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บทคัดย่อ 

โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง (High temperature requirement protein A2, HtrA2) เป็นโปรตีนที่มี
บทบาทเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์หรืออะพอพโทซิส (apoptosis) ผ่านบริเวณจับของโปรตีนที่
เป็นตัวยับยั้งอะพอพโทซิส (Inhibitor of apoptosis protein, IAP) โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์แคสเปส (caspase) 
ในการศึกษาครั้งนี้ยีนสายเต็ม HtrA2 (FmHtrA2) ได้โคลนจากกุ้งแชบ๊วย โดยเทคนิค reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) และ rapid amplification of cDNA ends (RACE) ซ่ึงยีนสายเต็มที่โคลนได้มีความยาว 1,919 
คู่เบส แปลรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 445 หน่วย ประกอบด้วยส่วนปลาย 5' ที่ไม่แปลรหัสยาว 43 คู่เบส 
และส่วนปลาย 3' ที่ไม่แปลรหัสยาว 538 คู่เบส มีมวลโมเลกุล 47.87 กิโลดาลตัน และมีค่า pI เป็น 9.35 ภายใน
โครงสร้างของ FmHtrA2 ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ mitochondria targeting signal (MTS), transmembrane (TM) 
domain, IAP-binding motif (IBM), serine protease domain และ PDZ domain เมื่อเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ 
FmHtrA2 ด้วยโปรแกรม BLAST พบว่ามีความเหมือนกับ HtrA2 จากกุ้งกุลาด ามากที่สุดคือ 95% และจากการศึกษา
การแสดงออกของยีน FmHtrA2 โดยวิธี RT-PCR พบการแสดงออกของยีนมากที่สุดในเนื้อเยื่อตับและกล้ามเนื้อแต่พบ
การแสดงออกในเนื้อเยื่ออื่น ๆ น้อย จากการศึกษาครั้งนี้บ่งช้ีได้ว่า FmHtrA2 อาจมีบทบาทควบคุมการเกิด
กระบวนการอะพอพโทซิสในกุ้ง 

 
ค ำส ำคัญ: โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง อะพอพโทซิส กุ้งแชบ๊วย 
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Abstract 
High temperature requirement protein A2 (HtrA2) is an apoptosis-activating protein to enhance apoptosis 

process via its inhibitor of apoptosis protein (IAP)-binding motif with apoptosis dependent caspase activation. In this 
study, a full-length cDNA of HtrA2 named FmHtrA2 was cloned and characterized from the banana shrimp, 
Fenneropenaeus merguiensis by means of reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid 
amplification of cDNA ends (RACE) method. It was consisted of 1,919 bp including an open reading frame (ORF) 
of 1338 bp encoding 445 amino acids with a 5' untranslated region (UTR) of 43 bp and 3' UTR of 538 bp. The 
predicted molecular mass of FmHtrA2 was 47.87 kDa with the theoretical isoelectric point of 9.35. FmHtrA2 
contains five different domains, namely, a mitochondrial targeting signal (MTS), a transmembrane (TM) domain, an 
IAP-binding motif (IBM), a serine protease domain, and a PDZ domain. The BLAST analysis revealed that the 
amino acid sequence of FmHtrA2 was highly homologous (95% identity) to the high temperature requirement 
protein A2 of Penaeus monodon (PmHtrA2). By RT-PCR analysis, the expression of FmHtrA2 was mainly found in 
the hepatopancreas and muscle but less in other tissues. These results suggested that FmHtrA2 might function in the 
apoptosis regulation in shrimps. 
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1. บทน า 

