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บทคดัย่อ 
 แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticusเป็นสาเหตุของการเกิดโรคกุง้ตายด่วนในกุง้ท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของ
กุง้ ท าใหกุ้ง้ตายไดโ้ดยมีอตัราการตายถึง 90 เปอร์เซ็นตภ์ายใน 30 วนั ปัจจุบนัผูเ้ล้ียงกุง้เลือกใชย้าปฏิชีวนะในการยบัย ั้ง
โรค แต่อาจส่งผลกระทบต่อไปยงัผูบ้ริโภคไดใ้นงานวจิยัน้ีจึงสนใจท่ีจะใชเ้อนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนในการยอ่ยโปรตีน
เช้ือ V. parahaemolyticus และ โปรตีนอาหารกุง้ จากการทดลองเม่ือน าโปรติเอสทนร้อนมาทดสอบความสามารถใน
การยอ่ยโปรตีนเช้ือ V. parahaemolyticus ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่แถบโปรตีนหายไปเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
MALDI-TOF พบวา่เป็นโปรตีน OmpU จาก Vibrio sp. และการทดสอบความสามารถในการยอ่ยโปรตีนอาหารกุง้ท่ีอยู่
ในรูปกรดอะมิโนดว้ยเทคนิคนินไฮดริน พบวา่การใส่โปรติเอสทนร้อนท่ีผสมลงไปในอาหารกุง้ท าใหโ้ปรตีนอาหารกุง้
ถูกยอ่ยเป็นกรดอะมิโนไดดี้กวา่เม่ือเทียบกบัอาหารกุง้ท่ีไม่มีโปรติเอสทนร้อน 
 

ABSTRACT 
 Vibrio parahaemolyticus causes an acute mortal disease in shrimp or early mortality syndrome (EMS). It 
affects the growth of shrimp and causes the shrimp to die, with a mortality rate of 90% within 30 days. Shrimp 
farmers usually use antibiotics to inhibit the disease which may negatively affect consumers. This research aims to 
use thermostable protease enzyme to digest proteins from V. parahaemolyticus and from shrimp feed. From the 
experiment, when we used V. parahaemolyticus protein digested by thermostable protease and test the ability of 
protein degradation by SDS-PAGE. The digested protein bands were analyzed by MALDI-TOF. The OmpU protein 
was identified. When the shrimp feed was treated by thermostable protease, free amino acid and soluble peptides 
were detected.  Suggesting that protein in the shrimp feed was hydrolyzed by the protease. 
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บทน า 
อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ถือเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีขนาดใหญ่โดยหน่ึงในนั้นคือประเทศไทย ท่ีถือวา่เป็น

ประเทศท่ีมีการส่งออกกุง้ท่ีสูงเป็นอนัดบัตน้ๆของเอเชีย ท่ีมีการส่งออกกุง้ไปยงัประเทศสหรัฐอเมริกาเป็นจ านวนมาก
และหลากชนิดไม่วา่จะเป็นกุง้สด กุง้แช่แขง็ หรือ กุง้แปรรูป ซ่ึงมีมากถึง 40 เปอร์เซ็นตด์ว้ยกนัซ่ึงมีมูลค่ารวมถึง 75 ลา้น
บาท ซ่ึงถือวา่มีมูลค่าท่ีสูงมากเม่ือเทียบกบัตลาดคู่แข่ง (กรมส่งเสริมการคา้ระหวา่งประเทศ, 2560) 

