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บทคัดย่อ 

เลคตินแบบ C เป็นโปรตีนจดจ ารูปแบบชนิดหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง เลคตินแบบ C 
มีโดเมนจดจ าคาร์โบไฮเดรต (CRD) อย่างน้อย 1 โดเมน ภายในแต่ละโดเมนมีโมทีฟที่จ าเพาะส าหรับการจับกับน  าตาล
ที่อยู่บนผิวของเชื อก่อโรค ส่งผลให้แต่ละ CRD สามารถจับกับเชื อก่อโรคได้ต่างกัน การศึกษาก่อนหน้านี มีการได้
โคลนยีนเลคตินแบบ C (LC) จากกุ้งแชบ๊วยที่มี CRD 2 โดเมน (CRD1 และ CRD2) มีโมทีฟ QPD และ EPN ตามล าดับ 
เพื่อศึกษาความจ าเพาะของแต่ละ CRD จึงได้ผลิตโปรตีนลูกผสมของ CRD1 (rLCRD1) และ CRD2 (rLCRD2) เพื่อ
น าไปเปรียบเทียบกับโปรตีนลูกผสมของเลคติน LC ทั งโมเลกุล (rLC) rLC มีขนาด 55 kDa ในขณะที่ rLCRD1 และ 
rLCRD2 มีขนาด 35.8 kDa และ 35.4 kDa ตามล าดับ ยังพบว่าโปรตีนลูกผสมทั งสามสามารถเหนี่ยวน าให้ Vibrio 
harveyi เกาะกลุ่มได้ โดย rLCRD2 เหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มแบคทีเรียได้ดีที่สุด นอกจากนี ผลการยับยั งการเกาะ
กลุ่มแบคทีเรียแสดงให้เห็นว่า rLCRD1 (มี QPD motif) มีความจ าเพาะในการจับกับกาแลคโตส ในขณะที่ rLCRD2     
(มี EPN motif) มีความจ าเพาะต่อการจับกับแมนโนส ซ่ึงการศึกษาครั งนี บ่งชี ว่า LC มีบทบาทเกี่ยวข้องในระบบ
ภูมิคุ้มกันโดยตอบสนองต่อเชื อก่อโรค ผ่านการท าให้แบคทีเรียเกาะกลุ่มและความจ าเพาะต่อน  าตาลของแต่ละ CRD 

 
ค ำส ำคัญ: โดเมนจดจ าคาร์โบไฮเดรต เลคตินแบบ C โปรตีนลูกผสม 
 
Abstract 

C-type lectin is one of the pattern-recognition proteins that play an important role in innate immunity of 
shrimp. C-type lectin comprises at least one carbohydrate recognition domain (CRD) which each CRD contains an 
amino acid motif for specific sugar-binding to cell surfaces of pathogens, thus each CRD could bind to different 
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invading pathogens. In previous study, a C-type lectin (LC) with dual CRD domains was cloned from 
Fenneropenaeus merguiensis. CRD1 comprised of a QPD motif while CRD2 consisted of an EPN motif. In order to 
characterize the affinity of CRDs, recombinant proteins of CRD1 (rLCRD1) and CRD2 (rLCRD2) were produced to 
compare the properties of recombinant protein with whole LC (rLC). The molecular mass of rLC was 55 kDa 
whereas those of rLCRD1 and rLCRD2 were 35.8 kDa and 35.4 kDa, respectively. All purified recombinant proteins 
could induce Vibrio harveyi agglutination. In addition, rLCRD2 induced the agglutination of V. harveyi better than 
the others. Besides, the inhibitory agglutination assay revealed that rLCRD1 (contained QPD motif) had a binding 
specificity for galactose while rLCRD2 (contained EPN motif) had a binding specificity for mannose. The results 
indicated that LC was involved in shrimp innate immune response against pathogens via the bacterial agglutination 
and sugar binding specificity of CRDs. 