กุ้ งแชบ๊ วย เป็น สัต ว์ทะเลที่ มี คุณค่ าทาง
เศรษฐกิจ เป็นกุ้งขนาดใหญ่ ดูแลอนุบาลง่าย มีการ
เจริญเติบโตรวดเร็ว แต่ปัจจุบันพบว่ากุ้งทะเลมีปริมาณ
ลดน้อยลงสาเหตุหลักเนื่องมาจากการติดเช้ือก่อโรคใน
กุ้งทั้งแบคทีเรียและไวรัสซ่ึงท าให้กุ้งตาย (Bulgakov et al., 
2004) ก่อให้เกิดผลกระทบต่อการเพาะเลี้ยงเป็นอย่าง
มาก ดังนั้นจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันโรค
ในกุ้งมากขึ้น โดยกลไกการป้องกันตนเองของกุ้งซ่ึง
เป็นสัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียน (crustacean) มีกลไกการ
ป้องกันตนเองโดยอาศัยระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนดิ 
แบ่งได้เป็น 2 ระบบ คือ ระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์
และระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยสารน้ า (Söderhäll and 
Cerenius, 1998) และนอกเหนือจากระบบภูมิคุ้มกันทั้ง 
2 ระบบ พบว่า ยังมีอีกหนึ่งกระบวนการที่มีความ
เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน คือ การเกิดอะพอพโทซิส  

อะพอพโทซิสเป็นรูปแบบหนึ่งของการตาย
ของเซลล์ที่มีแบบแผน มีบทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกับการ
พัฒนาการเจริญเติบโตในส่ิงมีชีวิตและในการท าลาย
เซลล์ที่มีการติดเช้ือ โดยกลไกนี้ได้ถูกอนุรักษ์ไว้ใน   
ทุก ๆ ส่ิงมีชีวิต การเกิดอะพอพโทซิสขึ้นอยู่กับการ
ท างานของเอนไซม์ส าคัญที่มีช่ือว่า แคสเปส (caspase) 
ซ่ึงเป็นเอนไซม์ในกลุ่มซีสเตอีนโปรตีเอส (cysteine 
protease) ท าหน้าที่ย่อยโปรตีนหลายชนิด เมื่อเอนไซม์
ชนิดนี้ถูกกระตุ้นจะเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์ 
(Wyllie et al., 1980) แต่พบว่าในสภาวะปกติ
กระบวนการดังกล่าวถูกควบคุมโดยโปรตีนที่เป็นตัว
ยับยั้งอะพอพโทซิส (inhibitor of apoptosis protein, 
IAP) (White, 1996) ซ่ึงไปยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์แคสเปส ส่งผลให้ไม่ เกิดอะพอพโทซิส 
นอกจากนี้พบการรายงานถึงโปรตีนชนิดหนึ่งที่มี
บทบาทส าคัญเกี่ยวข้องกับการเกิดอะพอพโทซิสด้วย
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เช่นกัน คือ โปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง (High 
temperature requirement protein A2, HtrA2) ซ่ึงท า
หน้าที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสผ่านบริเวณ
จับของโปรตีน IAP (Cande et al., 2002) 

โปรตีน HtrA2 อยู่ในกลุ่มของ high 
temperature requirement (HtrA) family พบได้ทั้งใน
ส่ิงมีชีวิตพวกโปรคาริโอต (prokaryotes) และยูคาริโอต 
(eukaryotes) สามารถพบโปรตีนนี้ได้ในไมโทคอน    
เดรีย มีลักษณะเฉพาะตัวเป็น serine protease และมี 
PDZ domain (Van de et al., 2008) ซ่ึงมีบทบาทเป็น
ตัวกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสโดยท าหน้าที่เป็นตัว
ป้องกันการรวมตัวกันระหว่างโปรตีน IAP และ
เอนไซม์แคสเปส ส่งผลให้เอนไซม์แคสเปสเป็นอิสระ
จากการควบคุมของโปรตีน IAP ดังนั้น เอนไซม์แคส  
เปสจึงสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดอะพอพโทซิสได้ 