แต่ในปี 2556 อตัราการส่งออกกุง้ไทยกลบัลดลงมาจากหลายสาเหตุ แต่สาเหตุท่ีส าคญัคือการเกิดโรคจากเช้ือ
แบคทีเรีย โดยในปี 2556 คณะนกัวจิยัจาก University of Arizona สามารถระบุถึงเช้ือสาเหตุท่ีท าใหเ้กิดโรคท่ีสร้างความ
เสียหายแก่ฟาร์มกุง้มากมายในเอเชีย คือ Vibrio parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีมีผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเล้ียงกุง้เป็นอยา่งมากเน่ืองจากเป็น
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการลดลงของจ านวนกุง้ ถา้หากท าการยบัย ั้งหรือก าจดัความรุนแรงน้ีไดจ้ะช่วยลดอตัราความ
เสียหายจากการตายของกุง้จากเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticusโดยท่ีลกัษณะอาการของโรค คือ เน้ือเยื่อบริเวณตบั
และตบัอ่อนมีความผิดปกติ โดยเร่ิมจากเซลลเ์ยื่อบุ (epithelial cell) ของตบัและตบัอ่อนถูกท าลายอยา่งรุนแรงคลา้ยกบั
ถูกสารพิษ ตับอ่อนมีการสะสมไขมันลดต ่าลง ประสิทธิภาพลดลงด้วย จนในระยะท้ายของโรคมีการติดเช้ือซ ้ า 
(secondary infection) อยา่งรุนแรงซ่ึงเกิดข้ึนโดยการฉวยโอกาสของเช้ือ V. parahaemolyticus และในท่ีสุดกุง้ท่ีติดเช้ือ
จะตาย เป็นผลมาจากการท่ีตบัและตบัอ่อนลม้เหลวซ่ึงโรคน้ีส่งผลกระทบให้กุง้มีอตัราการตาย 90 เปอร์เซ็นต์ภายใน
ระยะเวลาเพียง 30 วนั (FAO, 2013) 

ในหลายปีท่ีผ่านมากลุ่มเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียงกุง้บางรายเลือกท่ีจะใชย้าปฏิชีวนะเพ่ือใชใ้นการลดปัญหาดงัท่ี
กล่าวมาในขา้งตน้เพ่ือหวงัให้กุง้แข็งแรง โดยยาปฏิชีวนะเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีออกฤทธ์ิเฉพาะกบัแบคทีเรียไม่ออกฤทธ์ิ
กบัไวรัส ยาปฏิชีวนะท่ีมกัใชใ้นอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้มีตวัอยา่งดงัน้ี Sarafloxacin, Sulfadimethoxine sodium 
และ Ormethoprim โดยท่ียาปฏิชีวนะแต่ละชนิดก็จะมีระยะเวลาบงัคบัในการใชง้านท่ีแตกต่างกนัไปข้ึนกบัชนิดของยา
ปฏิชีวนะ เช่น Sarafloxacin ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 5 วนั (กรมประมง, 2550) 

แต่อยา่งไรก็ตามการใชย้าปฏิชีวนะในปริมาณท่ีมากเกินอาจส่งผลให้มีสารตกคา้งท่ีอาจส่งต่อไปถึงผูบ้ริโภค
กุง้ได ้เช่น หากใชย้าปฏิชีวนะในการรักษาแบคทีเรียในกุง้ หากแบคทีเรียมีการกลายพนัธ์ุจะท าให้แบคทีเรียมีการทนต่อ
ยาปฏิชีวนะและจะปะปนอยูใ่นเน้ือสตัวเ์ม่ือคนกินเน้ือสตัวเ์ขา้ไปหากเกิดอาการป่วย เม่ือไดรั้บยาปฏิชีวนะชนิดเดียวกนั
เขา้ไปจะไม่มีผลกระทบต่อเช้ือท่ีทนต่อยาปฏิชีวนะ หรือ เกิดการด้ือยานัน่เอง ท าให้มนุษยไ์ม่หายจากการติดเช้ือ นัน่จึง
เป็นขอ้เสียของการใชย้าปฏิชีวนะท่ีมากเกินไปจนส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภค นอกจากน้ียงัอาจท าให้เกิดผลกระทบต่อ
การส่งออกกุ้งของประเทศไทยไปยงัประเทศต่างๆท่ีเป็นตลาดรับซ้ือกุ้งหลักจากประเทศไทยได้ เช่น ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยในปี 2560 องคก์รอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาหรือThe U.S. Food and Drug Administration’s 
(FDA) ได้มีการตรวจพบการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะในกุ้งท่ีมีการน าเขา้และพบว่ามาจากประเทศไทยทั้งหมด 5 
รายการด้วยกันซ่ึงถือว่าเป็นจ านวนท่ีสูงมากเม่ือเทียบกับปีท่ีผ่านมาท่ีมีการตรวจพบการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะ 
(Shrimpalliance, 2017) 