 
Keywords: Carbohydrate recognition domain, C-type lectin, Recombinant prote 
 

1. บทน า 
กุ้งแชบ๊วย (Fenneropenaeus merguiensis) 

เป็นกุ้งที่ได้รับความนิยมในการบริโภคมาก จึงมีความ
พยายามเพาะเลี ยงในรูปแบบพัฒนา แต่ไม่ประสบ
ความส าเร็จเท่าที่ควร เนื่องจากกุ้งแชบ๊วยมีพฤติกรรมที่
เลี ยงยากและอ่อนแอต่อโรค  ท าให้จ า เป็นต้อง มี
การศึกษาระบบภูมิคุ้มกันโรคในกุ้งมากขึ น ซ่ึงจะเป็น
พื นฐานในการควบคุมและแก้ไขปัญหาโรคติดเชื อใน
กุ้งในอนาคต  

กุ้งเป็นสัตว์ในกลุ่มครัสเตเชียนที่มีระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ แบ่งออกได้เป็น 2 แบบ คือ 
ระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์ (cellular immunity) และ
ระบบภูมิคุ้มกันแบบสารน  า (humoral immunity) การ
ท างานของระบบภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์มักใช้เซลล์เม็ด
เลือดเป็นหลักในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมผ่านวิธีต่าง ๆ 
ได้แก่ การเกาะกลุ่ม (agglutination) การกลืนกินเซลล์
ด้วยวิธีฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) การสร้างนูดูล 
(nodule formation) และการกักล้อมส่ิงแปลกปลอม 
(encapsulation) ในขณะที่ระบบภูมิคุ้มกันแบบสารน  า 
อาศัยการท างานของโปรตีนหลายชนิดประสานกัน เช่น 
โปรฟีนอลออกซิเดส เอนไซม์ไลโซไซม์ และ เลคติน  

เลคตินถือเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีบทบาท
ส าคัญมากในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง เนื่องจากเลคติน
ถูกออกแบบมาเพื่อจดจ ารายละเอียดเล็ก ๆ น้อย ๆ ที่
บอกถึงความแตกต่างของเชื อก่อโรคแต่ละชนิด โดยที่
โครงสร้างของเชื อต่าง ๆ จะมีรูปแบบที่ เฉพาะตัว
เรียกว่า Pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs) และในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตยังมีโปรตีนที่
สามารถจดจ าโมเลกุล เหล่ านี ได้ เ รี ยกว่า  pattern 
recognition proteins (PRPs) โดย PRP ท าหน้าที่จดจ า
และจับจ าเพาะกับโมเลกุล PAMP ที่อยู่บนผิวเซลล์เชื อ
ก่อโรค แล้วกระตุ้นระบบต่าง ๆ ให้มีการท างานเพื่อ
ก าจัดเชื อก่อโรค เช่น กระตุ้นระบบโปรฟีนอลออกซิ เดส 
ให้มีการสร้างเมลานิน เป็นต้น  