ปัจจุบันมีรายงานโปรตีน HtrA2 ในกุ้งกุลาด า 
(PmHtrA2)  ซ่ึ ง เป็นการรายงานครั้ งแรกในสัต ว์
กลุ่มครัสเตเชียน โดยภายในโครงสร้าง ประกอบด้วย 5 
โดเมน คือmitochondria targeting signal (MTS), 
transmembrane (TM) domain, IAP-binding motif 
(IBM), serine protease domain และ PDZ domain 
โปรตีน HtrA2 มี IBM เป็นบริเวณอนุรักษ์มีกรดอะมิ
โน 4 ตัว คือ อะลานีน (alanine), วาลีน (valine), กลูตา
มีน (glutamine) และ อะลานีน จะท าหน้าที่ไปจับกับ
โปรตีน IAP ผ่านโดเมน Zinc-finger baculovirus IAP 
repeat (BIR) (Verhagen et al., 2007) 

อย่างไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีน 
HtrA2 ในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนยังมีไม่มากนัก อีกทั้งยัง
ไม่ปรากฏรายงานของยีนนี้ในกุ้งแชบ๊วย ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงสนใจที่จะโคลนยีนและศึกษาสมบัติของยีน HtrA2 
จากกุ้งแชบ๊วย ซ่ึงงานวิจัยนี้อาจจะท าให้ทราบถึงข้อมูล
พื้นฐานระดับโมเลกุลที่สามารถน าไปสู่ความเข้าใจ

บทบาทหน้าที่ของโปรตีน HtrA2 ซ่ึงเกี่ยวข้องกับการ
เกิดอะพอพโทซิสในกุ้งแชบ๊วยมากย่ิงขึ้นในอนาคต 

 
2. วัตถุประสงค์ 
2.1 เพื่อโคลนยีนโปรตีน A2 ที่ต้องการอุณหภูมิสูง 
(HtrA2) สายเต็มจากกุ้งแชบ๊วย 
 
2.2 เพื่อศึกษาสมบัติและการแสดงออกของยีน HtrA2 
ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วย 

 
3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 การเตรียมเนื้อเยื่อจากกุ้งแชบ๊วย 
 ดูดฮีโมลิมฟ์จากแอ่งเลือดบริเวณขาเดินคู่ที่ 3 
ของกุ้งแชบ๊วย ผสมกับสารกันเลือดแข็งตัว  น าไป    
เซนตริฟิวจ์เพื่อเก็บตะกอนฮีโมไซท์ จากนั้นผ่าแยก
เนื้อเยื่อต่าง ๆ ออกจากตัวกุ้ง เก็บเนื้อเยื่อต่าง ๆ ไว้ที่ -80 
องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการสกัด total RNA ส าหรับ
เตรียมเป็นดีเอ็นเอแม่แบบต่อไป 
 
3.2 การเตรียม total RNA  
 สกัด total RNA จากเนื้อเยื่อต่าง ๆ จากกุ้ง
แชบ๊วยด้วย TriPure Isolation Reagent วิเคราะห์
ปริมาณ total RNA โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร หาความบริสุทธ์ิของ 
RNA จากอัตราส่วนของค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260 และ 280 นาโนเมตร (A260/A280) ค่าที่ได้ควรอยู่
ในช่วง 1.7-2.1 สังเคราะห์ cDNA สายแรก (first-strand 
cDNA) โดยวิธี reverse transcription 
 
