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บทท่ี  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ปจจุบันโลกของเราประสบปญหาภาวะโลกรอน (global warming) ซ่ึงไมไดนําพามาแต

ความรอนเทานั้น แตยังนําภัยอันตรายมาดวยไมวาจะเปนภัยธรรมชาติ ส่ิงแวดลอมรวมทั้งมี
ผลกระทบตอปญหาเศรษฐกิจและสังคม และยังสงผลโดยตรงตอสุขภาพของมนุษย(1) เนื่องจาก
อุณหภูมิที่สูงขึ้นกอใหเกิดการระบาดของโรคที่ติดตอโดยแมลงเพิ่มสูงขึ้น(2) และมีผลทําใหแมลงที่
เปนพาหะเพิ่มจํานวนเร็วขึ้น ตัวการสําคัญตัวหนึ่งคือ ยุงเพศเมียสายพันธุตางๆ ซ่ึงเปนพาหะนําโรค
ระบาดรายแรงหลายชนิด ยุงแตละสายพันธุมีความจําเพาะในการเปนพาหะของโรคที่แตกตางกัน
เชน ยุงลายบาน (Aedes aegypti) พาหะนําโรคไขเลือดออก (dengue) และ ไขเหลือง (yellow fever) 
ยุงลายสวน (Ae. albopictus) พาหะนําโรคชิคุนกันยา (chikungunya) ยุงรําคาญ (Culex spp.) พาหะ
นําโรคไขสมองอักเสบ (encephalitis) ยุงกนปลอง (Anopheles spp.) พาหะนําโรคไขมาลาเรีย 
(malaria) และยุงเสือ (Mansonia spp.) พาหะนําโรคเทาชาง (elephantiasis)(3) โดยเชื้อโรคสวนใหญ
ในขณะที่อาศัยอยูในตัวยุงพาหะ เชื้อจะมีการเจริญและพัฒนาจนเปนระยะติดตอ และจะเคลื่อนที่ใป
ในอวัยวะตางๆของยุงพาหะเชน เชื้อมาลาเรีย (Plasmodiam spp.) เชื้อจะเคลื่อนที่เขาสูตอมน้ําลาย
ของยุงพาหะเปนอวัยวะสุดทายกอนถายทอดเชื้อสูคนหรือสัตว เมื่อยุงดูดกินเลือดคนหรือสัตวจะ
ปลอยน้ําลายที่มีเช้ือออกมาทําใหเกิดโรคได แตในกรณีของโรคที่มีสาเหตุมาจากหนอนพยาธิ เชน 
ฟลาเรีย (filaria) ซ่ึงกอใหเกิดโรคเทาชาง เชื้อจะอาศัยอยูบริเวณสวนอกของยุงและเคลื่อนที่สูบริเวณ
ปากของยุงเพื่อถายทอดเชื้อสูคนหรือสัตวบริเวณที่ยุงดูดกินเลือด ดังนั้นเชื้อสวนมากจึงมีโอกาสที่
จะมีปฏิสัมพันธกับตอมน้ําลายของยุงพาหะ 
 จากการศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุง เชน Ae. aegypti(4), Anopheles stephensi(5), 
An.gambiae(6), An. darlingi(7, 8), Culex pipiens(9), Cx. quinquefasciatus(10), Ae. togoi (11), Armigeres 
subalbatus(12) และ An. dirus B(13) พบวายุงแตละชนิดมีลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายที่คลายกัน
คือ ตอมน้ําลายจะอยูเปนคูบริเวณสวนอกของยุง ซ่ึงยุงเพศเมียนั้นแตละตอมจะประกอบดวย lateral 
lobe 2 lobes และ median lobe 1 lobe โดย lateral lobe แบงเปน proximal lobe และ distal lobe ถูก
แยกโดยบริเวณ narrow transitional region เซลลในบริเวณ distal lobe คลายกับบริเวณ median lobe 
ซ่ึงมีหนาที่สรางเอนไซมที่ใชในการดูดกินเลือด สวนบริเวณ proximal lobe เปนบริเวณแคบคลาย
กับตอมน้ําลายของยุงเพศผูซ่ึงมีหนาที่สรางเอนไซมที่ใชในการดูดกินน้ําตาล และบริเวณ distal lobe 
ของตอมน้ําลายยุงเพศเมียเปนบริเวณที่ใหญที่สุด(14) สําหรับยุงเพศผูลักษณะโครงสรางของตอม
น้ําลายจะประกอบดวย lateral lobe 2 lobes และ median lobe 1 lobe ซ่ึงโครงสรางและหนาที่ของ
ตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียนั้นจะแตกตางกันอยางชัดเจน โดยเพศเมียจะมีขนาดใหญกวาเพศผู 
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ทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงในตระกูล culicine(4) จะเปนเสนประกอบดวย cuticle ขยายไป