เลคตินแบบ C เป็นเลคตินที่ต้องการแคลเซียม
ไอออน (Ca2+) ในการเกิดปฏิกิริยา มีโดเมนจดจ า
คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate recognition domain, CRD) 
อย่างน้อย 1 โดเมน ภายในแต่ละ CRD จะมีโมทีฟ 
(motif) ที่ สามารถจับจ า เพาะกับน  าตาลหรือ
คาร์โบไฮเดรตที่อยู่บนผิวเชื อก่อโรคได้ จากรายงาน
ของ Wang และ Wang (2013) แสดงให้เห็นว่าเลคติน
ในกุ้งนั นมีอยู่หลายชนิด ซ่ึงเลคตินแต่ละชนิดจะมี
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บทบาทหน้าที่และความจ าเพาะแตกต่างกันออกไป 
อย่างไรก็ตามส าหรับเลคตินในกุ้งแชบ๊วยยังมีการศึกษา
น้อยมาก โดยก่อนหน้านี มีการค้นพบเลคตินในฮีโม
ลิมฟ์ของกุ้งแชบ๊วยที่จ าเพาะต่อกรดไซอะลิค (sialic 
acid) ซ่ึงเป็นเลคตินที่ต้องการใช้ Ca2+ ในการเกาะกลุ่ม
เม็ดเลือดแดงกระต่าย อีกทั งเลคตินชนิดนี ยังสามารถ
เหนี่ยวน าให้แบคทีเรียก่อโรค Vibrio harveyi, Vibrio 
parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus เกิดการเกาะ
กลุ่ม ในขณะที่แบคทีเรียไม่ก่อโรคไม่เกิดการเกาะกลุ่ม 
(Utarabhand et al., 2007; Rittidach et al., 2007) ต่อมา
มีการโคลนยีนเลคตินแบบ C จากกุ้งแชบ๊วย (LC) โดย 
Rattanaporn, O., & Utarabhand, P. (2011) พบว่ายีน 
LC เป็นเลคตินที่มี CRD 2 โดเมน โดยมีโมทีฟ QPD 
และ EPN อยู่ภายใน CRD1 และ CRD2 ตามล าดับ จาก
การศึกษาเลคตินในกุ้งหรือครัสเตเชียนอื่น ๆ พบว่า โม
ทีฟ QPD และ EPN สามารถจับจ าเพาะกับน  าตาลที่พบ
บนผิวเซลล์เชื อก่อโรคได้ต่างกัน โดยโมทีฟ QPD จับ
จ าเพาะกับน  าตาลกาแลคโตส (galactose) ในขณะที่โม
ทีฟ EPN จับจ าเพาะกับน  าตาลแมนโนส (mannose) มี
รายงานการศึกษา  เลคตินแบบ C ในกุ้ง ทั งที่มี CRD 1 
หรือ 2 โดเมน เช่นในกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon), 
กุ้งขาวจีน (Fenneropenaeus chinensis), กุ้งขาว 
(Litopenaeus vannamei) และกุ้งคุรุมา (Marsupenaeus 
japonicus) (Wang and Wang, 2013) ปัจจุบันมี
การศึกษา เกี่ ยวกับบทบาทของ เลคตินต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันโรคในกุ้งกันอย่างแพร่หลาย เพื่อน าความรู้ที่
ได้ไปใช้ในการป้องกันและแก้ไขปัญหาโรคติดเชื อใน
กุ้ง ในการศึกษาครั งนี ทีมผู้วิจัยสนใจศึกษาความจ าเพาะ
ของ CRD ทั ง 2 โดเมนของยีน LC ในการเข้าจับกับ
น  าตาลที่ผิวเซลล์เชื อก่อโรค เพื่อเปรียบเทียบกับเลคติน 
LC ทั งโมเลกุล โดยได้ผลิตโปรตีนลูกผสมของ CRD1 
และ CRD2 ของยีน LC แล้วศึกษาคุณสมบัติ
เปรียบเทียบกับโปรตีนลูกผสม rLC ที่เคยผลิตได้ก่อน
หน้านี  

2. วัตถุประสงค์ 
2.1 เพื่อผลิตโปรตีนลูกผสมของ CRD1 และ CRD2 
ของ LC โดย Escherichia coli 
 
2.2 เพื่อศึกษาการเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มของเชื อ
ก่อโรคโดยโปรตีนลูกผสม 
 
2.3 เพื่อศึกษาผลการยับยั งการเกาะกลุ่มของเชื อก่อโรค
โดยน  าตาล 
 
3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 การผลิตโปรตีนลูกผสมของ CRD1 และ CRD2 
(rLCRD1 และ rLCRD2) โดย Escherichia coli 