3.3 การโคลนช้ินดีเอ็นเอของยีน HtrA2 ของกุ้งแชบ๊วย 
 ออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์จากบริเวณ
อนุรักษ์ของยีน HtrA2 ซ่ึงได้มาจากการเปรียบเทียบ
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีน HtrA2 จากส่ิงมีชีวิต
ชนิดอื่น  ๆ ที่มีการศึกษามาแล้วจากธนาคารยีน 
(GenBank) ผ่านฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม 
Vector NTI เพื่อหาบริเวณอนุรักษ์ และท าการเลือก
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากบริเวณอนุรักษ์ดังกล่าวมาใช้
ออกแบบและสังเคราะห์เป็น forward และ reverse 
primer น าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาท าการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอของ HtrA2 โดยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ cDNA สายแรกที่เตรียมได้จากกระเพาะ
อาหารของกุ้งแชบ๊วยเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ น าผลผลิตที่
ได้จากการท า PCR มาวิเคราะห์ด้วย agarose gel 
electrophoresis จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอของยีน HtrA2 
จากเจลและท าให้บริสุทธ์ิด้วย Gel Extraction Kit น า
ช้ินดีเอ็นเอของยีน HtrA2 บริสุทธ์ิไปเช่ือมต่อกับดีเอ็น
เอพาหะ  น าดี เ อ็น เอลูกผสมเข้ า สู่ เซลล์ เจ้ าบ้ าน 
Escherichia coli สายพันธ์ุ DH5 เพื่อเพิ่มจ านวน
ต่อไป ตรวจหาโคโลนีที่มีช้ินยีน HtrA2 ด้วยวิธี colony 
PCR น าโคโลนีมาเลี้ยงในอาหารเหลว Luria Bertani 
(LB) ที่มี Ampillicin ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นท า
การสกัดพลาสมิดที่มีช้ินดีเอ็นเอของยีน HtrA2 และ
ตรวจสอบดีเอ็นเอลูกผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ (restriction enzyme) ตรวจสอบผลด้วย agarose 
gel electrophoresis จากนั้นน าพลาสมิดลูกผสมไป
วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์  
 ออกแบบไพรเมอร์จากส่วนปลายทั้งสองข้าง
ของดีเอ็นเอของยีนช้ินกลางเพื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณ  
ดีเอ็นเอด้านปลาย 5' และด้านปลาย 3' ของยีน HtrA2 
ด้วยเทคนิค RACE โดยเริ่มต้นจากการสกัด total RNA 
จากกระเพาะอาหารของกุ้งแชบ๊วย เพื่อใช้เตรียมเป็น 
cDNA สายแรกส าหรับการเพิ่มจ านวนยีน HtrA2 โดย
น าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ทั้งด้านปลาย 5' และ 3' ของยีน HtrA2 โดยการท า PCR 

วิเคราะห์ผลจากการท า PCR ด้วย agarose gel 
electrophoresis ท าการโคลนด้วยวิธีเดียวกับวิธีที่กล่าว
มาแล้วข้างต้น จากนั้นน าพลาสมิดลูกผสมไปวิเคราะห์
หาล าดับนิวคลีโอไทด์ น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ       
ดีเอ็นเอช้ินกลาง ปลาย 5' และปลาย 3' มาเหลื่อมต่อกัน 
(overlapping) เพื่อให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์สายเต็ม 
(full-length) ของยีน FmHtrA2 
 
3.4 การวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์  

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
FmHtrA2 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน HtrA2 ของ
สัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียน เพื่อวิเคราะห์หาความเหมือน 
(% identity) โดยใช้ BLAST program (http://blast. 
ncbi.nim.nih.Gov/Blast) วิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน
ด้วยโปรแกรม Expert Protein Analysis System 
(http://www.expasy.org) หาต าแหน่ง IBM, serine 
protease และ PDZ domain ด้วย SMART service 
(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/)  หาต าแหน่ง 
mitochondria targeting signal ด้วย MITOPORT 
( http://ihg.gsf.de/ihg/ mitoprot. Html)  ห า  trans 
membrane sequence ด้วยโปรแกรม TMPRED 
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form_
html) และหา signal peptide โดยใช้ โปรแกรม SignalP 
4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/ service/signal P) 

 
3.5 การศึกษาการแสดงออกของยีนโปรตีน HtrA2 ใน
เนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วย  
 น า total RNA ที่สกัดได้จากเนื้อเยื่อต่าง ๆ 
เช่น เซลล์ฮีโมไซม์ กล้ามเนื้อ ล าไส้ หัวใจ ตับ กระเพาะ
อาหาร lymphoid และเหงือก (จากข้อ 3.2) ไปศึกษาการ
แสดงออกของ mRNA ของยีน FmHtrA2 โดยวิธี RT-
PCR ท าได้โดยเตรียม 1st cDNA ของเนื้อเยื่อต่าง ๆ ที่
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กล่าวมาแล้วข้างต้น เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
PCR น าผลผลิตที่ได้จากการท า PCR ของ FmHtrA2 
และ 18S rRNA ตรวจสอบการแสดงออกด้วยการวัด
ความเข้มของแถบ (band intensity) โดยใช้ Gel 
Document รุ่น BioDoc-ItTM system ด้วยโปรแกรม 
Labworks 4.0 ค านวณค่าอัตราส่วนความเข้มของแถบ 
FmHtrA2 เทียบกับของยีน 18S rRNA (relative intensity) 
 