อาหารของกุง้ขาวจะมี 2 ประเภท คือ อาหารธรรมชาติ ซ่ึงเป็นอาหารท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติในบ่อหรือสร้าง
ข้ึนมาโดยจะประกอบไปดว้ยจุลินทรียแ์ละส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก อีกประเภทคืออาหารเม็ด เป็นอาหารท่ีผลิตข้ึนมาโดย
ผูป้ระกอบการผลิตอาหารเม็ดเพ่ือการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าโดยตรงโดยความตอ้งการสารอาหารของกุง้ขาวไวนาไมจะมี
ความตอ้งการปริมาณโปรตีนท่ี 35-50 เปอร์เซ็นต ์(กรมประมง, 2558) และถึงแมว้า่ผูป้ระกอบการผลิตอาหารเม็ดจะใส่
โปรตีนลงไปในอาหารกุง้ 30 เปอร์เซ็นตห์รือมากกวา่ กุง้อาจไม่สามารถรับปริมาณโปรตีนท่ีทางผูป้ระกอบการใส่เติม
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ลงไปไดจ้นหมด เน่ืองจากโปรตีนท่ีใส่ลงไปมีขนาดของโปรตีนท่ีใหญ่หรืออยูใ่นรูปแบบโพลีเปปไทดท์ าให้ยากต่อการ
น าไปใชไ้ดใ้นคร้ังเดียว ท าใหป้ริมาณโปรตีนท่ีเติมลงไปอาจะเกิดการสูญเปล่าหากโปรตีนในอาหารกุง้มีขนาดท่ีเล็กลง
ท่ีอยูใ่นรูปของเปปไทดส์ายสั้นหรือกรดอะมิโนอาจท าใหกุ้ง้ไดรั้บโปรตีนไดค้รบถว้นตามเกณฑท่ี์เหมาะสม 

อยา่งไรก็ตามปัจจุบนัยงัไม่มีการรายงานเก่ียวกบัการใชโ้ปรตีนโปรติเอสเขา้มาใชก้ารยอ่ยโปรตีนของเช้ือ V. 
parahaemolyticus และน ามาใชใ้นการปรับปรุงสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับกุง้ขาว งานวจิยัน้ีจึงสนใจในการน าโปรติ
เอสมาใช้ในการย่อยโปรตีนจากเช้ือ V. parahaemolyticus โปรติเอสท่ีใช้ในการวิจัยมีคุณสมบัติคือ มีอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมอ์ยูท่ี่ 70 องศาเซลเซียส และเม่ือทดสอบกบัอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  1 
ชัว่โมง พบวา่ยงัมีกิจกรรมเอนไซมสู์งถึง 70 เปอร์เซ็นต์, ทนความเค็มสูงถึง 2 โมลาร์ซ่ึงมากกวา่ระดบัความเค็มของน ้ า
ทะเลท่ีมีความเค็มท่ี 0.51 โมลาร์ (Duangjai et al., in press)โดยผูว้ิจยัมีความคาดหวงัว่าการใชโ้ปรติเอสทนร้อนจะ
สามารถลดความรุนแรงของเช้ือ V. parahaemolyticus ต่อกุง้ขาวลงได ้

 
วตัถุประสงค์ 

- เพ่ือยอ่ยโปรตีนท่ีผลิตจาก V. parahaemolyticus ดว้ยโปรติเอสทนร้อน 
- เพ่ือยอ่ยโปรตีนในอาหารกุง้ดว้ยโปรติเอสทนร้อน 
- เพ่ือท าใหโ้ปรตีนในอาหารกุง้ถูกยอ่ยออกมาเป็นกรดอะมิโนหรือเปปไทดส์ายสั้นท่ีละลายน ้ าไดม้ากข้ึน 

 
วธีิการวจิยั 

การ Transformation 
 น า recombinant plasmid ของเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนจาก Thermomonospora curvata ท่ีไดท้ าการสกดั 
พลาสมิดไวด้ว้ยชุด Kit (PrestoTM Mini Plasmid Kit) ปริมาตร 2 ไมโครลิตรใส่ลงใน competent cell ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรแลว้น าไปแช่ในน ้ าแข็ง 30 นาที จากนั้นน าไปท า Heat shock ท่ี 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 90 วินาที และ
น าไปแช่น ้ าแขง็ 15 – 30 นาที หลงัครบเวลาจะท าการคืน cell โดยการใส่อาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ท่ีไม่ผสมยาปฏิชีวนะ 
900 ไมโครลิตร และบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 
12,000 rpm, 5 นาทีน าอาหารส่วนใสออก 900 ไมโครลิตร และท าการละลายตะกอนเซลลใ์ห้เขา้กนั น าไป spread plate 
ลงบน LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin และ chloramphenicol บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชัว่โมง จะได้
โคโลนีของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีมียนีของเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อน 

