวิต ใช
ในการติดตามการแสดงออกของยีน ติดตามโปรตีนในเซลลที่มีชีวิต และเปนเครื่องหมายสําหรับ
ติดตามเซลลที่ถูกทรานสฟอรม(13, 14, 15, 16) 

เน่ืองจากการเรืองแสงของจีเอฟพีตองอาศัยเวลา 1-2 ชั่วโมงหลังจากที่โปรตีนถูกสราง
ขึ้น และใหแสงที่มีความเขมต่ํา(17) นอกจากนี้เซลลยูคาริโอตหลายชนิดไมสามารถสรางจีเอฟพี
ไดในปริมาณสูง(18) เพ่ือแกปญหาเหลานี้จึงมีการปรับปรุงโมเลกุลจีเอฟพี เพ่ือใหไดจีเอฟพีที่มี
ประสิทธิภาพมากขึ้น    Cormack และคณะ(17) ไดทํามิวเทชั่นยีนประมวลรหัสจีเอฟพีโดยใชวิธี 
oligodirected mutagenesis ทําใหไดจีเอฟพีมิวแทนท คือ GFPmut3a ที่มีความเขมของการ
เรืองแสงสูงกวาจีเอฟพีเดิมถึง 21 เทา   เน่ืองจากกรดอะมิโนที่ตําแหนง 65 และ 72 ของ
โมเลกุลจีเอฟพีเปลี่ยนจากซีรีน (Serine) ไปเปนไกลซีน (Glycine) และอะลานีน (Alanine) 
ตามลําดับ ทําใหสายพอลิเพพไทดของ GFPmut3a มีการมวนพับอยางมีประสิทธิภาพ และอยู
ในไซโตพลาสซึมของเซลลไดมากขึ้น 

เซลลที่ผลิตจีเอฟพีจะถูกตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนซ
(fluorescence microscope) หรือติดตามไดโดยใชเทคนิค fluorescence activated cell sorting 
(FACS) ดวยเครื่อง flow cytometer(18) และเม่ือผานแสงอัลตราไวโอเลต โคโลนีของแบคทีเรียที่
สรางจีเอฟพีบนจานเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะเรืองแสงสีเขียว 

ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเวกเตอรที่มียีนประมวลรหัสจีเอฟพีเขาสูเซลล BS11 เพ่ือเปนการ
ติดฉลาก BS11 ดวยจีเอฟพี ทําใหได BS11 ที่สามารถเรืองแสงสีเขยีวไดเม่ือถูกกระตุนดวยแสง
อัลตราไวโอเลต จากนั้นจะตดิตาม BS11 ในลําไสกุงหลงัจากที่กุงไดรับอาหารผสม BS11 
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ประโยชนทีค่าดวาจะไดรบั 
ทราบภาวะที่เหมาะสมในการทรานสฟอรมแบคทีเรียโพรไบโอติก BS11 โดยวิธีอิเล็ก-

โทรพอเรชัน และเพื่อสรางทรานสฟอรแมนทของ BS11 ที่มียีนจีเอฟพีเปนเครื่องหมายในการ
ติดตามการอยูรอดของ BS11 ในอาหารกุงและในระบบการเลี้ยงกุง และขอมูลที่ไดยังเปน
ประโยชนในการศึกษาถึงกลไกการทํางานของ BS11 ในทางเดินอาหารกุงกุลาดําตอไป 
 
 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

กุงกุลาดํา 

1. ลักษณะโดยทั่วไป 
กุงกุลาดํา หรือ กุงกะลา หรือ กุงมาลาย เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในชั้นครัส-

เตเซีย (Class Crustacea) เปนกุงทะเลที่มีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae มีชื่อวิทยาศาสตร
คือ Penaeus monodon Fabricius และมีชื่อภาษาอังกฤษคือ Black tiger shrimp หรือ Giant 
tiger prawn หรือ Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn(19)

กุงกุลาดําจัดเปนกุงขนาดใหญ มีเปลือกหุมตัวลักษณะเรียบและมันเงาอยูภายนอก 
ลําตัวสีมวงแดง โคนขาวายน้ํามีแถบสีเหลืองเปนปลองๆ ถาจับจากทะเลลึกใหมๆ จะเห็นลําตัว
เปนสีแดงสดและมีวงแหวนสีขาวสลับดํา ในแตละปลองตลอดลําตัว เปลือกหุมสวนหัวมีลักษณะ
เกลี้ยง หนวดมีสีเทาปนเขียวหรือนํ้าตาลไมมีลาย รยางคมักจะมีสีน้ําตาลและมีขนสีแดงอยู
โดยรอบ  อยางไรก็ตามสีของกุงนี้สามารถเปลี่ยนแปลงไปไดตามการปรับตัวและสภาพแวดลอม 
เชน ความเค็มและความลึกของระดับนํ้า โดยมักจะพบวากุงในเขตน้ํากรอยที่ไมลึกมากมีสี
น้ําตาลเขม กุงที่เลี้ยงในบอมีสีจางซีด  นอกจากนี้สีของกุงจะเปลี่ยนแปลงตามระยะการลอก
คราบดวย โดยจะเห็นวากุงที่ลอกคราบใหมๆ สีจะซีดไมสดใส กุงที่กําลังลอกคราบสีก็จะจางลง
กวาปกติ เปนตน 

ลําตัวกุงมีลักษณะเปนขอปลองรวม 19 ปลอง โดยแตละปลองมีรยางคหน่ึงคู ทําหนาที่
เฉพาะตางกันออกไป ลําตัวกุงสามารถแบงออกไดเปน 3 สวนคือ สวนหัว สวนอก และสวนทอง 
โดยสวนหัวและสวนอกจะรวมเปนสวนเดียวกันอยูภายใตเปลือกคลุมหัว (ซึ่งโดยทั่วไปจะเรียก
รวมๆ วาสวนหัว) ซึ่งมีอวัยวะภายในตางๆ เรียงตัวกันอยู 

รยางคที่สวนหัว มี 5 คูประกอบดวย 
1. หนวดคูสั้น (antennule) มีปลาย 2 แฉก มีหนาที่ทําความสะอาดตา 
2. หนวดคูยาว (antenna) ซึ่งใชสัมผัสรับความรูสึกหาทิศทางในการวายน้ําและชวยใน

การหาอาหารดวย 
3. รยางคสวนปาก ขากรรไกรบนลางใชขบเคี้ยวบดอาหารมีรวม 3 คู 
รยางคสวนอกมี 8 คูประกอบดวย 
1. แมกซิลิเปต (maxillipeds) 3 คูแรก ทําหนาที่ชวยในการจับและกินอาหาร 
2. ขาเดิน หรือเพอริโอพอด (periopods) มี 5 คู ทําหนาที่ในการเคลื่อนที่และตอสู

ปองกันตัว โดยขาเดิน 3 คูแรก ปลองสวนปลายจะมีลักษณะเปนกาม สวน 2 คูหลังมีปลาย
แหลมตามปกติ 
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รยางคสวนทอง มี 6 คู รยางคสวนทองนี้เรียกรวมกันวา "ขาวายน้ํา" ทําหนาที่ในการ
วายน้ํา พัดโบกใหเคลื่อนที่ มี 5 คูในแตละปลองแตคูสุดทายจะเปลี่ยนสภาพไปเปนแพนหาง 
(uropod) ติดกับหาง (telson) ทําหนาที่กําหนดทิศทางการเคลื่อนที่ของกุง แสดงดังรูปที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1  ลักษณะภายนอกทั่วไปของกุงกุลาดํา(20)

 
2. วิวัฒนาการและการเปลีย่นรูปรางของกุงกุลาดําระยะวัยออน 

1. ลูกกุงวัยออนในระยะหนึ่ง (ระยะนอเพลียส) ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหมๆ จะมี
ขนาดเล็ก ไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา มีการเปลี่ยนแปลงรูปรางทั้งหมด 6 ครั้งดังตอไปน้ี 

นอเพลียสที่ 1 ขนาดลําตัวประมาณ 0.30 มิลลิเมตร รูปรางคอนขางกลม หัวโตเรียว
เล็กไปทางดานหาง มีรยางค 3 คู มีตาอันเดียวอยูระหวางรยางคคูที่ 1 

นอเพลียสที่ 2 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.30 - 0.36 มิลลิเมตร รยางคเริ่มแบงออกเปน
ปลอง หนามปลายหางใหญ และยาวออก 

นอเพลียสที่ 3 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.36 – 0.38 มิลลิเมตร เร่ิมปรากฏฐานของ
รยางคทอง ปลายหางเรียวเล็ก มีหนาม 3 คู 

นอเพลียสที่ 4 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.36 – 0.40 มิลลิเมตร ปลายของรยางคทอง
แยกออกเปนสองแฉก มีหนามที่ปลายหาง 4 คู 

นอเพลียสที่ 5 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.40 – 0.44 มิลลิเมตร เร่ิมมีเปลือกหัว 
ขากรรไกรกลม ลําตัวยาวออก ปลายหางแยกเปน 2 แฉก 

นอเพลียสที่ 6 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 0.42 – 0.50 มิลลิเมตร เปลือกหัวใหญขึ้น 
ขากรรไกรยาวออกมีหนามที่ปลายหาง 7 คู 

การเปลี่ยนแปลงทั้งหมดจะเกิดขึ้นภายในเวลา 40 – 50 ชั่วโมง โดยในระยะนี้ลูกกุงยัง
ไมกินอาหาร อาหารสวนใหญจะไดจากถุงอาหารที่ติดตัวมาและจะมีชีวิตสวนใหญอยูตามหนา
ดิน 
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2. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สอง (โปรโตซูเอีย) ในระยะนี้ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวน
หัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอยๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้าและเริ่มกินอาหาร โดยอาหารของลูกกุงสวน
ใหญเปนพวกแพลงกตอนพืชเล็กๆ ลูกกุงจะเดินทางเขาหาฝงและจะอยูในระยะที่สองประมาณ 4 
วัน ในชวง 4 วันน้ีลูกกุงจะมีการเปลี่ยนแปลงลอกคราบสามครั้ง โดยแตละครั้งจะมีการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางดังนี้คือ 

โปรโตซูเอียที่ 1 ขนาดลําตัวยาว 0.85 – 1.00 มิลลิเมตร ลําตัวแบงออกเปนสามสวน 
คือ สวนหัว สวนอก และสวนทอง สวนอกแยกเปน 6 ปลอง สวนหัวมีเปลือกคลุมตลอด ตายังอยู
ภายในเปลือกมองเห็นเปนจุดดํา แยกออกเปน 2 ตา แตยังไมมีกานตา รยางคคูที่ 3 เปลี่ยน
หนาที่จากการชวยในการวายน้ํามาทําหนาที่ชวยในการกินอาหาร ปลายหางมีหนาม 7 คู ระบบ
ทางเดินอาหารเห็นไดชัดเจนตลอดลําตัว 

โปรโตซูเอียที่ 2 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 1.20 – 1.40 มิลลิเมตร ตาโผลพนเปลือกหัว
มีกานตายาว กรีแหลมยื่นไปขางหนา ระหวางตามีหนาม 1 คู บนเปลือกหัว เปลือกหัวเริ่มขยาย
ออกคลุมสวนอกและที่สวนทองเริ่มแบงเปน 5 ปลอง สวนหางแยกเปนสองแฉกและมีขนขางละ
เจ็ดเสน 

โปรโตซูเอียที่ 3 ขนาดลําตัวยาวประมาณ 1.50 – 2.00 มิลลิเมตร แพนหางชั้นนอกมี
ขนาดใหญกวาแพนหางชั้นใน รอบๆ แพนหางมีขน มีรยางควายน้ําเกิดขึ้นที่ปลองอกทั้ง 5 
ปลอง 

3. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สาม (ระยะไมซิส) ลูกกุงในระยะนี้สามารถมองเห็นไดชัด-
เจนและมีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น ระยะนี้กินเวลาประมาณ 7 วัน และมีการเปลี่ยนแปลง
รูปรางแบงยอยอีก 3 ระยะ คือ 

ไมซิสที่ 1 สวนหัวกับสวนอกเชื่อมติดกัน รยางคอกยังคงทําหนาที่วายน้ํา ปลายรยางค
แบงเปน 2 แฉก สวนทองแบงออกเปน 6 ปลอง หนามบนปลองทองที่ 1 และ 2 หายไป ปลาย
หางมีหนาม 8 คู หนวดคูที่ 1 แบงเปน 3 ปลอง ปลายหางเปนสองแฉก ลําตัวมีความยาว
ประมาณ 2.50 – 3.00 มิลลิเมตร 

ไมซิสที่ 2 สวนหัวกับสวนอกเชื่อมติดกันอยางสมบูรณ มีเปลือกหัวคลุมตลอดรยางคคูที ่
1 ถึง 3 ตรงปลายเปลี่ยนเปนกามหนีบ รยางควายน้ําที่ปลองทองเจริญขึ้น หนามบนปลองที่ 3 
หายไป หางเวาเล็กนอย ลาํตัวมีความยาวประมาณ 3.00 – 3.45 มิลลิเมตร 

ไมซิสที่ 3 ขาวายน้ําเจริญขึ้น แบงออกเปน 2 ปลอง มีฟนกรี 1 - 2 อัน ที่สันกรีบน 
ลําตัวมีความยาวประมาณ 4.04 – 4.50 มิลลิเมตร 

4. ลูกกุงวัยออนในระยะที่สี่ (ระยะโพสลาวา) เปนระยะตัวออนขั้นสุดทาย ลําตวัของ
ลูกกุงจะยาวประมาณ 5.50 มิลลิเมตร มีรยางคครบเหมือนตัวเต็มวัยและมีวิวัฒนาการไปเรื่อยๆ 
จนเขาสูกุงวัยรุน โดยแบงเปน 25 ระยะ ภายใน 25 วัน เรียกวาโพสลาวาที่ 1 (พี 1) เร่ือยไปถึง
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โพสลาวาที่ 25 (พี 25) หลังการลอกคราบแตละครั้งรูปรางลักษณะจะเปลี่ยนแปลงสมบูรณยิ่งขึ้น 
ลูกกุงจะมีสีเหลืองใส มีลายหรือจุดเกิดขึ้น หนามบนลําตัวหายไปหมด 

การลอกคราบ   เปลือกกุงเปนอวัยวะที่ไมสามารถเพิ่มขนาดได ดังน้ันในการ
เจริญเติบโตเพิ่มขนาดตัวของกุงแตละครั้งจึงจําเปนตองสลัดเปลือกเกาทิ้งไป แลวสรางเปลือก
ใหมที่มีขนาดใหญกวาขึ้นมาแทน เรียกขั้นตอนนี้วา “การลอกคราบ” กุงจะเริ่มลอกคราบตั้งแต
ออกจากไขเพียงไมกี่ชั่วโมง และจะลอกคราบไปตลอดชีวิต กอนที่กุงจะลอกคราบจะมีการสะสม
อาหารในรางกายมากกวาปกติโดยเฉพาะสารที่สรางเปลือก เพราะเปลือกจะตองแข็งตัวโดยเร็ว 
เม่ือกุงสลัดเปลือกออกหมด ลําตัวจะขยายขนาดใหญขึ้น  และเปลือกจะแข็งตัวภายใน 3 - 8 
ชั่วโมง การลอกคราบของกุงแตละครั้งอยูภายใตการควบคุมของระบบประสาทสวนกลางและ
ฮอรโมน 2 ชนิดที่อยูในกานตา ดังน้ันถามีการตัดกานตาออกจะทําใหกุงลอกคราบไดเร็วขึ้น แต
โดยทั่วไปนั้นการลอกคราบของกุงมักขึ้นกับปจจัยหลายๆ ดานดวย เชน วัยของกุง อาหาร แสง 
และอุณหภูมิ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมกับกุงจะลอกคราบหางกันครั้งละประมาณ 20 – 30 วัน 

3. วงจรชีวติ 
กุงกุลาดํามีอายุขัยประมาณ 18 - 24 เดือน โดยจะวางไขที่ระดับนํ้าลึกประมาณ 30 - 40 