4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 

จากการออกแบบไพรเมอร์จากบริ เวณ
อนุรักษ์ของยีน HtrA2 จากส่ิงมีชีวิตชนิดต่าง ๆ 
(HtrA2-F1 และ HtrA2-R1) สามารถใช้ในการเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นที่มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส โดยใช้      
1st cDNA ที่เตรียมได้จากกระเพาะอาหารเป็นดีเอ็นเอ
แม่แบบ เมื่อน ามาวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ ผล
การทดลองพบว่ายีนช้ินกลางที่โคลนได้มีความยาว 731 
คู่เบส (รูปที่ 1) และวิเคราะห์หาความเหมือนโดยใช้
โปรแกรม BlastX พบว่ายีนช้ินกลางที่โคลนได้มีความ
เหมือนกับ HtrA2 จากกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) 
มากที่สุดคือ 97% หลังจากนั้นใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบ
จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช้ินกลางไปใช้ท า 
5'RACE และ 3'RACE โดยช้ินยีนด้านปลาย 5' ใช้ไพร
เมอร์ HtrA2-R2 และช้ินยีนด้านปลาย 3' ใช้ไพรเมอร์ 
HtrA2-F2 และเมื่อส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าช้ิน
ยีนด้านปลาย 5' มีขนาด 595 คู่เบส และปลาย 3' มี
ขนาด 791 คู่เบส (รูปที่ 1) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง
สามช้ินมาเหลื่อมต่อกันด้วยโปรแกรม Vector NTI 
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์สายเต็มของยีนโปรตีน HtrA2 
มีขนาด 1,919 คู่เบส โดยมีส่วนของ 5' untranslated 
region (5' UTR) 43 คู่เบส และ 3' UTR 538 คู่เบส ซ่ึง
ส่วนที่เป็น 3' UTR มี polyadenylation signal เป็น 
AATAAA และมี poly A tail และสามารถถอดรหัส

เป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 445 หน่วย จาก
การวิเคราะห์ภายในโครงสร้างของ FmHtrA2 พบว่า
ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ mitochondria targeting 
signal (MTS), transmem brane (TM) domain, IAP-
binding motif (IBM), serine protease domain และ 
PDZ domain (รูปที่ 2) จากนั้นวิเคราะห์โดยใช้ SignalP 
4.1 พบว่าโปรตีน HtrA2 ไม่มีส่วนที่เป็น signal peptide 
และมีมวลโมเลกุล 47.87 กิโลดาลตันและมีค่า pI เป็น 
9.35 และจากการน าล าดับกรดอะมิโนของ FmHtrA2 
ไปเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของส่ิงมีชีวิตชนิด
อื่น ๆ ด้วยโปรแกรม BlastP พบว่ามีความเหมือนกับ 
HtrA2 จากกุ้งกุลาด ามากที่สุด คือ 95% (ตารางที่ 1) 
จากผลการทดลองบ่งช้ีว่ายีนที่โคลนได้เป็นโปรตีน 
HtrA2 จากกุ้งแชบ๊วย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 แบบแผน DNA ใน agarose gel electrophoresis ที่ได้  
           จากการท า PCR 
 แถวที่ 1   100 bp DNA ladder maker 
 แถวที่ 2   PCR product ของดีเอ็นเอชิ้นกลาง 
 แถวที่ 3   PCR product ของดีเอ็นเอด้านปลาย 5' 
 แถวที่ 4   PCR product ของดีเอ็นเอด้านปลาย 3' 
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รูปที่ 2 แบบแผนการโคลนยีน HtrA2 ของกุ้งแชบ๊วย 