เพิ่มจ านวน DNA เฉพาะบริเวณ CRD1 หรือ 
CRD2 ของยีน LC (รูปที่ 1) ให้มีต าแหน่งตัดของ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI และ XhoI ด้วยวิธี PCR น า
ชิ นยีนที่ได้เชื่อมต่อ (ligate) กับเวกเตอร์ pGEM-T Easy 
จากนั น transform เข้าสู่ E. coli สายพันธ์ุ DH5α เพื่อ
เพิ่มจ านวนพลาสมิด ตรวจสอบโคโลนีที่มีชิ นยีน 
CRD1 หรือ CRD2 ด้วยวิธี blue-white screening สกัด 
พลาสมิด ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยันว่าพลาส 
มิดดังกล่าวมีชิ นยีน CRD1 หรือ CRD2 จากนั นย่อย 
พลาสมิดที่ ได้และ เวกเตอร์  pET32a(+) ที่ ใ ช้ เป็น 
expression vector ด้วย EcoRI และ XhoI แล้วเช่ือมต่อ
ชิ นยีน CRD1 หรือ CRD2 เข้ากับ expression vector 
ด้วยเอนไซม์ DNA T4 ligase และขนถ่ายเข้าสู่ E. coli 
สายพันธ์ุ BL21 Star (DE3) กระตุ้นให้มีการสร้าง
โปรตีนด้วย 0.1 mM isopropyl ß-D-1-thiogalacto-
pyranoside (IPTG) เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37˚C 
ทดสอบการสังเคราะห์โปรตีนด้วย 12% SDS-PAGE 
(Laemmli, U. K., 1970)จากนั นเก็บตะกอนเซลล์ด้วย
การเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 6,000xg เป็นเวลา 10 นาที 
สกัดโปรตีนออกจากเซลล์ ย่อย DNA และ RNA ที่
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ปนเปื้อนมาด้วย DNase I และ RNase A ตามล าดับ น า
โปรตีนทั งส่วนที่ละลายและไม่ละลายน  า (soluble and 
insoluble protein) ไปวิเคราะห์ด้วย 12% SDS-PAGE 
เพื่อดูการแสดงออกของโปรตีน ถ้าโปรตีนที่สนใจมี
การแสดงออกอยู่ในส่วนที่ไม่ละลายน  า น าโปรตีน
ดังกล่าวไป dialyze เพื่อให้โปรตีนกลับอยู่ในสภาพ
ธรรมชาติ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1 แผนผังจ าลองโครงสร้างและรูปร่างโปรตีนก้อนกลม 
(globular protein) ของเลคตินบริเวณ CRD1 และ CRD2 

 
3.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสม 

น า crude protein ที่มีโปรตีนลูกผสม rLCRD1 
และ rLCRD2 ไปท าบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ Ni-NTA 
(nickel-nitrilotriacetic acid) ชะ rLCRD1 และ rLCRD2 
ออกจากคอลัมน์ด้วย 250 mM imidazole ตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของโปรตีนที่ได้ด้วย 12% SDS-PAGE 
วัดปริมาณโปรตีนที่ได้ตามวิธีของ Bradford, M. M. 
(1976) โดยท าควบคู่ไปกับ BSA (bovine serum 
albumin) ซ่ึงใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน  

 
3.3 การค านวณมวลโมเลกุลของ rLC บริสุทธ์ิ โดยใช้ 
SDS-PAGE 

ค านวณมวลโม เลกุ ลของ  rLCRD1 และ 
rLCRD2 บริสุทธ์ิ โดยการเปรียบเทียบกับค่าการ

เคลื่อนที่สัมพัทธ์ (relative mobility, Rf) ของโปรตีน
มาตรฐานและโปรตีนตัวอย่างใน SDS-PAGE  

 
3.4 การทดสอบการเกาะกลุ่มแบคทีเรียของโปรตีน
ลูกผสม 
 เพื่อหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของโปรตีน
ลูกผสมที่สามารถท าให้ V. harveyi เกาะกลุ่มได้ น า 
rLC (พันทิพา รุณแสง และคณะ, 2557) rLCRD1 และ 
rLCRD2 บริสุทธ์ิที่ทราบความเข้มข้น ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร เจือจาง 1:2 ตามล าดับ (2-fold serially 
dilution) ในบัฟเฟอร์ที่มีแคลเซียม (50 mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2) จากนั นน า
สารละลายโปรตีนลูกผสมบ่มกับ V. harveyi ความ
เข้มข้น 2x109 CFU/ml ปริมาตร 25 ไมโครลิตร นาน 1 
ช่ัวโมง เขย่าเป็นระยะ สังเกตการเกาะกลุ่มแบคทีเรีย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 
3.5 การทดสอบการยับยั งการเกาะกลุ่มแบคทีเรียด้วย
น  าตาล 
 เพื่อหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของน  าตาลที่
สามารถยับยั งการเกาะกลุ่มแบคทีเรียได้ น าสารละลาย
น  าตาลแมนโนส กาแลคโตส หรือสารละลายผสม
ระหว่างแมนโนสและกาแลคโตส ความเข้มข้น 1 M 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เจือจาง 1:2 ตามล าดับ ใน
บัฟเฟอร์ที่มีแคลเซียม จากนั นน าสารละลายน  าตาลบ่ม
กับ rLC rLCRD1 หรือ rLCRD2 บริสุทธิ์ ที่มีความเข้มข้น 
300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เป็น
เวลา 45 นาที จึงเติม V. harveyi ความเข้มข้น 2x109 
CFU/ml ปริมาตร 25 ไมโครลิตร แล้วบ่มต่อนาน 1 
ช่ัวโมง เขย่าเป็นระยะ สังเกตการเกาะกลุ่มแบคทีเรีย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
4.1 การผลิตโปรตีนลูกผสมของ CRD1 และ CRD2 