เมตร ใกลกับพ้ืนทองทะเล ไขจะเกิดการปฏิสนธิในน้ําโดยการพัดโบกไปมาของขาวายน้ํา ไขที่
ผสมแลวจะฟกออกเปนลูกกุงวัยออน และเคลื่อนเขาสูบริเวณชายฝง พรอมทั้งเปลี่ยนแปลง
รูปรางโดยวิธีลอกคราบ(21) เปนลูกกุงวัยออนระยะตางๆ ดังน้ี  ลูกกุงวัยออนระยะแรกจะฟกออก
จากไขภายในเวลา 14 - 15 ชั่วโมง เรียกวัยออนระยะแรกวา นอเพลียส (Nauplius) มี 6 ระยะ 
ผานการลอกคราบ 5 ครั้ง เปนเวลา 48 - 56 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนแปลงรูปรางเขาสูลูกกุงวัย
ออนระยะที่ 2 เรียกวา ระยะโซเอีย (Zoea) มีการลอกคราบ 3 ครั้งภายในเวลา 4 - 5 วัน จึง
พัฒนารูปรางเขาสูลูกกุงวัยออนระยะที่ 3 เรียกวา ระยะไมซีส (Mysis) ซึ่งจะมีการลอกคราบ 3 
ครั้ง เปนเวลา 4 - 5 วัน จึงเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนลูกกุงวัยออนระยะสุดทาย เรียกวา ระยะ   
โพสลาวา (Postlarvae) หรือระยะกุงคว่ํา มีลักษณะเหมือนกุงตัวเต็มวัย นับตั้งแตเปนลูกกุงวัย
ออนระยะโพสลาวาวันแรกใชเวลาประมาณ 3 - 4 เดือน จึงจะเติบโตเปนกุงวัยรุน (Juvenile) 
และมีการพัฒนาเฉพาะเรื่องของขนาดเทานั้น สวนรูปรางตางๆ เหมือนเดิม(22) เม่ือพัฒนาเปนกุง
โตเต็มวัย (Adult) จึงเดินทางสูทะเลลึกเพื่อผสมพันธุตอไป และกลับมาวางไข เปนวงจรชีวิต
เชนนี้ตลอดไปจนกวาจะหมดอายุขัย วงจรชีวิตของกุงกุลาลาดําแสดงดังรูปที่ 2 
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รูปที่ 2 วงจรชีวติของกุงกุลาดํา(23)

4. ลักษณะนิสัย 
กุงกุลาดําสามารถเลี้ยงในบอใหโตไดถึง 150 – 200 กรัม โดยมีอัตราการเจริญเติบโตสูง

ที่สุดในระยะเวลา 3 – 4 เดือน กุงกุลาดําสามารถปรับตัวใหเขากับการเปลี่ยนแปลงสภาพของ
น้ําในบอไดเร็ว และอาศัยอยูไดในน้ําที่มีชวงความเค็มคอนขางกวาง คือประมาณ 0.2 – 70 สวน
ในหนึ่งพัน แตจะโตเร็วในน้ําที่มีชวงความเค็มระหวาง 15 – 30 สวนในหนึ่งพัน 

กุงกุลาดําสามารถกินอาหารไดทั้งที่เปนพืชและสัตว แตชอบที่จะกินเนื้อสัตวมากกวา
โดยมีประสาทรับกลิ่นคือหนวด กุงจะกินอาหารที่อยูบริเวณหนาดินโดยใชขาเดินคูที่ 1 หรือ 2 
จับอาหารและแทะกิน ดังนั้นอาหารกุงจึงควรมีลักษณะที่จมนํ้าละละลายน้ําไดชา กุงกุลาดําไมใช
สัตวสังคมมีนิสัยยึดครองอาหารไมแบงปนกัน นอกจากนี้ในชวงเวลาที่กุงลอกคราบกุงจะหยุด
กินอาหารและจะกินมากหลังจากที่ลอกคราบเสร็จใหมๆ 

5. สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจรญิเตบิโตของกุงกุลาดํา(19)

1. อุณหภูมิน้ํา 25 – 30 องศาเซลเซียส 
2. ความเค็มของน้ํา 15 – 30 สวนในพันสวน 
3. ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําไมนอยกวา 3 – 5 สวนในลานสวน (มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
4. พีเอชของน้ํา 7.5 - 8.5 
5. แอมโมเนีย ไมควรเกิน 0.1 สวนในลานสวน 
6. กาซไฮโดรเจนซัลไฟด ไมควรเกิน 0.033 สวนในลานสวน(24) 
7. ธาตุอาหารในน้ํา ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ ซิลกิา ไมควรมีมากเกินไป 
8. ปราศจากสารพิษตางๆ ในน้ํา ไดแก ยาปราบวัชพืช ยาฆาแมลง และโลหะหนัก 

จําพวก ปรอท ทองแดง สังกะสี แคดเมียม และอ่ืนๆ 
9. ความขุนใสของน้ํา ไมควรเกิน 25 สวนในลานสวน 
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10. สภาพพื้นบอไมควรเนาเสีย ปองกันโดยดูแลควบคุมการใหอาหาร และควบคุม
ปริมาณของแพลงคตอนพืชในบอ 

6. โรคระบาด(25)

1. สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย 
โรคติดเชื้อแบคทีเรียเปนสาเหตุการตายของกุงที่สําคัญและพบอุบัติการเชื้อกอโรคเกิด

การดื้อยาสูงขึ้นเรื่อยๆ 
วิบริโอซีส (Vibriosis) เปนโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงที่เกิดจากแบคทีเรียสกุล Vibrio 

ไดแก 
- Vibrio harveyi (สาเหตุโรคเรืองแสง) 
- Vibrio parahaemolyticus 
- Vibrio vulnificus (สาเหตุโรคเสี้ยนดํา) 
- Vibrio splendidus 
นอกจาก Vibrio sp. แลวอาจเกิดจาก Aeromonas sp. ไดแตเล็กนอย 
2. สาเหตุเกิดจากไวรัส 
โรคติดเชื้อไวรัสเปนโรคที่สําคัญและกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก 

ไวรัสที่กอโรคกุงในประเทศไทยไดแก 
- Penaeus monodon baculovirus (MBV) 
- Lymphoid organ virus 
- Infectious hematopoietic and hypodermal necrosis virus (IHHNV) 
- Hepatopancreatic parvo-like virus (HPV) 
- Yellow head virus (YHV) 
- Syntemic ectodermal and mesodermal baculovirus (SEMBV) 
3. สาเหตุเกิดจากเชื้อรา 
โรคติดเชื้อรามักจะเปนโรคฉวยโอกาสไมคอยกอความเสียหายทางเศรษฐกิจมากนัก 

เชื้อราที่กอโรคกุงไดแก 
- Lagenidium sp. 
- Fusarium sp. 
4. สาเหตุเกิดจากพยาธ ิ
พยาธิภายนอก ไดแก 
- Zoothamnium sp. 
- Epistylis sp. 
- Vorticella sp. 
- Acineta sp. 
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พยาธิภายใน ไดแก 
- Agmasoma penaei (microsporidian) 
 

โพรไบโอติก 

1. คําจํากัดความ 
โพรไบโอติก (probiotics) มาจากภาษากรีก แปลวา “เพ่ือชีวิต” (for life)(26) Metchni-

koff (1907) ถือวาเปนผูใหกําเนิดโพรไบโอติก มีผลงานตีพิมพในหนังสือ The Prolongation of 
Life(26) หลังจากนั้นคําวาโพรไบโอติก ถูกนําไปใชในหลายๆ ทางดวยกัน และมีผูใหคําจํากัด
ความตางๆ กัน คือ 

Lilly และ Stillwell(27) หมายถึง “สารที่สรางโดยจุลินทรียชนิดหนึ่ง และมีผลกระตุนการ
เจริญของสิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง” 

Parker(28) หมายถึง “จุลินทรียและสารที่ชวยปรับความสมดุลของจุลินทรียในทางเดิน
อาหาร” 

Fuller(29) หมายถึง “จุลินทรียที่มีชีวิตที่เสริมในอาหาร และใหผลประโยชนแกสัตวเจา
บาน(host) โดยชวยเสริมจุลินทรียในทางเดินอาหารของสัตวนั้นๆ ใหอยูในสภาพที่สมดุล” 

Havenaar และ Huis in’t Veld(30) หมายถึง “จุลินทรียที่มีชีวิตที่เพาะเลี้ยงเปนจุลินทรีย
ชนิดเดียวหรือแบบผสม นําไปเสริมใหกับสัตวและคน แลวมีผลประโยชนตอสัตวและคนนั้นๆ 
โดยชวยเสริมคุณสมบัติของจุลินทรียประจําถิ่น” 

2. ลักษณะทีด่ีของโพรไบโอติก(29, 30)  
2.1 เปนสายพันธุที่ใหผลประโยชนตอตัวสัตวที่ไดรับโพรไบโอติก เชน เพ่ิมการ

เจริญเติบโต หรือตานทานการเกิดโรค 
2.2 ไมเปนสายพันธุที่กอโรค จุลินทรียโพรไบโอติกและองคประกอบของเซลลรวมทั้ง

ผลิตภัณฑของเซลลตองไมสรางปฏิกิริยาที่เปนพิษหรือกอมะเร็งกับตัวเจาบาน 
2.3 อยูในลักษณะเซลลที่มีชีวติ และมีปริมาณมากพอ 
2.4 สามารถมีชีวติอยูไดในระบบทางเดินอาหาร ซึ่งมีระดับพีเอชต่ํา 
2.5 สามารถเจริญ และ/หรือ ตั้งรกราก ในระบบทางเดินอาหารได 
2.6 ผลิตงาย สามารถมีชีวิตอยูไดนานภายใตสภาพการเก็บรักษา หรือเม่ือนําไปผสม

อาหาร 
2.7 เปนสายพันธุที่มีลักษณะทางพันธุกรรมคงที่ ไมมีการถายทอดพลาสมิด 

3. ผลประโยชนที่เปนไปไดของโพรไบโอติก(29)

3.1 ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยี โดย: 
3.1.1 สรางสารตอตานจุลชีพ 
3.1.2 แยงอาหารกับจุลินทรียอ่ืน 
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3.1.3 แยงพ้ืนที่จับกับผนังทางเดินอาหาร 
3.2 เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิซึมของจุลินทรียในทางเดินอาหาร 

3.2.1 เพ่ิมประสิทธิภาพของเอนไซมที่มีประโยชน เชน β-galactosidase ที่
ชวยบรรเทาภาวะที่ไมสามารถยอยนํ้าตาลแลกโตสในระบบทางเดินอาหารได 

3.2.2 ลดประสิทธิภาพของเอนไซมบางชนิด เชน β-glucuronidase, nitrore-
ductase และ azoreductase ซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับขบวนการเกิดมะเร็ง โดยปลอยสาร
กอมะเร็งในทางเดินอาหาร  

3.3 กระตุนระบบภูมิคุมกัน  
3.3.1 เพ่ิมระดับแอนติบอดี (antibody) 
3.3.2 เพ่ิมประสิทธภิาพของแมคโครฟาจ (macrophage) 

4. โพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสตัวนํ้า 
โพรไบโอติกมีการใชกันอยางแพรหลาย ใชไดผลทั้งในมนุษย(31) และสัตวบก เชน สุกร 

วัว แพะ และ ไก(26, 32) การเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีการใชโพรไบโอติกไมแพรหลายนัก โดยเริ่มมีการ
ใชโพรไบโอติกภายใน 10 ปที่ผานมา วัตถุประสงคการนํามาใชคือเพื่อลดการใชสารปฏิชีวนะ   
จุลินทรียโพรไบโอติกที่มีการใชในการเลี้ยงสัตวน้ําแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 การใชจุลินทรียโพรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
ชนิดสัตวน้ํา จุลินทรีย 

โพรไบโอติก 
จุลินทรียท่ีใชในการ
เหนี่ยวนําใหเกิดโรค 

ผลการศึกษา รายการอางอิง 

ปลาซัลมอน Tetraselmis 
suecica 

Aeromonas hydrophila 
Aeromonas salmonicida 
Serratia liguefaciens 
Vibrio anguillarum 
Vibrio salmonicida 
Yersinia ruckeri type I 

- ควบคุมโรคไดดี Austin และคณะ (1992) 

ปลาซัลมอน Pseudomonas 
fluorescens 
สายพันธุ F19/3 

A. salmonicida - ควบคุมโรคไดดี Smith และ Savey 
(1993) 

หอยนางรม 
(ระยะตัวออน) 

CA 2 ไมไดวิเคราะห - กระตุนการเจริญ 
เติบโตและมีอัตราการ
รอดสูง 

Douillet  และ Langdon 
(1994) 

ปลาซัลมอน V. alginolyticus A. salmonicida 
V. anguillarum 
V. ordalii 

- ควบคุมโรคไดดี Austin และคณะ (1995) 

ปลาซัลมอน L. plantarum 
(สามารถยับยั้ง 
V. anguillarum) 

A. salmonicida - ไมสามารถควบคุมโรค
ได แต L. plantarum 
สามารถตั้งรกรากเกาะที่
ผนังลําไส 

Gildberg และคณะ 
(1995) 

ปลา flounder Lactobacillus  
สายพันธุ DS12 

ไมไดวิเคราะห - กระตุนการเจริญ 
เติบโต 

Byun และคณะ (1997) 

หอยแครง 
(ระยะตัวออน) 

Vibrio sp. V. anguillarum related 
(VAR) pathogen 

- ควบคุมโรคไดดี Riquelme และคณะ 
(1997) 

กุงสกุลพีเนียส Bacillus sp. ไมไดวิเคราะห - มีอัตราการรอดสูง Moriarty (1998) 
กุงกุลาดํา Bacillus  

สายพันธุ S11 
V. harveyi - กระตุนการเจริญ 

เติบโตและมีอัตราการ
รอดสูง 
- ควบคุมโรคไดดี 

Rengpipat และคณะ 
(1998a) 

ปลา rainbow 
trout 

P. fluorescens 
สายพันธุ AH2 

V. anguillarum - ควบคุมโรคไดดี Gram และคณะ (1999) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Rengpipat และคณะ(33) 

 
วรรนิภา เพ้ียนภักตร(7) ศึกษาการใชโพรไบโอติกเสริมในอาหารกุงกุลาดําเปนครั้งแรก

โดยใช Bacillus สายพันธุ S11 (BS11) ที่แยกไดจากลําไสกุงกุลาดําที่มีสุขภาพดี และมี
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติก ผสมในอาหารกุง และเลี้ยงกุงกุลาดําระยะโพสลาวา 30 เปนเวลา 
100 วัน พบวา กุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสม BS11 จะมีการเจริญเติบโต อัตราการรอดและ
ความตานทานตอโรคสูงกวากุงกุลาดําที่ไมไดรับอาหารที่ผสม BS11 อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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สมบัติ รักประทานพร(34) รายงานการใช BS11 ในการเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่ง
แปลกปลอมโดยเซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา โดยทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําในบอที่มีระบบ
หมุนเวียนแบบปดเปนเวลา 90 วัน พบวาน้ําหนักตัวและอัตราการรอดชีวิตของกุงระยะโพสลา-
วากลุมที่ไดรับอาหารเสริม BS11 สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) นอกจากนี้
ประสิทธิภาพในการกลืนและทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยวิธีฟาโกไซโทซิส ไดแก เปอรเซ็นตฟา-
โกไซโทซิส ฟาโกไซโทซิสอินเดกซ และปริมาณฟนอลออกซีเดสในเม็ดเลือดกุงกลุมที่ไดรับการ
เสริมโพรไบโอติก BS11 ยังเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวา BS11 นอกจาก
จะเรงการเจริญเติบโต ยังอาจทําหนาที่เปนสารกระตุนภูมิคุมกันในกุงกุลาดําดวย 

อรุณ ธัญญนันท(35) รายงานการใช BS11 เสริมในการเลี้ยงกุงกุลาดําในระดับทดลอง
ภาคสนาม ในบอดินขนาด 1,000 ตารางเมตร พบวา BS11 สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ
กุงกุลาดําระยะโพสลาวา โดยมีผลเพ่ิมนํ้าหนักตัวและการรอดชีวิตมากกวากุงในกลุมควบคุม 
และผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองเลี้ยงกุงในกระชังขนาด 2 ตารางเมตร เปนเวลา 100 วัน 
และจากการทดสอบการเหนี่ยวนําใหเกิดโรคดวย V. harveyi สายพันธุ 1526 พบวากุงกุลาดํา
กลุมที่ไดรับอาหารเสริม BS11 มีอัตราการตายสะสมนอยกวาในกลุมควบคุม 
 

จีเอฟพี 

จีเอฟพี (green fluorescent protein, GFP) เปนโปรตนีที่เรืองแสงไดดวยตัวเอง พบใน
แมงกะพรุนทะเล (Aequoria victoria) หรือ ดอกไมทะเล (Renilla reniformis)(16) คนพบโดยดร. 
Shimamura ในปค.ศ. 1961  

1. โครงสรางของจีเอฟพ ี
Prasher และคณะ(16) สราง cDNA ของจีเอฟพี และหาลําดับนิวคลีโอไทดของจีเอฟพี 

พบวาจีเอฟพีประกอบดวยกรดอะมิโน 238 หนวย มีขนาดประมาณ 27 กิโลดาลตัน โดยกรด  
อะมิโนในลําดับที่ 65-67 คือ ซีรีน-ไทโรซีน-ไกลซีน จะมีการจัดเรียงโมเลกุลโดยอาศัยปฏิกิริยา 
cyclization, dehydration และ oxidation เกิดเปน p-hydroxybenzylidene-imidazolinone ซึ่ง
เปนโครโมฟอรของจีเอฟพี การเกิดโครโมฟอรแสดงดังรูปที่ 3 
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รูปที่ 3 แผนภาพแสดงกลไกการเกิดโครโมฟอรของจีเอฟพี (คัดลอกจาก Palm G. J. 