 
ตารางที่ 1 ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับกรดอะมิโน  
ของยีน FmHtrA2 กับของสิง่มีชีวิตชนดิต่าง ๆ 

Species % identity 
Penaeus monodon 95 

Microplitis demolitor 56 
Nasonia vitripennis 51 

 
ผ ล จ า กก า ร ศึ กษ าก า ร แสด งออกขอ ง 

FmHtrA2 mRNA ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของกุ้งแชบ๊วยด้วย
วิธี RT-PCR พบว่ายีน FmHtrA2 มีการแสดงออกมาก
ที่สุดในตับ รองลงมาคือกล้ามเนื้อ (รูปที่ 3) 

 

 
 

รูปที่ 3 การแสดงออกของ mRNA ของยีน HtrA2 ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ 
ด้วยวิธี RT-PCR เปรียบเทียบกับ 18S rRNA ซึ่งใช้เป็นยีน
ควบคุม 
 
 

5. การอภิปรายผล 
 HtrA2 เป็นโปรตีนที่มีความส าคัญในการ

กระตุ้นให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส ดังนั้น ใน
การศึกษาครั้งนี้จึงได้ศึกษายีนโปรตีน HtrA2 ในกุ้ง
แชบ๊วย โดยการโคลนยีนจากกระเพาะอาหารของกุ้ง
แชบ๊วย พบว่า ยีนสายเต็มของ HtrA2 มีความยาว 1,919 
คู่เบส โดยมีส่วนของ 5' UTR 43 คู่เบส 3' UTR 538 คู่
เบส สามารถถอดรหัสเป็นสายโพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะ
มิโน 445 หน่วย ซ่ึงความยาวของนิวคลีโอไทด์และ
กรดอะมิโนขนาดใกล้เคียงกับยีน HtrA2 ในกุ้งกุลาด า 
และเมื่อน าล าดับกรดอะมิโนของ FmHtrA2 มา
เปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของสัตว์กลุ่มครัสเต
เชียนอื่น ๆ พบว่ามีความเหมือนกับ PmHtrA2 จากกุ้ง
กุลาด ามากที่สุดคือ 95%  

จากการวิเคราะห์โครงสร้างของ FmHtrA2 
พบว่า ประกอบด้วย 5 โดเมนอนุรักษ์ ซ่ึงมีความ
เหมือนกับ ส่ิงมี ชี วิตชนิดอื่น  ๆ  คือ  mitochondria 
targeting signal (MTS), transmembrane (TM) domain, 
IAP-binding motif (IBM), serine protease domain 
และ PDZ domain โดย MTS เป็นโดเมนที่อยู่ปลาย N 
(N-terminus) ท าหน้าที่เป็นสัญญาณบ่งช้ีว่าโปรตีน 
HtrA2 ที่ถูกสร้างขึ้นจะถูกขนส่งไปยังบริเวณที่จ าเพาะ
ของเซลล์ คือ ไมโทคอนเดรีย และ TM เป็นโดเมนที่
บ่งช้ีว่าโปรตีน HtrA2 พบที่บริเวณเยื่อหุ้มช้ันในของไม
โทคอนเดรีย ซ่ึงทั้ งสองโดเมนนี้จะเป็นส่วนของ
โปรตีนที่ยังไม่สามารถท าหน้าที่ได้ (immature) ใน
สภาวะปกติ พบที่บริเวณไมโทคอน เดรีย แต่เมื่อมีส่ิง
มากระตุ้นในสภาวะต่างๆ เช่น สภาวะความเครียด การ
ติดเช้ือไวรัส อนุมูลอิสระต่าง ๆ เป็นต้น จากนั้นจะมี
การส่งสัญญาณให้เกิดอะพอพโทซิสขึ้น ซ่ึงส่งผลให้
สายเปปไทด์ที่มีโดเมน IBM, serine protease domain 
และ PDZ domain สามารถท างานได้ (mature) ท าให้
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เกิดการเคลื่อนที่ออกจากไมโทคอนเดรียเข้าสู่ไซ
โทพลาซึม โดยมี IBM อยู่ที่ปลาย N ซ่ึง IBM เป็น
บริเวณอนุรักษ์ที่มีกรดอะมิโน 4 ตัว คือ alanine, valine, 
glutamine และ  alanine ซ่ึ ง  alanine และ  valine ใน
ต าแหน่งที่ 1 และ 2 เป็นต าแหน่งอนุรักษ์ สามารถไป
จับกับ BIR domain ของโปรตีน IAP ได้ ส่วน serine 
protease domain ท าหน้าที่สลายพันธะเปปไทด์ของ
โปรตีน IAP ได้ และ PDZ domain เป็นโดเมนที่
สามารถไปจับจ าเพาะกับโปรตีนที่จ าเพาะกับ PDZ 
domain เพื่อให้บริเวณ active site เปิดออก ท าให้ serine 
protease สามารถท าหน้าที่ได้ โดยพบต าแหน่งจับของ
โปรตีน (protein binding site) 2 ต าแหน่ง ซ่ึงทั้ง serine 
protease domain และ PDZ domain เป็นลักษณะเฉพาะ
ของโปรตีน HtrA2 โดยมีความสอดคล้องกับการ
รายงานที่ผ่านมาจากส่ิงมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ดังนั้นมีความ
เป็นไปได้ว่า FmHtrA2 อาจจะมีบทบาทในการกระตุ้น
การเกิดอะพอพโทซิสในกุ้งแชบ๊วยเช่นเดียวกัน  