จากการเพิ่มจ านวนชิ นยีนบริเวณ CRD1 และ 
CRD2 ให้มีต าแหน่งตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 
และ XhoI ด้วยเทคนิค PCR พบว่า PCR product ที่ได้มี
ขนาดประมาณ 400 คู่เบส (รูปที่ 2) จากนั นเมื่อน า
พลาสมิดที่มีชิ นยีนส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์  ท าให้
สามารถยืนยันได้ว่าพลาสมิดดังกล่าวมีชิ นยีน CRD1 
หรือ CRD2 แทรกอยู่ขนาด 424 คู่เบส เมื่อน าพลาสมิด
ดังกล่าวและเวกเตอร์ pET32a(+) ย่อยด้วย EcoRI และ 
XhoI พบว่าชิ นยีนที่ถูกย่อยออกจากพลาสมิดมีขนาด
ประมาณ 3,000 และ 400 คู่เบส (รูปที่ 3) และชิ น DNA 
ที่ถูกย่อยออกจากเวกเตอร ์pET32a(+) มีขนาดประมาณ 
6,000 และ 50 คู่เบส จากนั นจึงน าชิ นยีน CRD1 หรือ 
CRD2 ที่มีขนาดประมาณ 400 คู่เบส เช่ือมกับชิ นของ
เวกเตอร์ที่มีขนาดประมาณ 6,000 คู่เบส น าพลาสมิดที่
ได้ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์อีกครั ง พบว่าล าดับนิวคลี
โอไทด์ดังกล่าวสามารถถอดรหัส และแปลรหัสไปเป็น 
CRD1 หรือ CRD2 ของ LC ได้ จึงขนถ่ายพลาสมิด 
ดังกล่าวเข้าสู่ E. coli สายพันธ์ุ BL21 Star (DE3) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 แบบแผนดีเอ็นเอใน agarose gel electrophoresis ของ 
PCR product ของ CRD1 และ CRD2 ของยีน LC 

 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 3 แบบแผนดีเอ็นเอใน agarose gel electrophoresis แถวที่ 1 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kbp, แถวที่ 2 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถว
ที่ 3 เวกเตอร์ pET32a(+) ที่ถูกย่อยด้วย EcoRI และ XhoI, แถวที่ 
4-5 พลาสมิด pGEM-T Easy ที่มียีน CRD1 และ CRD2 และถูก
ย่อยด้วย EcoRI และ XhoI ตามล าดับ 

 
เมื่อกระตุ้นเซลล์ E. coli ดังกล่าวให้สร้าง

โปรตีนด้วย IPTG นาน 4 ช่ัวโมง พบว่ามีแถบโปรตีน 
ขนาดประมาณ 35 kDa มีการแสดงออกเพิ่มขึ นปริมาณ
มากเมื่อเทียบกับตัวอย่างที่ไม่มีการกระตุ้นด้วย IPTG 
(รูปที่ 4) โดยพบแถบโปรตีน rLCRD1 ในส่วนของ
โปรตีนที่ละลายน  าได้ (soluble protein fraction) 
ในขณะที่โปรตีน rLCRD2 พบอยู่ในส่วนโปรตีนที่ไม่
ละลายน  า (insoluble protein fraction) จึงน าโปรตีน 
rLCRD2 ไป dialyze เพื่อให้โปรตีนกลับอยู่ในสภาพ
ธรรมชาติก่อนที่จะน าไปใช้เป็น crude protein ในการ
ท าบริสุทธิ์ต่อไป 