และคณะ(36)) 
  

โครงสรางของจีเอฟพีประกอบดวยสายเพพไทดแบบแผนพับบีตา (β-sheet) 11 สาย
เรียงตัวแบบ antiparallel จนเกิดเปนโครงสรางทรงกระบอก (cylinder) ในชวงบนและลางของ
แผนพับบีตายังมีสายเพพไทดแบบเกลียวอัลฟา (α-helix) ทําหนาที่เสมือนเปนโครงใหกับโคร-
โมฟอร ซึ่งจะอยูบริเวณกลางของทรงกระบอก การจัดเรียงตัวของเพพไทดในลักษณะนี้ทําให
เกิดโปรตีนคลาสใหม(15) ดังรูปที่ 4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4 โครงสรางของจีเอฟพี ลูกศรแสดงโครงสรางรูปแผนพับบีตา มีปลายลูกศรชี้ไปทาง 
ปลาย C ของพอลิเพพไทด สีแดงแสดงโครงสรางรูปเกลียว และสีเหลืองแสดงโครโมฟอร(37)
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2. การเรืองแสงของจีเอฟพี 
โครงสรางของจีเอฟพีดังกลาวทําใหจีเอฟพีมีคุณสมบัติเปนฟลูออเรสเซนตโปรตีน คือ

สามารถเกิดการเรืองแสงไดโดยอัตโนมัติ จีเอฟพีสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 395    
นาโนเมตร และ 475 นาโนเมตร (ชวงแสงสีน้ําเงิน) แลวปลดปลอยแสงที่ความยาวคลื่น 508   
นาโนเมตร (ชวงแสงสีเขียว) ได(12) แสดงดังรูปที่ 5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง (เสนทึบ) ที่ 395 และ 475 นาโนเมตร และสเปกตรัม

การเปลงแสงของจีเอฟพี (เสนประ) ที่ 508 นาโนเมตร คัดลอกจาก Tsien และคณะ(12)

 
3. จีเอฟพีมิวแทนท 

จีเอฟพีสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 395 และ 475 นาโนเมตร ซึ่งอยูในชวง
คลื่นที่สั้นกวาแหลงกําเนิดแสงในอุปกรณทั่วไป เชน อารกอนเลเซอรในกลองจุลทรรศนชนิด
คอนฟอคอล (confocal scanning laser microscope) และในเครื่อง fluorescence activated 
cell sorting (FACS) ที่ใหความยาวคลื่นประมาณ 488 นาโนเมตร(17, 38) จีเอฟพีเปลงแสงที่มี
ความยาวคลื่นสั้นกวาความยาวคลื่นที่ฟลเตอรรับแสงในอุปกรณทั่วไปรับได(39) การเปลงแสง
ของจีเอฟพีใหแสงที่มีความเขมต่ําและตองใชเวลา 1 – 2 ชั่วโมงหลังจากที่เซลลถูกกระตุนให
สรางจีเอฟพี(17) นอกจากนี้เซลลยูคาริโอตหลายชนิดไมสามารถสรางจีเอฟพีไดในปริมาณสูง(18) 
จึงมีการปรับปรุงโมเลกุลจีเอฟพีโดยทํามิวเทชันยีนประมวลรหัสจีเอฟพี 

ปค.ศ.1996 Cormack และคณะ(17) ทํามิวเทชันยีนประมวลรหัสจีเอฟพีโดยใชวิธี 
oligodirected mutagenesis เพ่ือเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 20 ตัวบริเวณโครโมฟอร ทําใหได
โมเลกุลจีเอฟพีมิวแทนทที่มีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้นคือ GFPmut3a ซึ่งสามารถ
ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 501 นาโนเมตร แลวปลดปลอยแสงที่มีความยาวคลื่น 511 นาโน
เมตร และมีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร สูงกวาจีเอฟพีเดิมถึง 21 เทา 
เน่ืองจากกรดอะมิโนที่ตําแหนง 65 และ 72 ของโมเลกุลจีเอฟพี เปลี่ยนจากซีรีน (Serine) ไป
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เปนไกลซีน (Glycine) และอะลานีน (Alanine) ตามลําดับ ทําใหสายพอลิเพพไทดของ 
GFPmut3a มีการมวนพับอยางมีประสิทธิภาพ และอยูในไซโตพลาสซึมของเซลลไดมากขึ้น 

ในปจจุบันมีการทํามิวเทชั่นของยีนจีเอฟพีจํานวนมาก เพ่ือใหไดจีเอฟพีมิวแทนทที่
เหมาะกับการใชงานที่หลากหลาย เชน จีเอฟพีมิวแทนทที่เหมาะกับเจาบานชนิดตางๆ, จีเอฟพี
มิวแทนทที่มีความเขมของการเรืองแสงมากขึ้น หรือ จีเอฟพีมิวแทนทที่ใหการเรืองแสงที่มีสีตาง
จากเดิม เปนตน จีเอฟพีมิวแทนทแสดงดังตาราง 

 
ตารางที่ 2 คณุสมบัติของจีเอฟพีมิวแทนทแบบตางๆ  

Protein Mutation Excitation 
(nm) 

Emission 
(nm) 

Main features 
(intensity relative to wild type) 

wGFP 
 
GFPmut1 
 
GFPmut2 
 
GFPmut3 
 
GFPuv 
 
sg12 
 
sg11 
 
sg25 
 
d2EGFP 
 
BFP 
 
sg42 
 
sg49 
 
sg50 
 
EBFP 
 
EYFP 

None 
 
F64L/S65T 
 
S65A/V68L/S72A 
 
S65G/S72A 
 
F99S/M153T/V163A 
 
Ala1b/F64L/Q80R 
 
Ala1b/F64L/Q80R/I167T/ 
K238N 
Ala1b/F64L/S65C/Q80R/ 
I167T/K238N 
F64L/S65T 
 
Y66H 
 
Ala1b/F64L/Y66H/Q80R 
 
 
 
Ala1b/F64L/Y66H/Q80R/
V163A 
F64L/S65T/Y66H/Y145F 
 
S65G/V68L/S72A/T203Y 

395(470) 
 

488 
 

481 
 

501 
 

360-400 
 

398 
 

471 
 

474 
 

488 
 

383 
 

386 
 

386 
 

386 
 

380 
 

513 

510 
 

507 
 

507 
 

511 
 

509 
 

509 
 

508 
 

509 
 

507 
 

447 
 

450 
 

450 
 

450 
 

440 
 

527 

Wild type, green fluorescence 
 
Red-shifted excitation maximum(35x) 
 
Red-shifted excitation maximum(19x) 
 
Red-shifted excitation maximum(21x) 
 
Optimally excited by UV light 
 
(9-12x) 
 
(19-38x) 
 
(50-100x) 
 
Destabilized mutant, human codon 
optimized(35x) 
Blue mutant 
 
Blue mutant (27x) 
 
Blue mutant (37x) 
 
Blue mutant (63x) 
 
Blue mutant, human codon optimized (2-3x) 
 
Yellow mutant, human codon optimized 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Bermudez และคณะ(13) และ Palm และ Wlodawer(36)
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4. ประโยชนของจีเอฟพ ี
เน่ืองจากจีเอฟพีเปนโปรตีนที่มีความเสถียร(16) การเรืองแสงของจีเอฟพีเกิดขึ้นโดยไม

ตองอาศัยพลังงานจากเซลล ดังน้ันจึงเรืองแสงไดนานและตลอดอายุของเซลล(14) การเรืองแสง
ตองการเพียงออกซิเจนเทานั้น ไมตองมีโคแฟกเตอรหรือสารตั้งตนใดๆ และความเขมของการ
เรืองแสงไมลดลง(15) จีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลลหรือการแสดงออกของยีนอ่ืน 
และไมมีความเปนพิษตอเซลล(13) นอกจากนี้จีเอฟพียังสามารถแสดงออกไดในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคา-
รีโอตและโปรคารีโอต จึงมีการนําจีเอฟพีมาประยุกตใชอยางกวางขวาง เชน  

1. เปนเครื่องหมายสําหรับติดตามเซลลที่ถกูทรานสฟอรม(40, 41) 
2. วัดการแสดงออกของยีน(42, 43, 44) 
3. ติดฉลากและติดตามโปรตนี(45) 
4. ใชในการศึกษาการขนสงโปรตีนในเซลล(46) 
5. ติดฉลากเซลลในสิ่งมีชีวิตเซลลเดียว เพ่ือติดตามปฏิสัมพันธระหวางเซลลที่สนใจ

กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน เชนแบคทีเรียในไบโอฟลม(47), แบคทีเรียที่ใชเปนไบโอคอนโทรลในพืช(48, 49, 50, 

51), แบคทีเรียที่ใชเปนโพรไบโอติก(52, 53), แบคทีเรียกอโรค(54) 
6. ติดฉลากเซลลในสิ่งมีชีวติหลายเซลล เพ่ือศึกษา cell lineages(55) 
7. ใชคัดแยกสิ่งมีชีวิตที่ปลอยออกสูสิ่งแวดลอม เชน sterile insects(56) 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่สําคัญ 

- เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-352 ของบริษัท Tomy, USA  
- ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean Model. V6 ของบริษทั Lab Service, Thailand 
- เครื่องชั่ง รุน PG 6002-S ของบริษัท Mettler Toledo, China 
- เครื่องเขยา (shaker) รุน innovaTM 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific, 

USA 
- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน SK-737 ของบริษัท Amerex 

Instruments, USA 
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan 
- เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ของบริษัท Beckmann, 

Germany 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV/VIS Spectrometer 

Lambda 25 ของบริษัท PerkinElmer instruments, USA 
- เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท Mettler Toledo, 

China 
- ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 และ P1000 ของบริษทั 

Gilson, France 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

USA 
- ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Modell 800 ของบริษัท Memmert, Western Germany 
- อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (waterbath) รุน WB 7/14/22/29/45 ของบริษัท Memmert, 

Western Germany 
- ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)  

รุน Mini Sub-Cell ของบริษทั Bio-Rad, USA 
รุน i-Mupid ของบริษัท Cosmo Bio, Japan 

- เครื่องดูเจลดวยแสงอุลตราไวโอเลต (gel documentation) ของบริษทั Bio-rad, USA 
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- เครื่องถายทอดดีเอ็นเอเขาสูเซลล (electroporator) รุน Gene-Pulser II ของบริษัท 
Bio-rad, USA 

- กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (fluorescence microscope)  
รุน Labophot-2 ของบริษัท Nikon, Japan  
รุน BX51 และ ฟลเตอร EYFP ของบริษัท Olympus, Japan 

- Microtome รุน RM 2125 R.T ของบริษทั Leica, Germany 
 

3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

- ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบรษิัท Difco Laboratories, USA 
- โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany 
- อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,  

USA 
- เด็กซโตรส (dextrose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- น้ําตาลกลูโคส (glucose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany 
- ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Sigma, USA 
- สารปฏิชีวนะ แอมพิซิลิน (ampicillin) และ คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) ของ
บริษัท Sigma, USA 

- ไลโซไซม (lysozyme) ของบริษัท Sigma, USA 
- Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท 

Sigma, USA 

- EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2⋅2H2O) ของบริษัท 
Sigma, USA 

- SDS (sodium lauryl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
- โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
- ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
- ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Midiprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
- ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 
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- ไอโซโพรพานอล ของบริษทั E. Merck, Germany 
- อะกาโรส (agarose) ของบริษัท Bio-rad, USA 
- สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ (loading buffer) ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Ladder DNA) ของบริษัท Fermentas, USA 
- เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) HindIII, EcoRI และ PstI ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- เอนไซมนิวคลีเอส (mung bean nuclease) ของบริษัท New England Biolab, 

United Kingdom 
- เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส (calf intestine alkaline phosphatase) ของบริษัท 

Fermentas, USA 
- เอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) ของบรษิัท Fermentas, USA 
สารเคมีสําหรับเตรียมเน้ือเยื่อทาง histology 
- เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) 70%, 90%, 95% ของบริษัท E. Merck, Germany 
- นอรมอลบิวทิลแอลกอฮอล (n-butyl alcohol) ของบริษัท Lab Scan Analytical 

Science, Thailand 
- ฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) ของบริษัท Carlo Erba Reagenti 
- ไซลีน (xylene) ของบริษัท J. T. Baker, USA 
- พาราพลาส พลัส พาราฟน (paraplast plus paraffin) ของบริษัท Tyco Healthcare 

Group LP, USA 
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3.3 แบคทีเรียและพลาสมิด 

แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3 และ 4 

ตารางที่ 3  แบคทีเรียและจีโนไทป 

แบคทเีรีย จีโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherichia coli สายพันธุ 
DH5α 

supE, Δlac (φ80 lacZ 
ΔM15), hsdR, recA endA, 
gyrA, thi, relA 

Sambrook และคณะ(57)

E. coli JM109 pBCgfp E. coli สายพันธุ JM109 ทีมี่ 
พลาสมิด pBCgfp 

Matthysse และคณะ(58) * 

E. coli DH5α pGEM-7Zf(+) E. coli สายพันธุ DH5α ที่มี 
พลาสมิด pGEM-7Zf(+) 

บริษัท Promega 

Bacillus subtilis pTF6 B. subtilis ที่มีพลาสมิด pTF6 Hirata และคณะ(59) ** 
E. coli DH5α pTG E. coli  สายพันธุ DH5α ที่มี  

รีคอมบิแนนทพลาสมิด pTG 
สรางในการทดลองนี้ 

E. coli DH5α pAD44-12 E. coli  สายพันธุ DH5α ที่มี  
รีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pAD44-12 

Dunn และคณะ(47) *** 

E. coli DH5α pAD E. coli สายพันธุ DH5α ที่มี   
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pAD 

สรางในการทดลองนี้ 

BS11 Bacillus สายพันธุ S11 
โพรไบโอติกในกุงกุลาดํา 

วรรนิภา เพ้ียนภักตร(7)

BS11-GFP BS11 ที่มีรีคอมบิแนนท  
พลาสมิด pAD44-12 

สรางในการทดลองนี้ 

BS11-pAD BS11 ที่มีรีคอมบิแนนท  
พลาสมิด pAD 

สรางในการทดลองนี้ 

 
 