การผลติโปรตเิอสในระบบเซลล์ E. coli 
 น าโคโลนีจากจานอาหารเล้ียงเช้ือใส่ลงใน flask อาหาร LB broth 50 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin และ 
chloramphenicol อยา่งละ 0.01% (w/v) ของปริมาตรอาหาร บ่มเป็นเวลา  24 ชัว่โมง, 200 rpm ท่ี 37 องศาเซลเซียส เพื่อ
ใชเ้ป็นหวัเช้ือ และท าการถ่ายเช้ือไปสู่ Flask อาหาร LB broth 1,000 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะอยา่งละ 0.01% (w/v) โดย
ถ่ายเช้ือลงไป 2% (v/v) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 3 – 4 ชัว่โมง ให้ไดค้่า OD (optical 
density) อยูใ่นช่วง 0.4 – 0.6 เม่ือไดถึ้งค่าท่ีตอ้งการท าการเติม 1 mM IPTG และบ่มต่อท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง ท าการเก็บตะกอนโปรตีนโดยการป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนตะกอน
เซลล ์(pellet) และเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 
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การท าให้เซลล์แตก 
 น า Pellet ท่ีเตรียมไวม้าละลายดว้ย 100 mM Tris buffer pH 7 ดว้ยปริมาตร 10 ml ต่อ Pellet ท่ีไดจ้ากการผลิต 
โปรติเอส 1,000 มิลลิลิตร เม่ือละลายจนเป็นเน้ือเดียวกนัน าไปแตกเซลลด์ว้ย sonicatorในขณะแตกเซลล์ในน ้ าแข็ง
ตลอดเวลาและระวงัไม่ใหต้วัอยา่งร้อนจนเกินไป เม่ือเซลลท่ี์ตอ้งการแตกเซลลเ์รียบร้อย น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 – 20 นาที และท าเก็บส่วนใส (supernatant) ไวใ้ชใ้นขั้นตอนต่อไป 

การท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรตเิอสทนร้อนด้วย Fast protein liquid chromatography 
 น าตวัอยา่งท่ีไม่มีตะกอนปนเป้ือนฉีดเขา้สู่เคร่ือง FPLC โดยท่ีมีบฟัเฟอร์ท่ีใชอ้ยู ่2 ชนิดคือ 100 mM Tris pH 6  
(Buffer A,+) และ 100 mM Tris pH 6 + 1M NaCl (Buffer B,+,-) ใช ้column ion exchange ท่ีเป็นการแยกโปรตีนตาม
ความเป็นขั้วโดยจะตอ้งให้ทั้งระบบภายในเคร่ืองเป็น Buffer A เน่ืองจากโปรติเอสมีขั้วเป็น (-)ท าให้ buffer A ท่ีมีขั้ว
เป็น (+) ผลกัโปรตีนอ่ืนๆท่ีมีขั้วเป็น (+) ใหอ้อกไปและยดึโปรติเอสไว ้และเม่ือเปล่ียนเป็น Buffer B ท่ีมีขั้ว (+,-) ท าให้
โปรตีนท่ีไม่ตอ้งการท่ีเป็นขั้ว (-) ถูกผลกัออกไปและท าให้ขั้วบวกจาก Na ยึดขั้ว (-) ของโปรติเอสเอาไวใ้ห้ออกมา
พร้อมกนัท่ี Buffer B 50 -70% และมีความบริสุทธ์ิ จากนั้นน าไป concentrate ดว้ย protein concentrator ขนาด 10,000 
MWCO ท่ี 5,000 rpm, 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือใหมี้ความเขม้ขน้เพ่ิมมากข้ึน 