 
4.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสม 
 เมื่อน า crude protein ไปท าบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ 
Ni-NTA แล้วตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วย SDS-PAGE 
พบว่าโปรตีนที่ได้มีความบริสุทธ์ิ โดยวิธีการผลิตโปรตีน
ลูกผสมดังกล่าวสามารถผลิตโปรตีนบริสุทธ์ิได้ใน
ปริมาณมากเพียงพอส าหรับการน าไปศึกษาคุณสมบัติและ
ใช้ประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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รูปที่ 4 แบบแผนโปรตีนใน SDS-PAGE ของ rLCRD1 และ 
rLCRD2 แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน, แถวที่ 2 โปรตีนที่ไม่มีการ
กระตุ้นด้วย IPTG, แถวที่ 3-5 โปรตีนที่สกัดจากเซลล์ที่มีการ
กระตุ้นด้วย IPTG ให้มีการแสดงออกของ rLCRD1 โดยแถวที่ 3 
โปรตีนที่ละลายน  า, แถวที่ 4 โปรตีนที่ไม่ละลายน  า, แถวที่ 5 
rLCRD1บริสุทธิ์, แถวที่ 6-8 โปรตีนที่สกัดจากเซลล์ที่มีการ
กระตุ้นด้วย IPTG ให้มีการแสดงออกของ rLCRD2 โดยแถวที่ 6 
โปรตีนที่ละลายน  า, แถวที่ 7 โปรตีนที่ไม่ละลายน  า, แถวที่ 8 
rLCRD2 บริสุทธิ ์

 
4.3 การค านวณมวลโมเลกุลของ rLC บริสุทธ์ิ โดยใช้ 
SDS-PAGE 

เมื่อน าแถบของโปรตีน rLCRD1 และ 
rLCRD2 บริสุทธ์ิวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE ค านวณ
น  าหนักโมเลกุลเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบว่า
โปรตีนที่ผลิตได้มีน  าหนักโมเลกุลขนาด 35.8 kDa และ 
35.4 kDa ตามล าดับ (รูปที่ 5) 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 5 กราฟมาตรฐานของการหามวลโมเลกุลของโปรตีน
ลูกผสมบริสุทธิ์ 

 

4.4 การทดสอบการเกาะกลุ่มแบคทีเรียของโปรตีน
ลูกผสม 

จากการทดสอบการเกาะกลุ่มแบคทีเรียก่อ
โรค V. harveyi ด้วยโปรตีนลูกผสม rLC rLCRD1 หรือ 
rLCRD2 พบว่าโปรตีนทั งสามสามารถเหนี่ยวน าให้
แบคทีเรีย V. harveyi เกิดการเกาะกลุ่มได้ โดยความ
เข้มข้นที่น้อยที่สุดของโปรตีนลูกผสมที่สามารถท าให้ 
V. harveyi เกาะกลุ่มได้ แสดงในตารางที่ 1 จะเห็นได้ว่า 
rLCRD2 สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่ม
แบคทีเรีย V. harveyi ได้ดีที่สุดโดยใช้โปรตีนเพียง 25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
 
ตารางที่ 1 ค่าความเข้มข้นของโปรตีนลูกผสมที่น้อยที่สุดที่
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มแบคทีเรีย V. harveyi 

Recombinant 
protein 

Minimal agglutinating concentration 
(µg/ml) 