 
* ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร. นําชัย ชีววิวรรธน  ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
** ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
*** ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Dr. Jo Handelsman, Department of Plant Pathology 
University of Wisconsin-Madison, Madison, Wisconsin, USA. 
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ตารางที่ 4  พลาสมิดและ จีโนไทป/ ฟโนไทป 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป ขนาด(กิโลเบส) เอกสารอางอิง 
pBCgfp Cmr, gfpmut2 4.15 Matthysse และคณะ(58)

pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS 2.997 บริษัท Promega 
pTF6 Kmr, Cmr 5.1 Hirata และคณะ(59)

pTG Apr, Kmr, Cmr 8.1 สรางในการทดลองนี้ 
pAD44-12 Apr, Cmr, gfpmut3a 9.5 Dunn และคณะ(47)

pAD Apr, Cmr 5.1 สรางในการทดลองนี้ 
 

3.4 การเลี้ยงและการเก็บรักษาแบคทีเรีย 

3.4.1 เลี้ยง E. coli ทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1) เม่ือเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลว เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กรณีที่ตองเติมสารปฏชิีวนะ ใชแอมพิซิลลินความเขมขนสุดทาย 
100 ไมโครกรมัตอมิลลิลติร (ภาคผนวก ข1) เม่ือทําเปนอาหารแข็ง LB เติมผงวุน 1.2% บมเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 
3.4.2 เลี้ยง BS11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (ภาคผนวก ก2) เม่ือเพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลว เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส กรณีที่ตองเติมสารปฏชิีวนะ ใชคลอแรมเฟนิคอลความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร (ภาคผนวก ข1) เม่ือทําเปนอาหารแข็งทริปตกิซอย เติมผง
วุน 1.2% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 
3.4.3 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli และ BS11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 

3.4.1 และ 3.4.2 ตามลําดับ นํามาผสมกับกลีเซอรอล ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชือ้ตอกลีเซอรอล 
4:1 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
3.5 การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

3.5.1 การสกัดพลาสมิดดวยวิธ ีPlasmid Minipreparation (ภาคผนวก ข2) 
เลี้ยง E. coli สายพันธุที่มีพลาสมิดทีต่องการในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีสาร

ปฏิชีวนะ 5 มิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวนํามาสกัดพลาส-
มิด ดังขั้นตอนตอไปน้ี ถายน้ําเลี้ยงเชื้อ 5 มิลลิลติร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงแยก
เซลลดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมาละลายใน
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สารละลาย I  100 ไมโครลิตร จากนั้นเตมิสารละลาย 4% SDS 100 ไมโครลิตร และสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 นอรมัล 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ 
5-6 ครั้ง ตั้งทิ้งไว 4 นาท ี จากนั้นเติมสารละลาย III ที่เย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา
เบาๆ 5-6 ครั้ง ตั้งทิ้งไว 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที ถายเฉพาะสวนน้ําใสใสลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมเอทานอล 100% 
ปริมาตร 2 เทาของสวนน้าํใส กลับหลอดไปมาเบาๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที แลวนําไป
ปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทเอทานอล 95% ทิ้ง แลวเติมเอทา
นอล 70% 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทสวนเอ
ทานอล 70% ทิ้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ สุดทายทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหงโดยการคว่ําหลอดไม
โครฟวจลงบนกระดาษทิชชู เปนเวลา 10 นาที แลวละลายตะกอนดเีอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุ 30 
ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร 1 ไมโครลิตร เพ่ือกําจัดอารเอ็นเอ 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.5.2 การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
ทําตามวธิีที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli หรือ BS11 สายพันธุที่มีพลาสมิดที่

ตองการ และปนเก็บเซลลตามวิธใีนขอที่ 3.5.1 แลวละลายตะกอนเซลลดวยบฟัเฟอร P1 250 
ไมโครลิตร จากน้ันเติมบัฟเฟอร P2 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่ง
สารละลายเริม่หนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที จากนั้นเติมบัฟเฟอร N3 350 
ไมโครลิตร ผสมทันทีโดยการกลับหลอดไปมา 4-6 ครั้ง สารละลายจะเกิดตะกอนสขีาว นําไปปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวดูดสวนน้ําใสลงใน QIAprep 
Spin Column นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใส
ที่ผานคอลัมนทิ้ง แลวเติมบัฟเฟอร PB 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงเหวีย่ง
ดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสที่ผานคอลัมนทิ้ง แลวเติม
บัฟเฟอร PE 750 ไมโครลติร ลงในคอลมัน นําไปปนเหวี่ยงเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้ําใสที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้ง แลวยายคอลัมนใสลง
ในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมบัฟเฟอร EB 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว 1 นาที แลวปนเหวีย่ง
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที พลาสมิดดีเอ็นเอจะถูกชะออกจากคอลัมนอยูใน
สวนน้ําใส เกบ็สารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

สําหรับ BS11 เลี้ยงเชื้อใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.8-1.2 
(ประมาณ 3-4 ชั่วโมง) และใชบัฟเฟอร P1 ที่เติมไลโซไซมใหมีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวจึงเติมบัฟเฟอร P2 
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3.5.3 การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Spin Midiprep 
Kit(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข4) 

ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli สายพันธุที่มีพลาสมิดที่ตองการใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ 25 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ตูบมปรับอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นานขามคืน ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 15 นาที แลว
ละลายตะกอนเซลลดวยบัฟเฟอร P1 4 มิลลิลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 4 มิลลิลิตร  ผสมโดย
การกลับหลอดไปมาสารละลายจะเริ่มหนืดและใสขึ้น ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที จากนั้นเติม
บัฟเฟอร P3 4 มิลลิลิตร ผสมทันทีโดยการกลับหลอดไปมา สารละลายจะเกิดตะกอนสีขาว ตั้ง
ทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 15 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 20,000xg เปนเวลา 30 นาที 
ดูดสวนน้ําใสลงในหลอดใหมแลวปนเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อกําจัดตะกอนขาวที่เหลือ เติมบัฟเฟอร 
QBT 4 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน QIAGEN-tip100 รอใหบัฟเฟอรไหลผานคอลัมนจนหมด จากนั้น
ดูดสวนนํ้าใสลงในคอลัมน รอใหสารละลายไหลผานคอลัมนจนหมด ลางคอลัมนโดยเติม
บัฟเฟอร QC 10 มิลลิลิตร รอใหบัฟเฟอรไหลผานคอลัมนจนหมด (ทํา 2 รอบ)   ชะพลาสมิด
ออกจากคอลัมนโดยการเติมบัฟเฟอร QF 5 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ไหลผานคอลัมนในหลอด
เซนตริฟวจ (ตองไมเปนพลาสติกชนิดโพลีคารบอเนต)  ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมไอโซโพรพา
นอล 3.5 มิลลิลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 15,000xg เปนเวลา 
30 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเติมเอทานอล 70% 2 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 15,000xg 
เปนเวลา 10 นาที  คอยๆ เทสวนใสทิ้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ สุดทายทําใหตะกอนดีเอ็นเอ
แหงโดยการคว่ําหลอดเซนตริฟวจลงบนกระดาษทิชชู เปนเวลา 10 นาที แลวละลายตะกอน    
ดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุ 

 
3.5.4 การวิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธิข์องดีเอ็นเอ 
วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280)  
ความเขมขนของดีเอ็นเอคํานวณไดจากสูตร  
ความเขมขนของดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลติร) = A260x 50 x dilution factor 
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอคํานวณไดจากอัตราสวนระหวาง A260 และ A280 คาที่

เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคาสูงกวา 
2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 
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3.6 การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

3.6.1 ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ และปรับปริมาตรสุดทายดวยนํ้ากลั่น โดย
ใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลายบัฟเฟอร และอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.2 การทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
เพ่ือวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิด โดยมีวิธีการดังน้ีคือ เตรียมอะกาโรสเจล 

1% ในบัฟเฟอร 1xTAE (ภาคผนวก ข5) โดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid หรือ ชุดทําอิเล็ก
โทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT ผสมพลาสมิดดีเอ็นเอปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม นํามา
หยอดลงในชองและใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 กิโลเบสผสมกับสีติดตามเปนดีเอ็นมาตรฐาน ให
กระแสไฟฟาโดยใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลง
มาเกือบถึงขอบเจลอีกดาน หยุดใหกระแสไฟฟา ปดเครื่อง นําอะกาโรสเจลไปยอมดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที ลางเอธิเดียม 
โบรไมดสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ ตรวจดูแถบดีเอ็นและถายภาพดวยเครื่อง Gel 
Documentation 

 
3.6.3 การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุด QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen) (ภาคผนวก ข6) 
ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังน้ี   ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่

ตองการดวยใบมีดและนําชิ้นเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของ
น้ําหนักชิ้นเจล นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลหลอม
ละลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของน้ําหนักชิ้นเจล ผสมใหเขากันโดย
การกลับหลอดไปมา แลวถายสารละลายทั้งหมดลงใน QIAquick column นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางคอลัมนโดยเติมบัฟเฟอร 
PE 750 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบและเวลาเดิม เทสวนใสทิ้ง กําจัดสวนน้ําที่
เหลือติดคอลัมนโดยการปนเหวี่ยงซํ้าอีกครั้ง ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติม
บัฟเฟอร EB 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบและเวลาเดิม 
สารละลายดีเอ็นเอจะอยูในสวนน้ําใส เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.6.4 การกําจัดหมูฟอสเฟตที่ปลาย 5’ โดยเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส 
นําชิ้นดีเอ็นเอมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ ประกอบดวย

เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม และปรับปริมาตร
สุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลาย
บัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.5 การทําใหเปนปลายทูโดยใชเอนไซมนิวคลีเอส 
นําชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายเหนียวมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ 

ประกอบดวยเอนไซมนิวคลีเอส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม และปรับปริมาตร
สุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของสารละลาย
บัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.6.6 การเชื่อมตอดีเอ็นเอปลายทูโดยใชเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส 
นําชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายทูมาผสมกับสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอดไมโครฟวจ ประกอบ 

ดวยเอนไซมทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส สารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม 50%PEG และ
ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่น โดยใชจํานวนหนวยของเอนไซม ความเขมขนสุดทายของ
สารละลายบัฟเฟอร อุณหภูมิและเวลาบมที่เหมาะสมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 

 
3.7 การนําพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 

3.7.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli DH5α (ภาคผนวก ข7) 
เขี่ยโคโลนีเด่ียวของ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 5 มิลลิลิตร แลว

นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 
500 ไมโครลิตร ไปยัง Klett flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 50 
มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกระทั่งคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน-
เมตร (A600) ประมาณ 0.2-0.5 จากนั้นถายน้ําเลี้ยงเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจ นําไปปนเหวี่ยง
แยกเซลลดวยความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้ง แลวแชหลอดเซนตริฟวจที่มีตะกอนเซลลในอางน้ําแข็ง เติมสารละลาย RF I ที่เย็น 5 
มิลลิลิตร คอยๆ กระจายเซลลใหเขากับสารละลาย (หามใชเครื่องปนผสม) เติมสารละลาย RF I 
ที่เย็นเพ่ิมอีก 12 มิลลิลิตร  แลวตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย
ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนนํ้าใสทิ้ง แลว
เติมสารละลาย RF II ที่เย็น 4 มิลลิลิตรลงไปในตะกอนเซลล คอยๆ กระจายเซลลเบาๆ ตั้งทิ้งไว
ในอางน้ําแข็ง 20 นาที ดูดแบงใสหลอดไมโครฟวจที่เย็นหลอดละ 50 ไมโครลิตร ปดฝาใหแนน 
แชหลอดในไนโตรเจนเหลว 30 วินาที แลวเก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสทันที 
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3.7.2 การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 
การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α จะใชวิธี heat shock ดังนี้ นําคอมพี-

เทนทเซลล E. coli DH5α ออกจากตูแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส แชในอางน้ําแข็งใหละลาย
ชาๆ เม่ือเซลลละลายแลวเติมพลาสมิด (ควรมีปริมาตร 1-10 ไมโครลิตร) ลงในคอมพีเทนเซลล 
ผสมใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการ heat shock ทันที 
โดยยายหลอดลงในอางน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาทีแลวยายกลับไป
แชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 2 นาทีทันที เติมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB 1 มิลลิลติรและนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มี
แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสขามคืน 

 
3.8 การนําพลาสมิดเขาสู BS11 (ดัดแปลงจาก Liu และคณะ(49)) 

3.8.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ BS11 
เขี่ยโคโลนีเด่ียวของ BS11 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลติร แลวนําไปเขยาที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 2.5 มิลลิลิตร ไป
ยัง Klett flask ขนาด 500 มิลลิลติร ที่มีอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว LB 200 มิลลิลติร นําไปเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกระทั่งคาการดูดกลืนแสงที่ 650 
นาโนเมตร (A650) ประมาณ 0.2 จากนั้นถายน้ําเลี้ยงเช้ือ 50 มิลลลิิตรลงในหลอดเซนตริฟวจที่
เย็นและแชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็วรอบ 8,000 
รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางตะกอนเซลลดวย
สารละลายบฟัเฟอร SG (ภาคผนวก ข8) ที่เย็นจัด 5 รอบ สุดทายละลายเซลลในสารละลาย
บัฟเฟอร SG 500 ไมโครลติร แบงใสหลอดไมโครฟวจที่เย็นหลอดละ 50 ไมโครลติร เก็บเซลลที่ 
-70 องศาเซลเซลเซียส 

 
3.8.2 การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู BS11 
การทรานสฟอรมพลาสมิดเขาสู BS11 จะใชวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) 

ดังน้ีนําคอมพีเทนทเซลล BS11 ออกจากตูแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส แชในอางน้ําแข็งให
ละลายชาๆ เม่ือเซลลละลายแลวเติมพลาสมิดที่ตองการทรานสฟอรม 1 ไมโครลิตร (ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร)  ผสมกับเซลล แลวดูดใสคิวเวตตสําหรับอิเล็กโทรพอเรชัน 
ที่มีชองวางระหวางแผนตัวนํา (gap) กวาง 2 มิลลิเมตรที่เย็นจัด (ระวังอยาใหเกิดฟอง) เช็ดรอบ 
คิวเวตตใหแหง นําเขาเครื่องถายทอดดีเอ็นเอเขาสูเซลล ที่ตั้งคาความตางศักย 1.6 กิโลโวลต 
ความจุไฟฟา 25 ไมโครฟารัด และความตานทาน 200 โอหม ปลอยกระแสไฟฟา 1 ครั้ง (เวลาที่
ใชในการปลอยกระแสไฟฟาประมาณ 5/1000 วินาที) หลังจากใหกระแสไฟฟาแลว ถายเชื้อจาก
คิวเวตตลงสูอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย 1 มิลลิลิตรทันที นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส 
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บนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชือ้
แข็ง 0.5xTSA ที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสขามคืน 

การตรวจหา BS11 ที่ไดรับพลาสมิด ทําโดยคัดเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญบนอาหาร
แข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล สกัดพลาสมิดดวยชุด QIAprep Miniprep Kit และตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะเพื่อตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับ สําหรับ BS11 ที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน gfp  
ตรวจดูการเรอืงแสงดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

 
3.9 การตรวจดูการเรืองแสงดวยกลองจุลทรรศน 

ใชลูปแตะโคโลนีที่ตองการตรวจสอบ มากระจายลงในหยดน้ําบนกระจกสไลดที่สะอาด 
แลวปดทับดวยกระจกปดสไลด (ระวังอยาใหมีฟองอากาศ) นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต โดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 10 เทาและ 40 เทา แบคทีเรียที่ไดรับพลาสมิด
ที่มียีนจีเอฟพีจะมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.10 การหาความเสถียรของพลาสมดิในเซลล BS11 

เลี้ยง BS11-GFP และ BS11-pAD ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB 5 มิลลิลิตรที่มี
คลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายเช้ือ 0.5 
มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB 50 มิลลิลิตรที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา เปนเวลา 12 ชั่วโมง (A600 อยู
ในชวง 1.6) ถายเชื้อ 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมทุกๆ 12 ชั่วโมง 

นับจํานวน BS11 ที่มีและไมมีพลาสมิดในแตละรุน โดยนําเชื้อมาเจือจางในดวยน้ําเกลือ 
0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในอัตราสวนทีเ่หมาะสม แลวเพาะเชื้อบนอาหาร 0.5xTSA 
และอาหารแขง็ 0.5xTSA ที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 