การเตรียม secreted proteins จากแบคทเีรีย V. parahaemolyticus 
 เตรียม secreted proteins จากแบคทีเรีย V. parahaemolyticus โดยการเล้ียงในอาหาร nutrient broth ท่ีมีการเติม 
3% NaCl เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้ OD อยูใ่นช่วง 0.4 – 0.6 เม่ือไดค้่าท่ีตอ้งการให้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 rpm 
ท่ี 4องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีเก็บส่วนใสมาทดลองต่อโดยการเติม ammonium sulfate ท่ีความเขม้ขน้ 20-80 % 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 rpm ท่ี 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใส มาใส่ลงในถุง เยื่อเลือก
ผ่าน (dialysis bag) และแช่ใน PBS buffer ท่ี 50 mM ใส่ Magnetic stirring bar เพื่อท าการกวน จะท าการเปล่ียน PBS 
buffer ทุก 2 ชัว่โมง จนครบ 6 รอบ เม่ือครบเก็บสารท่ีอยูใ่นถุงเยือ่เลือกผา่นเพ่ือน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งโปรตีนของ V. parahaemolyticus โดยเอนไซม์โปรติเอสทนร้อนด้วย
เทคนิค SDS-PAGE 
              น าเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อน และ secreted proteins ท่ีเตรียมไวน้ ามาใชใ้นการทดสอบความสามารถในการ
ยบัย ั้ง โดยผสมตวัอยา่งทั้งสองชนิดท่ีมีปริมาณโปรตีนท่ีเท่ากนัท่ี 400 ไมโครกรัม (100:100) โดยใช ้Tris buffer pH7 
100 mM และน ้ ากลัน่ในการปรับปริมาตรใหเ้ท่ากนัและน าไปบ่มท่ี 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง เม่ือครบท าการ
เติม Loading dye 6X ปริมาตร 5 ไมโครลิตรต่อตวัอยา่ง 25 ไมโครลิตรน าไปให้ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นน าตวัอยา่งไปโหลดลงใน SDS-PAGE โดยโหลดปริมาตรช่องละ 25 ไมโครลิตรเม่ือเสร็จแลว้ให้
น าแผ่นเจลท่ีไดม้ายอ้มสีดว้ย coomassie brilliant blue stain และลา้งดว้ย destaining solution จากนั้นท าซ ้ าโดยการลด
ปริมาณโปรติเอสลงเป็น 100:5, 100:10, 100:20 และ 100:40 แต่ปริมาณของ Secreted protein ยงัคงเป็น 100% เม่ือได้
แผ่นเจลท่ีมีแถบโปรตีนให้เลือกตดัแถบโปรตีนท่ีไม่ถูกยบัย ั้งวิเคราะห์ว่าเป็นโปรตีนชนิดใดของ Vibrio spp. ดว้ย
เทคนิค Matrix assisted laser desorptiontime-of-flight-mass spectrometry (MALDITOF MS) 
 การทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตนีอาหารกุ้งโดยเอนไซม์โปรตเิอสทนร้อน 
              ชัง่อาหารกุง้บดละเอียด 0.1 กรัมใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube เติมเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อน และปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้1 มิลลิลิตรดว้ย 100 mM Tris buffer pH 7 โดยท่ีชุดควบคุม เป็นเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนท่ีผสมกบั 100 
mM Tris pH 7 ในอตัราส่วนท่ีเท่ากนั ท าเปรียบเทียบกบัการใส่อาหารกุง้บด 0.1 กรัมท่ีเติม 100 mM Tris pH 7  จากนั้น
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เขยา่ใหเ้ขา้กนั ป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนใส 50 ไมโครลิตร เพื่อน าไปทดสอบปริมาณกรดอะมิ
โนท่ีถกูปลดปล่อยออกมาดว้ยเทคนิคนินไฮดริน (The University of Sydney, n.d.) ส่วนหลอดตวัอยา่งให้น าไปบ่มท่ี 70 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง โดยท่ีจะเก็บตวัอยา่งทุก 30 นาที จนครบ 4 ชัว่โมงโดยเก็บตวัอยา่งจากหลอดตวัอยา่ง
เพียงหลอดเดียวตลอดทั้งการทดลอง น าตวัอยา่งมาท าการเจือจาง 10 เท่า โดยใชต้วัอยา่ง 100 ไมโครลิตร เติมรีเอเจนต์
นินไฮดริน 75 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตั้งไวใ้ห้เยน็ลงและเติม 50% ethanol 100 
ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 570 nm 
 

ผลการวจิยั 

การผลติเอนไซม์โปรตเิอสทนร้อนในระบบเซลล์ E. coli 
 ผลการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนโดยการเติม 1 mM IPTG เขา้ไปเพ่ือเหน่ียวน าให้เกิดผลผลิตท่ีตอ้งการ

โดยท่ีการศึกษาก่อนหนา้น้ี (การศึกษาร่วมกบันางสาวดวงใจ สิทธิพล) พบวา่ท่ี 3 ชัว่โมงในการเติม IPTG จะท าใหมี้การ
ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อน ออกมาไดค้่าท่ีดีท่ีสุด (ภาพท่ี 1) จึงไดมี้การเติม 1 mM IPTG และใชเ้วลาบ่ม 3 ชัว่โมง
และพบวา่ เอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนท่ีผลิตไดมี้ขนาดโปรตีนอยูท่ี่ 37 kDa 