rLC 35 
rLCRD1 70 
rLCRD2 25 

 
4.5 การทดสอบการยับยั งการเกาะกลุ่มแบคทีเรียของ
โปรตีนลูกผสมด้วยน  าตาล 
 จากการทดสอบการยับยั งการเกาะกลุ่ม
แบคทีเรียก่อโรค V. harveyi ที่เหนี่ยวน าโดยโปรตีน
ลูกผสม rLC rLCRD1 หรือ rLCRD2 ด้วยน  าตาลกาแลค
โตส น  าตาลแมนโนสและน  าตาลผสมระหว่างกาแลค
โตสและแมนโนส พบว่าน  าตาลผสมระหว่างกาแลค
โตสและแมนโนส ที่ความเข้มข้น 125 mM สามารถ
ยับยั งการเกาะกลุ่มของแบคทีเรียก่อโรคที่เหนี่ยวน า
โดยโปรตีนลูกผสมทั ง 3 ชนิดได้ ในขณะที่น  าตาลกา
แลคโตส ความเข้มข้น 125 mM สามารถยับยั งการเกาะ
กลุ่มของแบคทีเรียที่เหนี่ยวน าโดย rLCRD1 เท่านั น 
และน  าตาลแมนโนส ความเข้มข้น 125 mM สามารถ

35 

kDa 
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ยับยั งการเกาะกลุ่มของแบคทีเรียที่ เหนี่ยวน าโดย 
rLCRD2 เท่านั น ดังแสดงในรูปที่ 6 
  
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 6 ผลการยับยั งการเกาะกลุ่มแบคทีเรียของโปรตีนลูกผสม 
เลคตินแบบ C ด้วยน  าตาลชนิดต่าง ๆ 

 
5. การอภิปรายผล 

ในปัจจุบันนี  มีรายงานการศึกษายีนเลคติน
แบบ C ในกุ้งมาแล้วหลายชนิด หนึ่งในนั นคือยีน LC ที่
มี CRD 2 โดเมน ซ่ึงมีโมทีฟในการจดจ าน  าตาลที่
ต่างกัน ส่งผลให้โครงสร้างของโปรตีนก้อนกลมของ
ทั ง 2 โดเมนมีความแตกต่างกันเล็กน้อย (รูปที่ 1) ใน
การศึกษาก่อนหน้านี ผู้วิจัยได้ผลิตโปรตีนลูกผสม rLC 
จาก E. coli ซ่ึงสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่ม
ของแบคทีเรียได้ทั งแบคทีเรียก่อโรคและไม่ก่อโรค ใน
งานวิจัยจึงได้ผลิตโปรตีนลูกผสมของแต่ละ CRD ของ 
LC โดยได้ท าการผลิตแยกเฉพาะบริเวณ CRD1 และ 
CRD2 พบว่าโปรตีนลูกผสมที่ผลิตได้มีขนาดใหญ่กว่า
ขนาดที่คาดคะเนไว้ 20 kDa เนื่องจากมีส่วนของ fusion 
protein ติดอยู่ด้วย เช่น Trx-Tag (Thioredoxin), His-
Tag และ S-Tag ถ้าตัดส่วนของ fusion protein ออกไป 
ขนาดของโปรตีนลูกผสมที่ได้จะมีขนาดใกล้เคียงกับที่
คาดคะเนไว้ อย่างไรก็ตามในการทดลองครั งนี ได้ใช้
โปรตีนลูกผสมที่ไม่ผ่านการตัดส่วน fusion protein 
ออก ในการศึกษาคุณสมบัติของเลคติน เนื่องจากการ
สร้างโปรตีนลูกผสมของโปรตีน Thioredoxin ซ่ึงเป็น 

fusion protein พบว่า ไม่สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการ
เกาะกลุ่มของแบคทีเรียก่อโรคได้ (ไม่แสดงข้อมูล) 
รวมถึงไม่สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มของ
เม็ดเลือดแดงกระต่ายด้วย ในขณะที่โปรตีนลูกผสม 
rLC rLCRD1 และ rLCRD2 สามารถเหนี่ยวน าให้เกิด
การเกาะกลุ่มของทั งแบคทีเรียก่อโรคและเม็ดเลือดแดง
กระต่าย (ไม่แสดงข้อมูล) แสดงให้เห็นว่าโปรตีน
ลูกผสมของเลคตินที่ผลิตได้ สามารถน ามาใช้ศึกษา
คุณสมบัติต่าง ๆ ของเลคตินได้โดยไม่จ าเป็นต้องตัด
ส่วนของ fusion protein ออก นอกจากนี ในการศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีนลูกผสมเลคตินอื่น ๆ ที่ เคยมี
รายงานก็ไม่ตัด fusion protein ออกเช่นกัน ตัวอย่างเช่น 
rFcLec2 ของกุ้งขาวจีน rLvCTLD ของกุ้งขาว rPcLT 
ของเครย์ฟิช (Procambarus clarkii) เป็นต้น 