 
3.11 การเตรยีมอาหารกุงกุลาดําผสมกับ BS11  

เลี้ยง BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ในอาหารเลี้ยง BS11 (ภาคผนวก ก3) เขยา
ที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวนํามาปนเหวี่ยงแยก
เอาเฉพาะเซลล ลางเซลล 3 รอบ ดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ผสมเซลลสดกับอาหารกุงใน
อัตราสวน 1:3 คลุกอาหารกุงและเซลล BS11 ใหเขากัน หลังจากนั้นทําใหอาหารแหงโดยบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กระจายไมใหอาหารติดกันเปนกอน เก็บใสภาชนะทีส่ะอาดในตูเยน็ 
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ตรวจสอบและติดตาม BS11 ในอาหารกุง โดยนําอาหารกุงที่ผสม BS11, BS11-GFP 
และ BS11-pAD มาทําใหเจือจางดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในอัตราสวน
ที่เหมาะสม เพาะเชื้อบนอาหารแข็งทริปติกซอยและอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 
3.12 เลี้ยงกุงกุลาดําในระดับบอปูนซีเมนต 

เลี้ยงกุงกุลาดําระยะโพสลาวา-18 ที่ไดจากบอฟกในจังหวัดฉะเชิงเทรา ในบอปูนซีเมนต
ที่บรรจุน้ําประมาณ 400 ลิตร ความเค็ม 20 สวนในพันสวน ปลอยกุงกุลาดําบอละ 45 ตัว 
จํานวน 3 บอตอกลุมการทดลอง เลี้ยงปรับสภาพใหกุงคุนเคยกับบอดวยอาหารปกติ และเริ่มทํา
การทดลองเมื่อกุงกุลาดําระยะโพสลาวา-24 โดยการทดลองแบงเปน 4 กลุม ดังนี้ 

- กลุมควบคุม เลี้ยงโดยใหอาหารปกติที่ไมมีการผสมแบคทีเรียโพรไบโอติก 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11-GFP 
- กลุมทดลอง เลี้ยงโดยใหอาหารที่ผสมแบคทีเรีย BS11-pAD 
ใหอากาศตลอดเวลา กรองน้ําโดยใชระบบหมุนเวียนแบบปด (Closed recirculating 

water system) อาหารที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําตลอดการทดลองเปนอาหารเม็ดสําเร็จรูป ใหอาหาร 
10% ของน้ําหนักตัว โดยใหวันละ 3 ม้ือ คือเวลา 9.00 น. 13.00 น. และ 18.00 น. ระหวางทํา
การเพาะเลี้ยงกุง สังเกตอัตราการเจริญของกุงโดยการชั่งน้ําหนักกุงกุลาดําทุกตัว ทุกๆ 3 
สัปดาห เปนเวลา 9 สัปดาห 

หลังจากการทดลอง ทําลายกุงที่เหลือโดยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว และฆาเชื้อนํ้าที่ใชเลี้ยงกุงโดยใชสารละลายคลอรีน 

 

3.13 ติดตาม BS11 ในนํ้าที่ใชเลี้ยงกุงและในลําไสกุงหลังจากกินอาหารที่ผสม BS11 

ตรวจนับปริมาณ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุงและในลําไสกุง โดยนับจํานวนโคโลนีบนอาหาร
แข็งทริปติกซอยและอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีคลอแรมเฟนิคอล 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

การตรวจนับสปอรของ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุง ใชวิธี heat shock โดยนําน้ําไปแชที่
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือกระตุนการงอกของสปอร จากนั้นทําการเจือ
จางในอัตราสวนที่เหมาะสม แลวเพาะเชื้อในอาหารแข็งทริปติกซอยนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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3.14 การเตรยีมเนื้อเยื่อทาง histology 

นําตัวอยางกุงที่เก็บจากการทดลอง นํามาตัดแยกลําไสออก แลวเตรียมเน้ือเยื่อตาม
ขั้นตอนดังนี้ 

ขั้นตอนการทําใหคงรูป (Fixation) แชในสารละลายบัฟเฟอรฟอมาลิน 10 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20-30 เทาของเนื้อเยื่อ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ลางออกดวยนํ้าประปาหลายๆ รอบ แลว
แชเก็บไวในเอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต จนกวาจะเริ่มขั้นตอนตอไป (ควรเปลี่ยนเอทิลแอล-
กอฮอลทุกๆ สัปดาห) 

ขั้นตอนการดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อ (Dehydration) ดวยแอลกอฮอลลเปอรเซ็นตตางๆ 
ดังน้ี คือ แชในเอทิลแอลกอฮอลล 90 เปอรเซ็นต เปนเวลา 6 ชั่วโมง, เอทิลแอลกอฮอลล 95 
เปอรเซ็นต ขามคืน 2 รอบ และนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลล เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

ขั้นตอนนําสารใหมเขามาแทนที่ (Clearing) แชไซลีน เปนเวลา 1 ชัว่โมง 
ขั้นตอนการ (Infiltration) ในพาราพลาสต แชไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลว

ปริมาณ 1:1 เก็บในตูอบอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง, พาราพลาสต
หลอมเหลว 30 นาที และพาราพลาสตหลอมเหลว 1 ชั่วโมง 

ขั้นตอนการฝงพาราพลาสต (Embedding) เทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปในพิมพ นํา
สวนลําไสกุงจัดเรียงในพิมพสี่เหลี่ยม จากนั้นเทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปใหเต็มพิมพ รอจน
แข็งตัวจึงแกะพิมพออก จากนั้นเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซยีส 

ขั้นตอนการตัดเนื้อเยื่อ (Section cutting) ตัดเนื้อเยื่อลําไสกุงที่ฝงในพาราพลาสตดวย
เครื่องไมโครโตมแบบใชมือหมุน (rotary microtome) ใหแตละชิ้นมีความหนา 7 ไมครอน เรียง
ตอกัน นําแผนเนื้อเยื่อที่ไดมาติดบนสไลดแกว โดยหยดน้ํากลั่นสะอาดลงบนสไลด 1 แผน 
จากนั้นนําเนื้อเยื่อลงวางบนหยดน้ํา แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ตั้งอุณหภูมิไว 40 องศา
เซลเซียสเพื่อใหเนื้อเยื่อแผขยายจนตึงเรียบ จากนั้นดูดน้ําออกซับใหแหง  จากนั้นจึงนําสไลด
เน้ือเยื่อที่ไดมาตรวจหาตําแหนงการยึดเกาะของ BS11 ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 
โดยสังเกตจากการเรืองแสงสีเขียว ที่บริเวณตางๆ ของลําไสกุง 

 
3.15 การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design; CRD) วิเคราะห
ความแตกตางของคาเฉลี่ย โดยใชการวิเคราะหคาความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way 
ANOVA) และจัดกลุมขอมูลโดยใชคาสถิติ Tukey ที่ระดับความเชื่อมัน 95 เปอรเซ็นต โดยใช
โปรแกรม SPSS 10.0 for Windows 
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สรุปขั้นตอนการทดลองในงานวิจัยนี้ 
 
ขั้นตอนที่ 1 เตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม 
ขั้นตอนที่ 2 เตรียม BS11 ที่มีพลาสมิด 

- นําพลาสมิดเขาสูเซลล BS11 โดยวิธ ีelectroporation และคัดเลือก 
- ตรวจสอบความเสถียรของทรานสฟอรแมนท 

ขั้นตอนที่ 3 เตรียมอาหารกุงที่มี BS11และ BS11 ทีมี่พลาสมิด 
- ตรวจสอบและติดตาม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด ในอาหารกุง 

ขั้นตอนที่ 4 เลี้ยงกุงกุลาดาํในบอปูนซีเมนตระดับ 400 ลิตร 
- ติดตาม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงและในลําไส
กุงหลังจากกินอาหารที่ผสม BS11และ BS11 ที่มีพลาสมิด 

 
 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

การเตรียมพลาสมิดที่มียนีจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม 

วิธีที่ 1 เตรียมจากพลาสมิด pTF6, pGEM-7Zf(+) และ pBCgfp 
เน่ืองจากยีน gfpmut2 อยูในพลาสมิด pBCgfp (รูปที่ 25 ภาคผนวก ง) ซึ่งจะมีการ

แสดงออกของยีนและมีการถายแบบไดใน E. coli เทานั้น อีกทั้งการสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ที่มียีน gfpmut2 และสามารถถายแบบไดในเจาบานที่เปน Bacillus ทําไดยากเพราะ Bacillus 
เปนแบคทีเรียกลุมแกรมบวก มีผนังเซลลหนา  ดังน้ันจึงตองทําการสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ใน E. coli กอน ซึ่งพลาสมิดนี้จะตองเปนชัทเทิลเวกเตอรที่สามารถถายแบบไดทั้งในเจาบานที่
เปน  E. coli และ Bacillus   จากนั้นแทรกยีน gfpmut2 ลงในชัทเทิลเวกเตอรนี้ เพ่ิมปริมาณ      
รีคอมบิแนนทพลาสมิดใน E. coli      แลวจึงทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้เขาสูเซลล
เจาบานที่เปน BS11  โดยชัทเทิลเวกเตอรสรางจากการเชื่อมพลาสมิด pTF6 (รูปที่ 27 
ภาคผนวก ง) ที่สามารถถายแบบไดใน Bacillus และมีโปรโมเตอร P-bgaB เขากับ pGEM-
7Zf(+) (รูปที่ 28 ภาคผนวก ง) ซึ่งเปนพลาสมิดที่สามารถถายแบบไดใน E. coli 

จากการสกัดพลาสมิด pTF6 จาก B. subtilis และสกัดพลาสมิด pGEM-7Zf(+)   จาก  
E. coli DH5α แลวตัดพลาสมิดทั้งสองดวยเอนไซม EcoRI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5.1 และ 
3 กิโลเบส ตามลําดับ ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 6 

5.1 กิโลเบส 
3 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTF6 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
ชองที่ 3 pGEM-7Zf(+) ที่ตดัดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
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หลังจากนั้นกําจัดหมูฟอสเฟสที่ปลาย 5’ ของ pGEM-7Zf(+) ที่ถูกตัดดวย EcoRI แลว
เชื่อมชิ้นดีเอ็นเอทั้งสองชิ้นเขาดวยกันดวยเอนไซมไลเกส จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli 
DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอรแมนที่ด้ือยาแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด   
จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทและตัดดวยเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 8.1 กิโลเบส ซึ่งผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 7 ดังน้ัน
จากขั้นตอนนี้ไดชัทเทิลเวกเตอรของ E. coli และ Bacillus ใหชื่อวา “pTG” 

 

8.1 กิโลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

 
ทําการตรวจสอบทิศทางการเชื่อมตอ โดยการตัด pTG ดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

และ BamHI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 7.95 และ 0.15 กิโลเบส ดังนั้น pTG จึงมีแผนที่เรสตริก-
ชันดังรูปที่ 9 
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0.15 กโิลเบส 

7.95 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI และ BamHI 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9 แผนทีเ่รสทริกชันของพลาสมิด pTG 
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ขั้นตอนตอไปคือการแทรกยีน gfpmut2 จากพลาสมิด pBCgfp เขาไปทีต่ําแหนง PstI 
ของพลาสมิด pTG   หลังจากสกัดพลาสมิด pTG จาก E. coli DH5α แลวตดัพลาสมิดดวย
เอนไซม PstI ไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 8.1 กิโลเบส กําจัดหมูฟอสเฟสที่ปลาย 5’ ของชิ้นดีเอ็นเอ
เพ่ือปองกัน self-ligation  จากนั้นนํามาเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 0.75 กิโลเบสซึ่งไดจาก
การตัดพลาสมิด pBCgfp ดวยเอนไซม PstI  ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดัง
รูปที่ 10 จากน้ันทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอร-
แมนทที่ด้ือยาแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด 

 

3.4 กโิลเบส 

8.1 กิโลเบส 

0.75 กโิลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pBCgfp ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 
ชองที่ 3 pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 

 
จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทจํานวน 69 โคโลนีและตัดดวยเอนไซม 

BamHI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 0.9 และ 8 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร-
ซิสแสดงดังรูปที่ 11   แสดงวาไดทรานสฟอรแมนทที่มียีน gfpmut2 แทรกอยูในลักษณะกลับทิศ
ทั้งหมด ซึ่งจะมีแผนที่เรสตริกชันดังรูปที่ 12 
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8 กโิลเบส 

0.9 กิโลเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2-9 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนทที่ถูกตัดดวย BamHI 
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รูปที่ 12 แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pTG ที่มียีน gfp แทรกในลกัษณะกลบัทศิ 
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PstI 

PstI 

สรุปการเตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีและพลาสมิดควบคุม จากพลาสมิด pTF6, 
pGEM-7Zf(+) และ pBCgfp 
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วิธีที่ 2 ใชพลาสมิด pAD44-12 
เน่ืองจากการเตรียมพลาสมดิตามวิธทีี่ 1 ไมเปนผลสาํเร็จ จึงใชพลาสมิด pAD44-12 

(รูปที่ 30 ภาคผนวก ง) ซึ่งเปนชัทเทิลเวกเตอรของ Escherichia coli และ Bacillus cereus(47) มี
ขนาด 9.5 กิโลเบส ประกอบดวยยีนตานแอมพิซิลลิน ยีนตานคลอแรมเฟนิคอล และยีน 
gfpmut3a ซึ่งอยูภายใตโปรโมเตอรจาก B. cereus UW85 

9.5 กิโลเบส 
5.0 กิโลเบส 
4.5 กิโลเบส 

การเตรียมพลาสมิดควบคุมซึ่งจะเปนพสาสมิดที่ไมมียีน gfpmut3a และโปรโมเตอร 
โดยการสกัดพลาสมิด pAD44-12 จาก E. coli DH5α และตัดพลาสมิดดวยเอนไซม HindIII และ 
EcoRI พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5 และ 4.5 กิโลเบส หลังจากนั้นแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5 กิโล
เบสออกมา ทําใหดีเอ็นเอเปนปลายทูทั้งสองดานโดยใชนิวคลีเอส และเชื่อมปลายทูทั้งสองเขา
ดวยกันดวยเอนไซมไลเกส  ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 13  จากนั้น 
ทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α โดยวิธี heat shock   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่ด้ือแอมพิ-
ซิลลิน และไมมีการเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนชนิดฟลูออเรสเซนตมาสกัดพลาสมิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 13 ผลการตัดพลาสมดิ pAD44-12 ดวยเรสตริกชนัเอนไซม 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD44-12 
ชองที่ 3 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII 
ชองที่ 4 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม EcoRI 
ชองที่ 5 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII และ EcoRI 
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จากการสกัดพลาสมิดจากทรานสฟอรแมนท และตัดดวยเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 5 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 14 
ดังนั้นจากขั้นตอนนี้ไดพลาสมิดควบคุมคือ “pAD” ซึ่งจะมีแผนที่เรสตริกชันดังรูปที่ 15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 กโิลเบส 

 
 

รูปที่ 14 ผลการตัดพลาสมดิ pAD ดวยเรสตริกชันเอนไซม 
ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD  
ชองที่ 3 pAD ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 15 แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pAD 
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การเตรียม BS11 ที่มีพลาสมิด 
การทรานสฟอรม pAD44-12 และพลาสมิดควบคุม pAD เขาสู BS11 ดวยวิธีอิเล็กโทร-

พอเรชัน โดยใชพลาสมิดปริมาณ 1 ไมโครกรัมตอคอมพีเทนท BS11 106 เซลล และคัดเลือก 
ทรานสฟอรแมนทที่ด้ือคลอแรมเฟนิคอล พบวาโอกาสในการไดทรานฟอรแมนทมีประมาณ 
3.37x10-8 ทรานสฟอรแมนทตอเซลล  

จากการสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทที่ไดจากการทรานสฟอรม BS11 ดวย 
พลาสมิด pAD44-12 และตัดดวยเรสตรกิชันเอนไซม HindIII พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตรง
กับ pAD44-12 คือ 9.5 กิโลเบส  และสกัดพลาสมิดออกจากทรานสฟอรแมนทที่ไดจากการ 
ทรานสฟอรม BS11 ดวย พลาสมิด pAD และตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI พบวาไดชิ้นดีเอ็น
เอที่มีขนาดตรงกับ pAD คือ 5 กิโลเบส ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงดังรูปที่ 
16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ก ข 

9.5 กโิลเบส 

5 กโิลเบส 

รูปที่ 16 ผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 ก  ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน1 kb DNA Ladder 

ชองที่ 2 pAD44-12 
ชองที่ 3 pAD44-12 ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม HindIII  