 
ภาพที ่1 SDS-PAGE แสดงการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อน ใน E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) 

 

 
 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งโปรตีนของ V. parahaemolyticus โดยเอนไซม์โปรติเอสทนร้อนด้วย
เทคนิค SDS-PAGE 
 ผลการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งโปรตีนของ V. parahaemolyticusโดยใชป้ริมาณโปรตีนท่ีเท่ากนัคือ 
ปริมาณโปรตีนของ V. parahaemolyticus ท่ี 400 ไมโครกรัม (100%) และ ปริมาณโปรตีนของโปรติเอสท่ี 400 
ไมโครกรัม (100%) เท่ากนั พบวา่แบนของโปรตีน V. parahaemolyticus ท่ีมีโปรติเอสผสมจะไม่เห็นแถบโปรตีนเม่ือ
เทียบกบัแถวท่ีเป็น V. parahaemolyticus ท่ีไม่ไดมี้การผสมโปรติเอสลงไป (ภาพท่ี 2) 
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 จากภาพท่ี 3 และ 4 เป็นการทดสอบเช่นเดียวกนัแต่มีการปรับปริมาณโปรติเอส ให้ลดลงเหลือเพียง100:5, 
100:10, 100:20 และ 100:40 แต่ยงัคงให้ปริมาณโปรตีนของเช้ือคงอยูท่ี่ 100 เม่ือทดสอบก็พบวา่โปรติเอสยงัสามารถท่ี
จะยบัย ั้งโปรตีนของเช้ือไดแ้มจ้ะมีปริมาณโปรติเอสอยูเ่พียง 100:5 
 ดงันั้นผูว้ิจยัจึงลดปริมาณของเอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนลงเหลือเพียง 100:0.1, 100:0.5, 100:1 และ 100:2.5 
พบวา่เอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนยงัมีความสามารถท่ีจะยบัย ั้งโปรตีนของเช้ือไดแ้มจ้ะมีปริมาณโปรตีนเพียง 100:0.1 
 จากการวิเคราะห์แถบโปรตีนของ V. parahaemolyticus แต่จ านวน 2 แบน คือ แถบท่ี 1 ขนาด 40 kDa และ
แถบท่ี 2 ขนาด 170 kDa ดว้ยวธีิ MALDI TOF MS ซ่ึงใชห้ลกัการของการท าใหส้ารตวัอยา่งแตกตวัเป็นไอออนก่อนการ
วเิคราะห์โดยผสมสารตวัอยา่งกบัสารแมทริกซ์ (matrix) ท่ีจะท าใหต้วัอยา่งมีประจุ ซ่ึงจะท าใหส่้วนผสมระเหยกลายเป็น
ผลึกเม่ือสารแมทริกซ์ถูกกระตุน้ดว้ยแสงเลเซอร์จะท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางในการถ่ายทอดพลงังานจากแสงเลเซอร์ส่งไป
ยงัโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมีประจุและแตกตวัเป็นไอออนท าให้โปรตีนหรือเปปไทด์สามารถเคล่ือนท่ีไดแ้ละวิเคราะห์
มวลสารดว้ย mass analyzer ชนิด time-of-flight (TOF) ซ่ึงโปรตีนหรือเปปไทด์ท่ีมีมวลนอ้ยจะสามารถเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว
กวา่สารท่ีมีมวลมากจึงเดินทางไปยงัตวัรับ (detector) ไดเ้ร็วกวา่ท าให้สามารถค านวณระยะเวลาท่ีตวัอยา่งเคล่ือนท่ีและ
บอกขนาดมวลสารได ้และพบวา่ผลการตรวจแถบโปรตีนทั้ง 2 แถบไดผ้ลการวเิคราะห์วา่แถบโปรตีน หมายเลข 1 เป็น 
Unknown protein แต่ หมายเลข 2 เป็นแถบโปรตีนท่ีถูกยบัย ั้งดว้ยโปรติเอส ซ่ึงผลการตรวจสอบพบว่าเป็นโปรตีน 
OmpU (Outer membrane protein) ท่ีไดจ้าก Vibrio sp. 