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน HtrA2 
ในระดับ mRNA ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ด้วยวิธี RT-PCR 
โดยใช้ 18S rRNA เป็นยีนควบคุม พบว่ามีการ
แสดงออกของยีน HtrA2 ในทุกเนื้อเยื่อที่มีการทดสอบ 
คือ ตับ หัวใจ lymphoid กระเพาะอาหาร กล้ามเนื้อ 
ล าไส้ เซลล์ฮีโมไซท์ และเหงือก โดยพบการแสดงออก
มากที่สุดในเนื้อเยื่อตับ รองลงมาคือ กล้ามเนื้อ ส่วน
หัวใจ lymphoid กระเพาะอาหาร ล าไส้ เซลล์ฮีโมไซท์ 
และเหงือกมีการแสดงออกน้อย จากผลการศึกษา
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า โปรตีน HtrA2 น่าจะเป็น
โปรตีนที่มีบทบาทกระตุ้นการเกิดอะพอพโทซิสซ่ึงมี
ความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งแชบ๊ วย 
เนื่องจากตับเป็นอวัยวะที่มีความส าคัญมากในระบบ
ภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด ซ่ึงภายในเนื้อเยื่อตับมีการ
แสดงออกของยีน HtrA2 จ านวนมาก เพื่อใช้ใน
กระบวนการก าจัดจุลินทรีย์บุกรุกต่าง ๆ โดยจากผล

การศึกษาดังกล่าว มีความสอดคล้องกับการศึกษา      
อะพอพโทซิสในส่ิงมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ซ่ึงพบว่ามีการ
เกิดอะพอพโทซิสมากที่สุดในเซลล์ตับของหนู ปลาบู่ 
(goby) และปลาเทราท์ (rainbow trout) ซ่ึงในสัตว์
จ าพวกนี้จะมีการเหนี่ยวน าให้เกิดอัตราการซึมผ่านของ
สารจ าพวก pro-apoptotic ออกจากไมโทคอนเดรีย
จ านวนมากในเซลล์ตับ จึงส่งผลให้ตับเป็นเนื้อเยื่อที่มี
การเกิดอะพอพโทซิสสูง (Menze et al., 2010) และ
นอกจากนี้กล้ามเนื้อเป็นอวัยวะที่มีการสัมผัสกับเช้ือ
โรคโดยตรงจากส่ิงแวดล้อมภายนอกได้บ่อย จึงมีการ
พบการแสดงออกของยีน HtrA2 มากรองลงมาจากตับ  
 