 ข  ชองที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
ชองที่ 2 pAD  
ชองที่ 3 pAD ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม PstI 
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BS11 ที่มีพลาสมิด pAD4412 ใหชื่อวา “BS11-GFP” ด้ือตอสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิ-
คอล และมีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ดังรูปที่ 17   สวน BS11 
ที่มีพสาสมิด pAD ใหชื่อวา “BS11-pAD”  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
รูปที ่17 ลักษณะเซลลของ BS11-GFP ภายใตกลองจุลทรรศน กําลงัขยาย 200 เทา 

ก แสงธรรมดา 
ข แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต 
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การตรวจสอบความเสถียรพลาสมิด pAD44-12 และ pAD โดยการเลี้ยง BS11-GFP 
และ BS11-pAD ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือกเปน
จํานวน 50 รุน พบวา BS11-GFP และ BS11-pAD ยังคงรักษาพลาสมิดอยูไดถึง 77.85 และ 
79.18 เปอรเซ็นตตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 18 
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เปอรเซ็นตความเสถยีร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18 เปอรเซ็นตความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ของ BS11-GFP 
และ BS11-pAD ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก
เปนจํานวน 50 รุน (แสดงคาในตารางที่ 5 ภาคผนวก จ) 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย     แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร (SD) 
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ผลการทดลองการผสม BS11 กับอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา 
เม่ือนํา BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD มาผสมกับอาหารกุงในอัตราสวนน้ําหนัก

เซลลเปยกตอน้ําหนักอาหารกุงเทากับ 1:3 แลวตรวจนับจํานวน BS11 ตอกรัมอาหารกุง พบวา
ปริมาณ BS11 ในอาหารที่ผสมBS11 ทั้ง 3 กลุมอยูในชวง 105 แสดงผลดังรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในอาหารกุงกุลาดําที่ผสม BS11 ในอัตราสวน

น้ําหนักเซลลเปยกตอนํ้าหนักอาหารกุงเทากับ 1:3 (แสดงคาในตารางที่ 6 ภาคผนวก จ) 
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อาหารกุงที่ผสม BS11-GFP พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลอูอเรสเซนต ดังรูปที่ 20 ซึ่งตางจากอาหารกุงที่ผสม BS11 และ BS11-pAD ที่ไม
พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงสีเขียว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20 ลักษณะเซลลของ BS11-GFP (ลูกศรเสนทึบ) ในอาหารกุง (ลูกศรเสนประ) 

ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
ก และ ค แสงธรรมดา 
ข และ ง แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต 
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ผลการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดําในบอระดับ 400 ลติร 
เม่ือนําอาหารกุงที่ไมผสม BS11, อาหารกุงที่ผสม BS11, อาหารกุงที่ผสม BS11-GFP 

และอาหารกุงที่ผสม BS11-pAD ไปใชเลีย้งกุงกุลาดําในระยะโพสลาวา 24 โดยทาํการเลี้ยงเปน
ระยะเวลา 9 สัปดาห และทําการชั่งน้ําหนักทุกๆ 3 สัปดาห พบวาในสัปดาหที่ 9 กุงกุลาดํากลุม
ที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11 ทั้ง 3 กลุม มีน้ําหนักเฉลี่ยมากกวากุงในกลุมควบคุมที่ไมไดรบั 
BS11 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาคผนวก ฉ) น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดําในกลุม
การทดลองตางๆ แสดงดังรูปที่ 21  
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รูปที่ 21 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดําที่เลี้ยงดวยอาหารแบบตางๆ โดยเลี้ยงเปน
ระยะเวลา 9 สัปดาห (แสดงคาในตารางที่ 7 ภาคผนวก จ) 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย     แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร (SD) 
a, b, c อักษรตางกันแสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองในแตละ
ชวงเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
การตรวจคุณภาพน้ําระหวางการเลี้ยงกุงในแตละกลุมการทดลองพบวา คาของปจจัย

ตางๆ อยูในเกณฑที่ปลอดภัยตอสัตวน้ําและคอนขางคงที่ตลอดการทดลอง ไดแก ความเค็ม 17-
22 สวนในพันสวน คาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 6.5-7.0 อุณหภูมิประมาณ 27-28 องศา
เซลเซียส ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณไนไตรท
ประมาณ 0-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณแอมโมเนียรวมประมาณ 0-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ
ปริมาณฟอสเฟตอยูในชวง 0.1-2.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

กลุมควบคุม กลุม BS11
กลุม BS11-GFP กลุม  BS11-pAD

a c ab bc  
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การทดลองหาปริมาณ BS11 และสปอรในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการ
เลี้ยงกุง พบวาไมพบ BS11 ในน้ําจากบอควบคุม แตพบ BS11 และสปอรในน้ําจากบอที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 102 CFU/ml ดังแสดงในรูปที่ 
22  
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รูปที่ 22 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการเลี้ยงกุง 

(แสดงคาในตารางที่ 8 ภาคผนวก จ) 
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หลังเลี้ยงกุงกลุาดําครบ 9 สัปดาห นํากุงแตละกลุมทดลองมาตรวจนับปริมาณ BS11 
ในลําไส พบวาปริมาณ BS11 ในลําไสกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ 
BS11-pAD ประมาณ 105 – 106 CFUตอกรัม แตไมพบ BS11 ในทางเดินอาหารของกุงกลุม
ควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 23  
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รูปที่ 23 ปริมาณ BS11 ที่ตรวจพบในลําไสกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการเลี้ยงกุง 

(แสดงคาในตารางที่ 9 ภาคผนวก จ) 
 
การตรวจหา BS11-GFP ในทางเดินอาหารกุงกุลาดําหลังจากเลี้ยงเปนเวลา 9 สัปดาห 

ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต โดยสังเกตจากการเรืองแสงสีเขียวของ BS11-GFP ที่
บริเวณตางๆ ของลําไสกุง ดังแสดงในรูปที่ 24 
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รูปที่ 24 เน้ือเยื่อบริเวณตางๆ ลําไสของกุงกุลาดําที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11-GFP 
เปนเวลา นาน 9 สัปดาห โดยสังเกตเห็นเซลล BS11-GFP ที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

ก ง ซ ฏ ณ  แสงธรรมดากําลังขยาย 20 เทา 
ข จ ฌ ฐ ด  แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 20 เทา 
ฉ ญ ฑ ต    แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 50 เทา 
ค ช ฎ ฒ ถ  แสงฟลูออเรสเซนตกําลังขยาย 200 เทา 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

วิจารณผลการทดลอง 
Rengpipat และคณะ(5, 7, 8, 9, 10) ไดทําการทดลองและพิสูจนแลววา BS11 เปนโพรไบ-

โอติกที่ดีสําหรับกุงกุลาดํา สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา ทําใหน้ําหนักตัวและ
การรอดชีวิตของกุงกุลาดําสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
นอกจากนี้ยังพบวา BS11 ชวยเสริมภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยการตอบสนองผาน
เซลลและสารน้ําในกุงกุลาดํา แตยังไมมีการทดลองใดสามารถติดตาม BS11 ในกุงกุลาดําได
โดยตรง ทั้งน้ีเนื่องจากในทางเดินอาหารกุงมีจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรียกลุม Bacillus, 
Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas และ Klebsiella(6, 7) เปนตน   ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงนําการ
ติดฉลาก BS11 ดวยจีเอฟพีมาใช เพ่ือทําใหสามารถติดตาม BS11 ได ทั้งในอาหารเลี้ยงกุง น้ํา
ในบอเลี้ยงกุง และในทางเดินอาหารของกุง 

งานวิจัยที่ผานมา Schultz และคณะ(51) ที่ไดทรานสฟอรมพลาสมิดที่มียีนประมวลรหัส 
จีเอฟพี (pUC-gfp) เขาสู E. coli สายพันธุ Nissle 1917 ที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกในคน 
เพ่ือใชติดตามโพรไบโอติกทั้งใน in vivo และ in vitro และเพื่อศึกษาปฏิสัมพันธกับเซลลเจาบาน    
Hurst และคณะ(53) ใชจีเอฟพีติดฉลากแบคทีเรีย Serratia entomophila ที่เปนสาเหตุของโรค 
New Zealand grass grub ในดวง Costelytra zealandica เพ่ือใชติดตามแบคทีเรียในทางเดิน
อาหารของเจาบาน    Zhang และคณะ(48) ติดฉลากแบคทีเรียที่เปนไบโอคอนโทรลในขาว
บารเลย คือ Brevibacillus brevis ZJY-1 และ Bacillus subtilis subtilis ZJY-116 เพ่ือติดตาม
แบคทีเรียและศึกษาผลของการใชไบโอคอนโทรลในระดับภาคสนาม ในการยับยั้ง Fusarium 
graminearum ซึ่งเปนรากอโรคในขาวบารเลย   จากตัวอยางงานวิจัยเหลานี้แสดงใหเห็นถึง
ความเปนไปไดในการใชจีเอฟพีติดฉลากจุลินทรียที่สนใจเพื่อติดตามจุลินทรียในสภาพ in vivo 

เน่ืองจากแบคทีเรียกลุม Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีชั้นเปบทิโดไกลแคนที่ผนัง
เซลลหนา จึงเปนการยากที่จะตัดตอยีนและทรานสฟอรมเขาสูเซลลเจาบานที่เปน Bacillus 
โดยตรง ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงทําสรางชัทเทิลเวกเตอรที่สามารถเพิ่มจํานวนไดใน E. coli และ 
Bacillus คือชัทเทิลเวกเตอร pTG ที่เกิดจากการเชื่อม pTF6 และ pGEM7Zf(+) 

การเตรียมพลาสมิดที่มียีนจีเอฟพีโดยการตัดยีน gfpmut2 จากพลาสมิด pBCgfp ดวย 
เรสตริกชันเอนไซม PstI มาเชื่อมตอเขากับพลาสมิดพาหะ pTG ที่ตัดดวยเรสตริกชันเอนไซม 
PstI แลวทรานสฟอรมเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli DH5α คัดเลือกโคโลนีทรานสฟอรแมนทที่
สามารถเจริญบนอาหารแข็งที่มีแอมพิซิลลินจํานวน 69 โคโลนีมาสกัดพลาสมิด แลวตรวจสอบ
ทิศทางการสอดแทรกของยีน gfpmut2  โดยการตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเรสตริกชัน
เอนไซม BamHI แลววิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสพบวา
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ไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.9 และ 8 กิโลเบส ซึ่งเปนขนาดของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มี
ยีน gfpmut2 สอดแทรกในลักษณะกลับทิศทั้งหมด 

เน่ืองจากการนํายีนเขาสูเซลลเจาบานเพ่ือใหเจาบานผลิตโปรตีนที่ตองการ โปรตีนบาง
ชนิดจะมีความเปนพิษตอเซลล จึงไมไดเซลลที่ผลิตโปรตีนตามตองการ  นอกจากนี้การเชื่อมตอ
ชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายทั้งสองดานเหมือนกัน ทิศทางการเชื่อมตอจะเกิดขึ้นอยางสุม(60) แตใน
งานวิจัยน้ีเกิดการสอดแทรกของยีน gfpmut2 ในพลาสมิดพาหะ pTG เกิดขึ้นในทิศทางเดียว 
คือกลับทิศทั้งหมด สาเหตุไมไดเกิดจากการสอดแทรกในทิศทางที่ถูกตองสรางโปรตีนที่เปนพิษ
ตอเซลล เพราะวาจีเอฟพีเปนโปรตีนที่ไมมีความเปนพิษตอเซลล(13)  สาเหตุดังกลาวนาจะเกิด
จากกลไกบางอยางในขั้นตอนการเชื่อมตอดวยเอนไซมไลเกส ทําใหเลือกเกิดการเชื่อมตอใน
แบบเดียวเทานั้น 

พสาสมิด pAD44-12 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Jo Handelsman เปนชัทเทิล
เวกเตอรระหวาง E. coli และ B. cereus มียีน gfpmut3a อยูภายใตโปรโมเตอรจาก B. cereus 
UW85  มีขนาดประมาณ 9.5 กิโลเบส    ในงานวิจัยน้ีสามารถทรานสฟอรม pAD44-12 เขาสู 
BS11 ไดสําเร็จโดยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน แตโอกาสในการไดทรานฟอรแมนทมีนอยมาก การ
ทําอิเล็กโทรพอเรชันแตละครั้งตองใชพลาสมิดปริมาณมาก (ประมาณ 1 ไมโครกรัม ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) และตองมีวิธีการเตรียมคอมพีเทนตเซลลที่ดี ซึ่งในงานวิจัย
นี้ไดดัดแปลงมาจากวิธีของ Liu และคณะ(49)

ทรานสฟอรแมนท BS11 ที่ไดรับพลาสมิด pAD44-12 ใชชื่อวา BS11-GFP สามารถ
เจริญในอาหารที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลได และเกิดการแสดงออกของยีน gfpmut3a 
โดยสังเกตเห็นเซลลที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต แตการเรือง
แสงไมไดเกิดขึ้นในทุกเซลล (ดังรูปที่ 17) และไมเห็นการเรืองแสงจากโคโลนีภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต ทั้งน้ีเน่ืองจากยีน gfpmut3a ในพลาสมิด pAD44-12 อยูภายใตโปรโมเตอรจาก 
B. cereus UW85 จึงไมสามารถแสดงออกไดอยางเต็มที่ใน BS11  นอกจากนี้โปรตีนจีเอฟพี
จาก gfpmut3a มีชวงการดูดกลืนแสงที่ 508 นาโนเมตร และเปลงแสงที่มีความยาวคลื่น 511 
นาโนเมตร(17) ดังน้ันการสังเกตการเรืองแสงสีเขียวจากโคโลนีจึงทําไดยาก เพราะตองอาศัย
อุปกรณ เชน แหลงกําเนิดแสงที่มีความยาวคลื่นใกลชวง 508 นาโนเมตร และฟลเตอรที่สามารถ
คัดกรองเฉพาะแสงที่มีความยาวคลื่นชวง 511 นาโนเมตรเทานั้น 

เชนเดียวกับงานวิ จัยของ Webb และ Resnekov(61) ที่รายงานวา เ ม่ือฉายแสง
อัลตราไวโอเลตลงบนโคโลนีของ B. subtilis ที่มียีนประมวลรหัสจีเอฟพีเชื่อมอยูกับโปรโมเตอร
ที่ควบคุมการสราง coat protein พบวาไมสามารถเห็นการเรืองแสงจากโคโลนีได เน่ืองจากการ
สรางโปรตีนเกิดขึ้นในระดับที่ไมสูงพอ 

Gray และคณะ(62) ไดอธิบายวิธีการตรวจดูการเรืองแสงโดยใชอุปกรณอยางงาย คือ 
จะตองมีแหลงกําเนิดแสงสีน้ําเงินที่มีความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร เม่ือตัวอยางไดรับแสงจะ
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เปลงแสงสีเขียวออกมาพรอมกับแสงสีน้ําเงินจากแหลงกําเนิดแสง ซึ่งแสงสีน้ําเงินน้ีจะถูกกัน
ออกดวยฟลเตอรที่ยอมใหแสงสีเขียวผานเทานั้น 

เพ่ือตรวจสอบวาพลาสมิดที่ใชจะไมสงผลกระทบตอคุณสมบัติของ BS11 จึงทําการ
สรางพลาสมิดที่จะนําไปใชเปนกลุมควบคุม ซึ่งจะทําในเซลลเจาบาน E. coli DH5α กอน โดย
การตัดยีน gfpmut3a และสวนโปรโมเตอรออกจากพลาสมิด pAD44-12 เชื่อมตอพลาสมิดสวน
ที่เหลือดวยเอนไซมไลเกส แลวทรานสฟอรมเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli DH5α   คัดเลือก
โคโลนีของทรานสฟอรแมนทที่สามารถเจริญบนอาหารแข็งที่มีแอมพิซิลลินมาสกัดพลาสมิด 
และตรวจสอบขนาดของพลาสมิดโดยการตัดดวยเอนไซม PstI และทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟเรซิสไดขนาด 5 กิโลเบส ใหชื่อวาพลาสมิด pAD ซึ่งเปนพลาสมิดที่มีเพียงยีนตานสาร
ปฏิชีวนะและจุดเริ่มตนของการถายแบบเทานั้น จากนั้นทรานสฟอรม pAD เขาสู BS11 โดย
วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่เจริญบนอาหารแข็งที่มีคลอแรมเฟนิคอล 
ทรานสฟอรแมนท BS11 ที่ไดรับพลาสมิด pAD ใชชื่อวา BS11-pAD 

การหาความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ในเจาบานที่เปน BS11-GFP 
และ BS11-pAD พบวา ในสภาพที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก พลาสมิดทั้งสองยังสามารถ
เพ่ิมจํานวนไปพรอมกับการแบงเซลลเพ่ือเพ่ิมจํานวน BS11 ได แตจะคงเหลืออยู 77.85 และ 
79.18 เปอรเซ็นตตามลําดับ หลังจากการแบงเซลลไป 50 รุน  ซึ่งตางจากงานวิจัยของ Dunn 
และคณะ(47) ที่ pAD44-12 จะคงเหลืออยูใน B. cereus UW85 ประมาณ 29.33 เปอรเซ็นต 
หลังจากการแบงเซลลไป 35 รุน และงานวิจัยของ Zhang และคณะ(48) ที่ pRP22 จะคงเหลืออยู
ใน Brevibacillus brevis ZJY-1 และ Bacillus subtilis ZJY-116 ประมาณ 55.3 และ 47.6 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากการแบงเซลลไป 50 รุน 

การทดลองใช BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ผสมในอาหารกุงในอัตราสวน
ระหวางเซลลสดตออาหารกุงเทากับ 1:3 จะทําใหไดความเขมขนของ BS11 ในอาหารกุงเทากับ 
105 CFUตอกรัม และเม่ือนําอาหารกุงที่ผสม BS11-GFP ไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนฟลูออ-
เรสเซนต พบการเรืองแสงสีเขียวของเซลล BS11-GFP ภายใตกลองจุลทรรศน แตไมพบเซลลที่
เรืองแสงในลักษณะนี้ในอาหารกลุมควบคุมทั้ง 3 กลุม คือ กลุมที่ไมผสม BS11, กลุมที่ผสม 
BS11 และกลุมที่ผสม BS11-pAD 

ในงานวิจัยนี้ทําการทดลองเลี้ยงกุงในระยะโพสลาวา 24 ดวยอาหารที่ผสม BS11-GFP   
โดยมีกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่ไมผสม BS11 เปนกลุมควบคุม และกลุมที่ผสม BS11 และกลุมที่
ผสม BS11-pAD เปนกลุมโพรไบโอติกควบคุม   ในบอปูนซีเมนตขนาด 400 ลิตร ทําการ
ทดลองเปนเวลา 9 สัปดาห ใหอาหารวันละ 3 ม้ือ เปรียบเทียบน้ําหนักโดยการชั่งน้ําหนักทุกๆ 3 
สัปดาห พบวาในสัปดาหที่ 9 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11 ทั้ง 
3 กลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมีน้ําหนักเฉลี่ยมากกวากุงในกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับ BS11 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  โดยน้ําหนักเฉลี่ยของกุงกลุมที่
เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD มากกวากลุมควบคุมประมาณ 30, 
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31 และ 20 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Rengpipat และคณะ(5) ที่กุงกุลาดํากลุมที่ไดรับ BS11 มีการเจริญเติบโตสูงกวากลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) หลังจากใช BS11 ผสมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํา เลี้ยงกุงเปนเวลา 
100 วัน    นอกจากนี้ในการทดลองนี้ยังตรวจพบ BS11 และสปอรในนํ้าเลี้ยงกุงกุลาดําจากบอที่
เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 102 CFU/ml แตวาไมพบ 
BS11 ในน้ําจากบอควบคุม  ในขณะเดียวกันตรวจพบ BS11 ในลําไสกุงกลุมที่ไดรับอาหารผสม 
BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD ประมาณ 105 – 106 CFUตอกรัม แตไมพบ BS11 ในทาง
เดินอาหารของกุงกลุมควบคุม   จากผลการทดลองเลี้ยงกุงขางตน แสดงวายีน gfpmut3a ที่อยู
ในพลาสมิด pAD44-12 ไมมีผลกระทบตอคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกของ BS11 ซึ่ง
สอดคลองกับ Bermudez และคณะ(13) ที่รายงานวาจีเอฟพีไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลล
หรือการแสดงออกของยีนอ่ืนและไมมีความเปนพิษตอเซลล  ดังน้ันจึงสามารถใชกุงกุลาดํากลุม
ที่เลี้ยงดวยอาหารกุงผสม BS11-GFP เปนตัวแทนของกุงที่ไดรับการเสริมโพรไบโอติก BS11 
ได 

ในการเก็บตัวอยางกุงหลังการเลี้ยงกุงเปนเวลา 9 สัปดาห เพ่ือนํากุงมาหาปริมาณ 
BS11 ในลําไส และนําลําไสกุงมาตัดเนื้อเยื่อเพ่ือนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน   ผูวิจัยไดงด
ใหอาหารกุงเปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนการเก็บตัวอยางกุง เพราะตองการขจัดปญหาในขั้นตอน
การตัดเนื้อเยื่อลําไสดวยไมโครโตม เน่ืองจากถาในลําไสมีเศษอาหารตกคางอยูอาจมีเศษกรวด
หรือทราย จะทําใหใบมีดไมโครโตมไมคมและขัดขวางการตัดเนื้อเยื่อ ดวยเหตุนี้เองทําให BS11 
ในลําไสกุงมีปริมาณนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกุงที่เลี้ยงดวย BS11 ในงานวิจัยของวรรนิภากอน
หนานี้(7)

การตรวจหา BS11-GFP ในลําไสกุงกุลาดําหลังเลี้ยงครบ 9 สัปดาห ดวยกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบเซลลแบคทีเรียที่มีการเรืองแสงของจีเอฟพีบริเวณผนังลําไสสวน
ปลายของลําไสกุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม BS11-GFP แตไมพบการเรืองแสงในลําไส
กุงกุลาดํากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารกลุมควบคุมทั้ง 3 กลุม คือ กลุมที่ไมผสม BS11, กลุมที่ผสม 
BS11 และกลุมที่ผสม BS11-pAD   แสดงวาเมื่อกุงไดรับ BS11 ที่ผสมในอาหารเลี้ยงกุง   
BS11 สามารถอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหาร และสามารถเขาไปยึดเกาะกับผนังลําไสกุง
กุลาดําได 

Lee และคณะ(63) กลาววา ความสามารถในการยึดเกาะที่ลําไสเปนปจจัยสําคัญตอ
ความสําเร็จของโพรไบโอติกแบคทีเรีย  ซึ่งสอดคลองกับแนวคิดของ Verschuere และคณะ(64) 
ที่โพรไบโอติกแบคทีเรียจะแขงขันและแยงพื้นที่ยึดเกาะ แยงอาหารและพลังงานกับแบคทีเรียกอ
โรค ดังนั้นการพบ BS11 บริเวณผนังลําไสของกุงกุลาดําในการทดลองนี้ เปนการสนับสนุน
คุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกในกุงกุลาดําของ BS11 

การตรวจหา BS11-GFP ในลําไสกุง ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ตองอาศัย
เทคนิคทาง histology ในการตัดเนื้อเยื่อลําไสกุงใหเปนชิ้นบางๆ เพ่ือใหแสงฟลูออเรสเซนตจาก
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กลองจุลทรรศนสองลงไปถึงจีเอฟพี (ที่ถูกผลิตจาก BS11-GFP) และแสงสีเขียวที่จีเอฟพีเปลง
ออกมาเขาสูตัวกลองได ซึ่งเทคนิคนี้ตองอาศัยการเตรียมเน้ือเยื่อหลายขั้นตอน  เน้ือเยื่อตอง
ผานการแชในสารละลายบัฟเฟอรฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต ลางดวยน้ําประปาหลายครั้ง แชใน
แอลกอฮอลที่มีความเขมขนตางๆ  แชในไซลีนและพาราพลาสต แมวาจีเอฟพีจะไมเสียสภาพ 
แตจากการที่เน้ือเยื่อลําไสตองแชในสารละลายเหลานี้หลายๆ ครั้ง ทําใหจุลินทรียที่ผิวหนาลําไส
สามารถหลุดออกไปได นอกจากนี้การตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา 7 ไมครอน ทําใหไดชิ้นเนื้อเยื่อ
จํานวนมาก การนําชิ้นเนื้อเยื่อเหลานี้มาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเปนไปอยางสุม ดังนั้น 
BS11-GFP ที่ตรวจพบในลําไสภายใตกลองจุลทรรศนจึงเปนเพียงสวนหนึ่ง และไมสามารถบอก
ปริมาณที่แทจริงได  

จากงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ทําการติดตามจุลินทรียในทางเดินอาหารโดยใชจีเอฟพีเปนตัวติด
ฉลาก เชน Geoffroy และคณะ(65) ไดให Lactobacillus plantarum GFP+ 10 ไมโครลิตร (109 
CFU) แกหนู BALB/c ซึ่งเปนโมเดลในการทดลอง โดยวิธี intragastric lavage หลังจากนั้น 90 
นาที ตัด Payer’s patches และลําไส แชในฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต ฝงในพาราฟน ตัดเนื้อเยื่อ 
และนําเนื้อเยื่อไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเอพิฟลูออเรสเซนต ซึ่งพบวาแบคทีเรียสวนใหญฝง
อยูกับเยื่อเมือกหรืออยูกระจายในลําไส มีบางตัวเทานั้นที่เกาะกับผิวหนาลําไส แตไมพบ
แบคทีเรียที่ Payer’s patches เน่ืองจากปริมาณแบคทีเรียในการทดลองแบบ in vivo เจือจาง
มาก   นอกจากนี้ Schultz และคณะ(52) ไดให E. coli สายพันธุ Nissle 1917 200 ไมโครลิตร 
(5x1010 CFU) แกหนู BALB/c ซึ่งเปนโมเดลในการทดลอง โดยใหผานทางชองปาก และตัด
ลําไสหนูหลังจากไดรับเชื้อเปนเวลาตางๆ กัน และนําไปตรวจดูใตกลองฟลูออเรสเซนต ซึ่ง
พบวาแบคทีเรียอยูใกลกับผิวหนาของกระเพาะและลําไส    ดังน้ันการผสม BS11 โดยการคลุก
กับเม็ดอาหารกุง แลวนําไปเลี้ยงกุงในบอขนาด 400 ลิตร จะทําใหแบคทีเรียมีความเจือจางมาก 
วิธีนี้จึงไมเหมาะแกการนํามาใชในการติดตาม BS11-GFP 

เม่ือ BS11-GFP เขาเกาะที่ลําไสกุงและสังเคราะหสายพอลิเพพไทด มีการจัดเรียง
โมเลกุลเพื่อสรางโครโมฟอร ซึ่งในขั้นตอนนี้ตองอาศัยออกซิเจนในการเกิดออกซิเดชัน(36) (ดัง
รูปที่ 3) แตเน่ืองจากในทางเดินอาหารของสัตวเปนสภาวะไรออกซิเจน ดังน้ันการเรืองแสงจึงถูก
ยับยั้งได จึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ตรวจพบ BS11-GFP ในเนื้อเยื่อลําไสกุงสวนปลาย
เทานั้น และเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ BS11-GFP ที่นับไดจากการเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง
(ประมาณ 102 CFU/g) จึงควรจะพบ BS11-GFP ที่เรืองแสงในลําไสจํานวนมากกวานี้ 
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สรุปผลการทดลอง 
1. ติดฉลาก BS11 ดวยโปรตีนจีเอฟพี โดยการนําพลาสมิดที่มียีน gfpmut3a เขาสู

คอมพีเทนท BS11 ดวยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน ได BS11-GFP ซึ่งจะเห็นการเรืองแสงสีเขียว
ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

2. ความเสถียรของพลาสมิดใน BS11 เทากับ 77.85 เปอรเซ็นต หลังจากการเลี้ยงเช้ือ
ไป 50 รุน ในอาหารเหลวที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตัวคัดเลือก 

3. นํา BS11-GFP ผสมในอาหารกุงในอัตราสวนเซลลสดตออาหารกุง เทากับ 1:3 ได
ปริมาณแบคทีเรียประมาณ 105 CFU/กรัม และตรวจพบ BS11-GFP ซึ่งเปนเซลลที่มีการเรือง
แสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

4. เลี้ยงกุงดวยอาหารที่ผสม BS11-GFP เปนเวลา 9 สัปดาห พบวาการเจริญของกุง 
ปริมาณเชื้อในน้ํา และปริมาณเชื้อในลําไส ไมมีความแตกตางจากกุงที่เลี้ยงดวย BS11 

5. ตรวจพบ BS11-GFP ที่มีการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต
บริเวณผนังลําไสกุงกุลาดํา 
 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ทดลองแทรกยีนประมวลรหัสของโปรตีนชนิดอ่ืนลงในชัทเทิลเวกเตอร pTG ที่
ตําแหนง PstI  

2. ปรับปรุงโปรโมเตอรในพลาสมิด pAD44-12 ใหเหมาะกับ BS11 เพ่ือใหการ
แสดงออกของยีน gfpmut3 มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

3. หาแหลงแสงและฟลเตอรที่เหมาะสมกับจีเอฟพี เพ่ือใหตรวจดูการเรืองแสงจาก
โคโลนีของแบคทีเรยีไดโดยตรง 

4. ติดฉลาก Bacillus สายพันธุที่ไมเปนโพรไบโอติกดวยจีเอฟพี แลวนําไปทดลอง
เลี้ยงกุงเปรียบเทียบกับ BS11-GFP 

5. ติดฉลาก Vibrio harveyi ดวยโปรตีนที่มีการเรืองแสงสีอ่ืน แลวนําไปเหนี่ยวนําให
กุงที่เลี้ยงดวย BS11-GFP เกิดโรค จากนั้นตรวจดูทางเดินอาหารของกุงดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต เพ่ือใหเขาใจกลไกระหวางเจาบาน โพรไบโอติก และเชื้อกอโรค 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) 
ทริปโตน (Tryptone) 10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast Extract)   5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 10.0 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทรปิติกซอย (Tryptic Soy Broth) 
ทริปโตน (Tryptone) 17.0 กรัม 
ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone)   3.0 กรัม 
เด็กซโตรส (Dextrose)   2.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)   5.0 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.5 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 

 ปรับพีเอชเปน 7.3 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
 

3. อาหารเลี้ยง BS11 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) 10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract) 5.0 กรัม 
เดกซโตส (Dextrose) 2.5 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 2.5 กรัม 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน (15 ปอนด/ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที) 
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรและสารเคมี 

1. สารปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มิลลิกรัม/น้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บ
รักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ไดนาน 1 เดือน 

คลอแรมเฟนิคอลความเขมขน 34 มิลลิกรัม/เอทานอล 1 มิลลิลติร เกบ็รักษาไวในหลอด
ไมโครฟวจทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ได
นาน 1 เดือน 
 
2. สารเคมีสําหรับใชในการสกัดพลาสมิดดวยวธิ ีPlasmid Minipreparation 

2.1 สารละลาย I 
กลูโคส 50 มิลลิโมลาร 
สารละลาย Tris-HCl พีเอช 8.0 25 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA พีเอช 8.0 10 มิลลิโมลาร 
ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

2.2 สารละลาย SDS 4% 
ชั่ง sodium dodecyl sulfate (SDS) 4 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เม่ือละลายหมดปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 7.2 เติมนํ้าปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2.3 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 นอรมัล 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH) 1.6 กรัม ละลายในน้ําปลอดประจุ 100 มิลลิลติร 

2.4 สารละลาย III 
สารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร  60 มิลลิลติร 
กรดอะซีติกเขมขน 11.5 มิลลิลติร 
น้ํากลั่น 28.5 มิลลิลติร 

2.5 สารละลาย RNase A เขมขน 1 มิลลกิรัมตอมิลลิลติร 
ชั่ง RNase A 10 มิลลิกรัม ละลายน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
ประกอบดวย 
Buffer P1 
Buffer P2 
Buffer N3 
Buffer PB 
Buffer PE 
Buffer EB 
RNase A 
Collection tube 
QIAprep Spin Column 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรกัษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเติมเอทานอลปริมาตร 24 มิลลิลติร ลงใน 
Buffer PE 
 
4. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณมาก QIAprep Spin Midiprep Kit (Qiagen) 

ประกอบดวย 
Buffer P1 
Buffer P2 
Buffer P3 
Buffer QBT 
Buffer QC 
Buffer QF 
RNase A 
QIAGEN-tip100 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ลงใน Buffer P1 เพ่ือใหไดความ

เขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร และเก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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5. บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับทําเจลอิเล็กโทรโฟเรซสิ 
5.1 สารละลายบัฟเฟอร 50xTAE 

ทริส-เบส (Trisma base) 242 กรัม 
กรดอะซิติก 57.1 กรัม 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 8.0 100 มิลลิลติร 
ละลายทุกสวนในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลติร แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

5.2 อะกาโรสเขมขน 1% 
อะกาโรส (Agarose) 1.0 กรัม 
สารละลายบฟัเฟอร 1xTAE 100 มิลลิลติร 

5.3 สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในน้ํา 
ชั่งเอธิเดียมโบรไมดและละลายในน้ํากลั่นปลอดประจุ ใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิดในที่มืด 
 

6. ชุดสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
ประกอบดวย 
Buffer QG 
Buffer PE 
Buffer EB 
RNase A 
QIAquick Column 
กอนใชชุดสกดัครั้งแรกใหเติมเอทานอลปริมาตร 24 มิลลิลติร ลงใน Buffer PE 

 
7. สารละลายสําหรับเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli 

7.1 สารละลาย RF I 
RbCl 6 กรัม 
MnCl2•4H2O 4.9 กรัม 
สารละลายโพแทสเซียมอะซีเตท 1 โมลาร พีเอช 7.5 15 มิลลิลติร 
CaCl2•2H2O 0.75 กรัม 
กลีเซอรอล 75 มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นปลอดประจุ 400 มิลลิลติร ปรับพีเอชใหเทากับ 5.8 ดวยกรดอะซีติก 0.2 

โมลาร แลวเตมินํ้ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 500 มิลลิลติร นําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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7.2 สารละลาย RF II 
สารละลาย MOPS 0.5 โมลาร พีเอช 6.8 10 มิลลิลติร 
RbCl 0.6 กรัม 
CaCl2•2H2O 5.5 กรัม 
กลีเซอรอล 75 มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นปลอดประจุ 400 มิลลิลติร ปรับพีเอชใหเทากับ 6.8 ดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมัล แลวเตมินํ้ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 500 มิลลิลติร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที 

 
8. สารละลายบัฟเฟอร SG 

ซูโครส   46.5 กรัม 
กลีเซอรอล 87%   86.2 มิลลิลติร 
น้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 500.0 มิลลิลติร 

 
9. สารละลายน้ําเกลือ 0.85% 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     8.5 กรัม 
น้ํากลั่น   1000.0 มิลลิลติร 
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ภาคผนวก ค 
การใหอาหารกุงกุลาดํา 

1. สูตรอาหารกุง 
ปลาปน 32.0 %(w/w) 
ถั่วเหลืองปน 25.0 %(w/w) 
หัวกุงปน 10.0 %(w/w) 
เลซิทิน 1.0 %(w/w) 
แปงสาล ี 20.0 %(w/w) 
กลูเตน 5.0 %(w/w) 
วิตามินรวม 2.0 %(w/w) 
เกลือแรรวม 3.0 %(w/w) 
น้ํามันปลา 5.0 %(w/w) 
ผสมอาหารใหเขากันแลวนําไปอัดเม็ด 
 

2. อัตราการใหอาหารกุงกุลาดํา 
PL15 – PL30 50% ของน้ําหนักตัว 3-5 ครั้งตอวนั 
PL30 – 1 กรัม 20% ของน้ําหนักตัว 3-5 ครั้งตอวนั 
1 – 5 กรัม 10% ของน้ําหนักตัว 3 ครั้งตอวัน 
5 – 10 กรัม 6% ของน้ําหนักตัว 3 ครั้งตอวัน 
10 – 20 กรัม 4% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
20 – 30 กรัม 3% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
มากกวา 30 กรัม 2% ของน้ําหนักตัว 4 ครั้งตอวัน 
 
 
 
 

 



 70

ภาคผนวก ง 

Kpn I 
EcoO109I/DraII/ApaI  
XhoI 
HincII/AccI/SalI 
Bsp106I/ClaI 
HindIII 
SphI 
PstI 
gfpmut2 
NdeI 
RBS 
XbaI 
BamHI 
SmaI 
KpnI 
SacI 
EcoRI 
PstI 
SmaI 
BamHI 
SpeI 
XbaI 
EagI 
NotI 
SacII 
BstXI 
SacI 

T3 promoter 

T7 promoter 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 25 แผนที่เรสตริกชันของ pBCgfp(58, 66)

หมายเหตุ RBS คือ ribosome binding site
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>060317-14_G06_pBCGFP-T3.ab1    853      0    853  ABI 

NNAATGATCCGCGGGGCGGCCGCTCTGAATAGTG|GATCCCCC|GGGCTGCA| 

GG|AATTCGAGCT|CGGTAC|CC|GGG|GATCCT|CTAGATTTAAGAAGGAGATAT 

ACA|TATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG 

TTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAG 

GGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCAC 

TACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCGCGT 

ATGGTCTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGAC 

TTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATT 

TTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAG 

GTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAA 

GATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAA 

TGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCA 

AAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTAT 

CAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCA 

TTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAG 

ACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGC 

ATGGATGAACTATACAAATAAATGTCCAGACCTGCA|GGCATG|CA|AGCTTA 

BamHI SmaI PstI 

EcoRI SacI KpnI SmaI BamHI XbaI 

NdeI 
start 

stop 
PstI SphI HindIII 

TCG 

 
 

รูปที่ 26 ผลการหาลําดับเบสของ gfpmut2 ในพลาสมิด pBCgfp โดยใช T7 promoter 
หมายเหตุ ตัวอักษรสีเขียวแสดงลําดับเบสบริเวณยีน gfpmut2 
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รูปที่ 27 แผนที่เรสตริกชันของ pTF6(67)

P-bgaB คือ promoter fragment (ขนาด 119 คูเบส) จาก β-galactosidase gene ของ 
B. stearothermophilus ซึ่งจะ express ในชวงที่เซลลอยูในระยะ vegetative stage 
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รูปที่ 28 แผนที่เรสตริกชันของ pGEM-7Zf(+)(68)
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รูปที่ 29 แผนที่เรสตริกชันของ pTG ที่มียีน gfpmut2 แทรกในลักษณะกลับทศิ 
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รูปที่ 30 แผนที่เรสตริกชันของ pAD44-12 (40)
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060914-03_M03_pAD4412-primerGFPmut3.ab1    863      0    863  ABI 

GGGGNNNNGGTGTACGTAGTTTCGTAGTGCAATAAATTTAAGGGTAAGTT 

TTCCGTATGTTGCATCACCTTCACCCTCTCCACTGACAGAAAATTTGTGC 

CCATTAACATCACCATCTAATTCAACAAGAATTGGGACAACTCCAGTGAA 

AAGTTCTTCTCCTTTACTCA|TATGTATATCTCCTTCTTAAAT|CTAGAGGA 
NdeI 

start 
XbaI 

TCGCGAGTAAATCCACCAAATCCAAACATATTATTTATCTTCCTTTCTTG 

TTTTCACGGACTCATTTTTTCTTACTTTATATTATAAAAACAGTACGTTT 

TTTATATCTTTATCCTTTTTGTAGATAAATTTCTACAAAAAACTCATAAA 

TCACATTATAAAACAAAATAAGTAAAAAGCATAGTCTTAAATATGACCTT 

TTTCCTTTAAACTCACGAATTTATGGTCACCTATTATAAATAGTGATAGG 

TAAGAAAAAACCACGACTTTACTCGTTTGGACTTCTTTTCCCCCACTTCA 

CACCGTACGTGAGACTTTCACCTCATACGGCGTTCCATCAACTCAATTAT 

TTACGTTAATCCCAATTTTTCTCTAAAACCTAGAACCTTTTCCCAAATTA 

CTTTTCCGACCATGGAATAATCTTTTGAACTGTGAATCATTTGATGGCAA 

TGTTCATGTAGGGATGCAAGGTTAGGAACACGATTTACTTCTTCTATGGG 

GAGTTTTGGGTTGACATGGTGTATGTGTACATCATCCCCCTGAAGTAACT 

CTCCACATACTCGACATCTTCCTTTATCACGGTTAAATGCATAGGCTCGA 

TTCATAAAGTATTCAAAGTTGTACAATTTTCCCTTATGTCCGATTTTGAT 

AATCTTGGACCAN 

รูปที่ 31 ผลการหาลําดับเบสของพลาสมิด pAD44-12  
หมายเหตุ ตัวอักษรสีเขียวแสดงลําดับเบสบริเวณยีน gfpmut3a 

 ตัวอักษรสีดําแสดงลําดับเบสบริเวณโปรโมเตอรจาก B. cereus UW85 
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รูปที่ 32 growth curve ของ BS11, BS11-GFP และ BS11-pAD  
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ภาคผนวก จ 
ตารางแสดงผลการทดลอง 

ตารางที่ 5 เปอรเซ็นตความเสถียรของพลาสมิด pAD44-12 และ pAD ของ BS11-GFP และ 
BS11-pAD เม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 0.5xTSB ที่ไมมีสารปฏิชีวนะเปนตวัคัดเลือก 
 

จํานวนรุน BS11-GFP BS11-pAD 

0 
10 
20 
30 
40 
50 

97.35±4.23 
87.60±1.64 
82.36±1.10 
77.80±1.36 
79.25±3.82 
77.85±1.10 

97.85±0.91 
88.53±0.88 
82.04±0.16 
80.71±1.41 
81.38±0.06 
79.18±1.74 

 
 
ตารางที่ 6 ปริมาณ BS11 เม่ือผสมในอาหารกุงกุลาดํา 
 

เชื้อที่ผสมในอาหารกุง จํานวน BS11 / กรัมอาหารกุง (CFU/g) 
ไมผสม(กลุมควบคุม) 

BS11 
BS11-GFP 
BS11-pAD 

0 
8.47 x 106

7.50 x 106

2.17 x 106

 
 
ตารางที ่7 น้ําหนักเฉลี่ยของกุงกุลาดํา (กรัม) ทั้ง 4 กลุมการทดลอง  
 
สัปดาหที่ กลุมควบคุม กลุม BS11 กลุม BS11-GFP  กลุม BS11-pAD 

0 
3 
6 
9 

0.03 
0.17±0.04 
0.69±0.11 
2.00±0.24 

0.03 
0.20±0.05 
0.97±0.19 
2.60±0.19 

0.03 
0.23±0.02 
1.11±0.13 
2.62±0.27 

0.03 
0.23±0.11 
1.06±0.22 
2.40±0.25 
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ตารางที่ 8 ปริมาณ BS11 ในน้ําเลี้ยงกุงกุลาดํา ในสัปดาหที่ 9 ของการทดลอง 
 

กลุมการทดลอง จํานวน BS11 ในน้ํา(CFU/ml) 
กลุมควบคุม 
กลุม BS11 
กลุม BS11-GFP 
กลุม BS11-pAD 

0 
1.85 x 102

3.10 x 102

5.39 x 102

 
 

ตารางที่ 9 ปริมาณ BS11 ในลําไสกุงกุลาดํา หลังการเลี้ยงเปนเวลา 9 สัปดาห 
 

กลุมการทดลอง จํานวน BS11 ตอกรัมลําไส
(CFU/g) 

กลุมควบคุม 
กลุม BS11 
กลุม BS11-GFP 
กลุม BS11- pAD 

0 
1.14 x 105

4.84 x 106

4.86 x 105

 



 80

ภาคผนวก  ฉ 
การวิเคราะหผลทางสถิต ิ

ตารางที่ 10 การวิเคราะหคาความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way ANOVA) ของน้ําหนักกุง
กุลาดําที่เลี้ยงเปนเวลา 3, 6 และ 9 สัปดาห และการเปรียบเทยีบเชิงซอนเพ่ือจัดกลุมโดยใช
คาสถิติ Tukey 

ANOVA

WEIGHT

.239 3 7.954E-02 9.594 .000
3.324 401 8.290E-03
3.563 404

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

3 สัปดาห 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

75 .1679
101 .1991 .1991
108 .2268 .2268
121 .2329

.076 .144 .965

TREATMEN
1.00
2.00
3.00
4.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 98.140.a. 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-3.1242E-02 1.388E-02 .110 -6.6897E-02 4.412E-03
-5.8893E-02* 1.369E-02 .000 -9.4051E-02 -2.3734E-02
-6.5026E-02* 1.338E-02 .000 -9.9402E-02 -3.0650E-02

3.124E-02 1.388E-02 .110 -4.4123E-03 6.690E-02
-2.7650E-02 1.260E-02 .125 -6.0028E-02 4.728E-03
-3.3784E-02* 1.227E-02 .030 -6.5310E-02 -2.2574E-03

5.889E-02* 1.369E-02 .000 2.373E-02 9.405E-02
2.765E-02 1.260E-02 .125 -4.7277E-03 6.003E-02

-6.1333E-03 1.205E-02 .957 -3.7098E-02 2.483E-02
6.503E-02* 1.338E-02 .000 3.065E-02 9.940E-02
3.378E-02* 1.227E-02 .030 2.257E-03 6.531E-02
6.133E-03 1.205E-02 .957 -2.4831E-02 3.710E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

The group sizes are unequal. The harmonic mean of
the group sizes is used. Type I error levels are not
guaranteed.

b. 
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6 สัปดาห 

ANOVA

WEIGHT

6.929 3 2.310 22.998 .000
37.660 375 .100
44.588 378

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-.2637* 5.090E-02 .000 -.3945 -.1330
-.3860* 5.001E-02 .000 -.5145 -.2575
-.3545* 4.933E-02 .000 -.4812 -.2278
.2637* 5.090E-02 .000 .1330 .3945

-.1223* 4.475E-02 .032 -.2372 -7.3044E-03
-9.0765E-02 4.399E-02 .165 -.2038 2.224E-02

.3860* 5.001E-02 .000 .2575 .5145

.1223* 4.475E-02 .032 7.304E-03 .2372
3.150E-02 4.296E-02 .884 -7.8851E-02 .1419

.3545* 4.933E-02 .000 .2278 .4812
9.077E-02 4.399E-02 .165 -2.2238E-02 .2038

-3.1503E-02 4.296E-02 .884 -.1419 7.885E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

65 .6965
96 .9602

113 1.0510 1.0510
105 1.0825

1.000 .217 .909

TREATMEN
1.00
2.00
4.00
3.00
Sig.

N 1 2 3
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 90.550.a. 

The group sizes are unequal. The harmonic mean of
the group sizes is used. Type I error levels are not
guaranteed.

b. 
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9 สัปดาห 

ANOVA

WEIGHT

15.387 3 5.129 10.648 .000
158.480 329 .482
173.867 332

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 
 
 
 
 
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: WEIGHT
Tukey HSD

-.5595* .1191 .000 -.8655 -.2536
-.6130* .1169 .000 -.9133 -.3128
-.3753* .1139 .005 -.6680 -8.2594E-02
.5595* .1191 .000 .2536 .8655

-5.3493E-02 .1060 .958 -.3257 .2187
.1842 .1027 .276 -7.9655E-02 .4481
.6130* .1169 .000 .3128 .9133

5.349E-02 .1060 .958 -.2187 .3257
.2377 .1001 .082 -1.9549E-02 .4950
.3753* .1139 .005 8.259E-02 .6680

-.1842 .1027 .276 -.4481 7.965E-02
-.2377 .1001 .082 -.4950 1.955E-02

(J) TREATMEN
2.00
3.00
4.00
1.00
3.00
4.00
1.00
2.00
4.00
1.00
2.00
3.00

(I) TREATMEN
1.00

2.00

3.00

4.00

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

WEIGHT

Tukey HSDa,b

58 2.0274
103 2.4027
82 2.5870
90 2.6404

1.000 .134

TREATMEN
1.00
4.00
2.00
3.00
Sig.

N 1 2
Subset for alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uses Harmonic Mean Sample Size = 79.592.a. 

The group sizes are unequal. The harmonic
mean of the group sizes is used. Type I error
levels are not guaranteed.

b. 
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หมายเหต ุ TREATMENT 

1.00 คือ กลุมควบคุม 
2.00 คือ กลุม BS11 
3.00 คือ กลุม BS11 pAD44-12 
4.00 คือ กลุม BS11 pAD 
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