  
 

ภาพที่ 2 SDS-PAGE การยอ่ยโปรตีน V. p arahaemolyticus ของโปรติเอสทนร้อนที่ 100:100 
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ภาพที ่3  SDS-PAGE การยอ่ยโปรตีน Vibrio parahaemolyticus  ของ โปรติเอส ท่ี 100:5, 100:10, 100:20และ 100:40 
ตามล าดบั 

 
ภาพที ่4  SDS-PAGE การยอ่ยโปรตีน V. parahaemolyticus ของโปรติเอสท่ี 100:0.1, 100:0.5, 100:1, 100:2.5 และ 100:5 
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ภาพที ่5  การวิเคราะห์โปรตีนดว้ย MALDI TOF ของแบนหมายเลข 2 ซ่ึงบ่งช้ีวา่เป็น Outer membrane protein U (OmpU) 

ของ Vibrio sp. JCM 19052 
 

 
ภาพที ่6  ปริมาณกรดอะมิโนและเปปไทดท่ี์ละลายน ้ าไดท่ี้ถูกปลดปล่อยออกมาจากการยอ่ยโปรตีนอาหารกุง้ดว้ยโปรติเอส 
 ทนร้อนท่ีวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคนินไฮดรินท่ี 0 – 4 ชัว่โมง 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

เอนไซม์โปรติ เอสทนร้อนท่ีได้จากดี เอ็น เอลูกผสม มีความสามารถในการย่อยโปรตีนเ ช้ือ  V. 
parahaemolyticus โดยโปรตีนจากเช้ือท่ีถูกยอ่ยดว้ยโปรติเอสทนร้อน คือโปรตีน OmpU (ภาพท่ี 7) (Huanyu Li et al., 
2017) ซ่ึงถา้หากวา่ OmpU ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีผลิตโดยกลุ่มของ Vibrio sp. ถูกยอ่ยไดก็้น่าจะมีผลกระทบต่อกุง้คือกุง้จะ
แขง็แรงหรือเกิดโรคไดย้ากข้ึนเน่ืองจาก OmpU จะมีหนา้ท่ีในการเป็นตวัคดัเลือกสารเขา้สู่เซลลข์อง Vibrio sp. ท่ีช่วยใน
การป้องกนัสารอนัตรายท่ีจะเขา้มาภายในและยงัเพ่ิมความรุนแรงใหเ้ช้ือ Vibrio sp. (Soni Priya Valeru et al., 2014) จาก
งานวจิยัน้ีจึงเป็นส่วนหน่ึงท่ีบอกไดว้า่หากยบัย ั้งโปรตีน OmpU จากเช้ือ Vibrio sp. ไดจ้ะท าให้กุง้แข็งแรงและเส่ียงต่อ
การติดโรคไดย้ากข้ึนเน่ืองจากระบบภูมิคุม้กนัไม่โดนท าลายดว้ยความรุนแรงของเช้ือ Vibrio sp.  
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ภาพที ่7 โครงสร้างสามมิติของ Outer membrane protein U 

เอนไซมโ์ปรติเอสทนร้อนสามารถยอ่ยโปรตีนของอาหารกุง้ใหมี้ขนาดเลก็ลงใหอ้ยูใ่นรูปของกรดอะมิโนหรือ
เปปไทดส์ายสั้นไดดี้กวา่อาหารกุง้ท่ีไม่มีการเติมโปรติเอสทนร้อน โดยท่ีโปรติเอสทนร้อนยงัคงกิจกรรมของเอนไซม์
ไดใ้นสภาวะท่ีใชอุ้ณหภูมิสูง ซ่ึงการท่ีโปรตีนในอาหารกุง้โดนยอ่ยใหมี้ขนาดท่ีเล็กลงท าให้กุง้สามารถท่ีจะน ากรดอะมิ
โนท่ีเลก็น้ีไปใชไ้ดดี้และมากข้ึน ซ่ึงการท่ีโปรตีนในอาหารกุง้มีขนาดใหญ่ท าให้ยากต่อการท่ีกุง้น าไปใชแ้ละท าให้การ
เติมโปรตีนท่ีเยอะจนเกินไปในอาหารกุง้อาจไม่คุม้ค่าแก่การเติม เน่ืองจากกุง้ไม่สามารถน าไปใชไ้ดห้มดและโปรตีนท่ี
หลงเหลืออยูอ่าจเป็นผลกระทบท่ีท าใหคุ้ณภาพน ้ าในบ่อเล้ียงกุง้มีค่าท่ีไม่เหมาะสมต่อการเล้ียงกุง้ 
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