ความจ าเพาะในการจับของ CRD ทั ง 2 
โดเมนของ LC สามารถยืนยันได้จากผลการยับยั งการ
เกาะกลุ่มแบคทีเรียก่อโรคด้วยน  าตาล ซ่ึงพบว่ากาแลค
โตสสามารถยับยั งการเกาะกลุ่มแบคทีเรียที่เหนี่ยวน า
ด้วย rLCRD1 แสดงให้เห็นว่า rLCRD1 สามารถจับ
จ าเพาะกับกาแลคโตสที่อยู่บนผิวเซลล์เชื อก่อโรคได้ 
เช่นเดียวกันแมนโนสที่สามารถยับยั งการเกาะกลุ่ม
แบคทีเรียที่เหนี่ยวน าโดย rLCRD2 ได้แสดงว่า rLCRD2 
สามารถจับจ าเพาะกับแมนโนสที่อยู่บนผิวเซลล์เชื อก่อ
โรค ส่งผลให้จ าเป็นต้องใช้น  าตาลผสมระหว่างกาแลค
โตสและแมนโนสจึงจะสามารถยับยั งการเกาะกลุ่มของ
แบคทีเรียก่อโรคที่เหนี่ยวน าด้วย rLC ได้ ซ่ึงอาจเป็นผล
มาจากน  าตาลเพียงชนิดเดียวไม่สามารถยับยั งการเกาะ
กลุ่มแบคทีเรียที่เหนี่ยวน าโดย LC ทั งโมเลกุล เนื่องจาก 
rLC มี CRD 2 โดเมน เมื่อแอคทิวิทีของ CRD หนึ่งถูก
ยับยั ง จะยังคงมีอีกหนึ่ง CRD ที่สามารถจับกับน  าตาลที่
อยู่บนผิวเซลล์เชื อก่อโรคเพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะ
กลุ่มแบคทีเรียได้ 
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 เนื่องจาก LC เป็นเลคตินที่มี CRD 2 โดเมนที่
สามารถจับจ าเพาะกับน  าตาลที่ผิวเซลล์ได้ต่างชนิดกัน 
ส่งผลให้ rLC สามารถจับกับแบคทีเรียก่อโรคได้หลาย
ชนิด ดังที่มีการรายงานไปก่อนหน้านี ว่า rLC สามารถ
เหนี่ยวน าให้ V. parahaemolyticus, E. coli และ 
Staphylococcus aureus เกิดการเกาะกลุ่มได้ นอกจากนี 
จะเห็นได้ว่าความสามารถของ rLC rLCRD1 และ 
rLCRD2 ในการเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มของ
แบคทีเรียมีความต่างกัน ทั งนี อาจเนื่องมาจากความ
หลากหลายของน  าตาลที่อยู่บนผิวเซลล์ของแบคทีเรีย
ก่อโรคและความจ าเพาะในการจับกับน  าตาลของแต่ละ 
CRD ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของโปรตีน
ลูกผสมที่เหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่มของแบคทีเรียมี
ค่าต่างกัน 
 
6. บทสรุป 
 ในการศึกษาครั งนี สามารถผลิตโปรตีน
ลูกผสมของ CRD1 และ CRD2 ของ LC ได้ โดย
โปรตีนดังกล่าวสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเกาะกลุ่ม
ของแบคทีเรียก่อโรค V. harveyi และแสดงให้เห็นว่า 
CRD1 และ CRD2 ของ LC มีความจ าเพาะในการจดจ า
และจับจ าเพาะกับน  าตาลกาแลคโตส และน  าตาลแมน
โนส ตามล าดับ นอกจากนี ผลการศึกษาครั งนี ยังบ่งชี ว่า 
LC มีบทบาทเกี่ยวข้องในระบบภูมิคุ้มกันโดย
ตอบสนองต่อเชื อก่อโรค ผ่านการท าให้แบคทีเรียเกิด
การเกาะกลุ่ม 
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