6. บทสรุป 

จากการโคลนและศึกษาคุณลักษณะของยีน
โปรตีน HtrA2 ของกุ้งแชบ๊วย สามารถโคลนชิ้นยีนจาก
กระเพาะอาหารของกุ้งแชบ๊วย ได้ยีนสายเต็มของ 
HtrA2 มีความยาว 1,919 คู่เบส ซ่ึงถอดรหัสเป็นสาย 
โพลีเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 445 หน่วย ประกอบด้วย 
5 โดเมน คือ mitochondria targeting signal (MTS), 
transmem-brane (TM) domain, IAP-binding motif 
(IBM), serine protease domain และ PDZ domain ซ่ึงมี
บทบาทในการกระตุ้นการเกิดอะพอพโทซิสผ่านการ
จับกับโปรตีน IAP และพบการแสดงออกของ mRNA 
ของยีน HtrA2 ในทุกเนื้อเยื่อที่มีการศึกษาโดยพบการ
แสดงออกมากที่ สุดในเนื้อ เยื่อตับ รองลงมา คือ
กล้ามเนื้อ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าโปรตีน 
HtrA2 มีความส าคัญในการกระตุ้นการเกิดอะพอพโท
ซิสซ่ึงมีความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง
แชบ๊วย ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงบทบาท
หน้าที่และกลไกการท างานของโปรตีน HtrA2 ในการ
ควบคุมการเกิดอะพอพโทซิสในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียน
มากย่ิงขึ้น 

 มหาว
ิทยา

ลัยร
ังสิ

ต



การประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยรังสิต ประจ าปี ๒๕๕๘ (RSU National Research Conference 2015)                   วันท่ี ๒๔ เมษายน ๒๕๕๘ 

51 
 

7. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่ให้ทุนการศึกษาภายใต้
โครงการความเป็นเลิศ สาขาชีวเคมี 

 
8. เอกสารอ้างอิง 
Bulgakov, A. A., Park, K. I., Choi, K. -S., Lim, H. K., 

and Cho, M. (2004). Purification and 
Characterisation of a lectin isolated from the 
Manila clam Ruditapes philipinarum in 
Korea. Fish Shellfish Immunol. 16: 487-
499. 

Cande, C., Cohen, I., Daugas, E., Ravagnan, L., 
Larochette, N., Zamzami, N., and Kroemer 
G. (2002). Apoptosis-inducing factor (AIF): 
a novel caspase-independent death effector 
released from mitochondria. Biochimie. 84: 
215-222. 

Menze, M.A., Fortner, G., Nag, S., and Hand, S.C. 
(2010). Mechanism of apoptosis in 
Crustacea: what condition induce versus 
suppress cell death?. Apoptosis. 15: 293-
321. 

Söderhäll, K., and Cerenius, L. (1998). Role of the 
prophenoloxidase activating system in 
invertebrate immunity. Curr. Opin. 
Immunol. 10: 23-28. 

Vande Walle, L., Lamkanfi, M., and Vandenabeele, P. 
(2008). The mitochondrial serine protease 
HtrA2/Omi: an overview. Cell Death Differ. 
15: 453–460. 

 

Verhagen, A. M., Kratina, T. K., Hawkins, C. J., 
Silke, J., Ekert, P. G., and Vaux, D. L. 
(2007). Identification of mammalian 
mitochondrial proteins that interact with 
IAPs via N-terminal IAP binding motifs. 
Cell Death Differ. 14: 348-357. 

White, E. (1996). Life, death, and the pursuit of 
apoptosis. Genes Dev. 10: 1-15. 

Wyllie, A. H., Kerr, J. F., and Currie, A. R. (1980). 
Cell death: the significance of apoptosis. Int. 
Rev. Cytol. 68: 251-306. 

 มหาว
ิทยา

ลัยร
ังสิ

ต