ตลอดความยาวของตอม แตในยุงตระกูล anophelines(5) จะมี cuticle เฉพาะสวนตนของทอเทานั้น
ซ่ึง cuticle ที่ทอน้ําลายนี้เช่ือวาเปนตัวขวางกั้นการถายทอดเชื้อโรคได ทอน้ําลายนี้จะตอจากตอม
น้ําลายไปตามสวนหัวของยุงและสวนปลายของทอนี้จะประกอบเปนโครงสรางของ proboscis(15) 
และในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษาในยุงเสือ (M. uniformis) เพื่อศึกษาและวิเคราะหโปรตีนจาก
ตอมน้ําลายยุงเสือ  
 ยุงในตระกูล  Mansonia(16, 17) มีลักษณะคือ บนปกมีเกล็ดขนาดใหญกวายุงชนิดอื่น ตัวสี
น้ําตาลหรือดํา ลําตัวและขาลายเหลืองสลับน้ําตาล ไขยาวรี ปลายดานหนึ่งแหลม รวมกันเปน
กระจุกคลายดอกทานตะวัน ยุงเสือเปนยุงขนาดใหญ เมื่อเทียบกับยุงรําคาญ และ ยุงลาย ชอบออก
หากินเวลากลางคืน ชุกชุมมากชวงกอนใกลรุงและตอนพลบค่ํา(18) จะพบยุงเสือมากในพื้นที่พรุเปด 
ทางจังหวัดในภาคใต(19) ยุงเสือเพศเมียหาแหลงวางไขในแหลงน้ําที่มีพืชลอยอยู ไดแก พวกจอก 
จอกหูหนู ผักตบชวา รวมทั้งแหลงนําที่มีหญาบางชนิดขึ้นอยู ลูกน้ํามีลักษณะพิเศษอยูที่ทอหายใจ 
siphon มีลักษณะรูปกรวยสั้น ปลายแหลมหยักคลายใบเลื่อยใชเจาะติดกับตนหรือรากพืชน้ํา มีล้ิน
ปดเปดแข็งแรงมาก หายใจโดยไดรับออกซิเจนจากเซลลของพืชน้ํา(20) ซ่ึงยุงเสือเปนพาหะนําโรค
เทาชาง (filariasis หรือ elephantiasis) 
 โรคเทาชางเกิดจากหนอนพยาธิที่สําคัญ คือ Wuchereria bancrofti และ Brugia malayi ซ่ึง
ในประเทศไทยนั้น โรคเทาชางยังคงจัดเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ ทั้งนี้แมวาสถานการณ
โรคเทาชางในคนไทยจะมีอัตราความชุกของโรค 0.53 ตอแสนประชากร(21) ซ่ึงเชื้อ W. bancrofti  
สวนใหญจะพบที่ภาคตะวันตกติดชายแดนไทย-พมา โดยเฉพาะจังหวัดตาก กาญจนบุรีและ
แมฮองสอน(22, 23) โดยมียุง Aedes spp. เปนพาหะหลัก สําหรับทางภาคใตจะพบเชื้อ B. malayi 
โดยเฉพาะจังหวัดนราธิวาส โดยมียุง Mansonia spp. เปนพาหะที่สําคัญไดแก M. boneae, M. dives, 
M. uniformis, M. indiana, M. annulata และ M. annulifera โดย M. boneae เปนพาหะหลักพบใน
พรุ swamp forest และ M. uniformis เปนพาหะหลักพบในพรุ open swamp สวนยุงชนิดอื่นๆเปน
พาหะรอง(24) 
 จากหลักฐานการศึกษาฟอสซิล (fossil) พบวาบทบาทระหวางองคประกอบของตอมน้ําลาย
ยุงและปรสิตมีวิวัฒนาการรวมกันมามากกวา 7 ลานป(25)  ซ่ึงตอมน้ําลายยุงมีบทบาทในการดูดซึม
และยอยอาหารจําพวกน้ําตาลและเลือด ยุงไดรับน้ําตาลจากน้ําหวานของพืชและดอกไม โดย
ระหวางที่ยุงดูดกินน้ําตาลจะปลอยเอนไซมออกมาผสมกับน้ําตาลที่ยุงดูดกินเพื่อยอยน้ําตาล(26) เชน 
Amylase I , Maltase-like I(27) ยุงเพศผูและเพศเมียนั้นตองการน้ําตาลเพื่อเปนแหลงพลังงานในการ
บิน เผาผลาญ และชวยในการขยายพันธุ(28, 29) นอกจากน้ําตาลที่เปนอาหารแลว ยังมีเลือดที่เปน
อาหารสําคัญสําหรับเพศเมียดวย โดยยุงเพศเมียจะมีการเปล่ียนแปลงที่สําคัญทางพันธุกรรม และ
ทางสรีรวิทยาใหเหมาะกับการดูดกินและยอยเลือด ซ่ึงการดูดกินเลือดของยุงเพศเมียนั้นจะได
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สารอาหารที่ชวยในการขยายพันธุ และมีการเผาผลาญเพื่อนําไปใชในการผลิตไข รวมทั้งใชเปน
แหลงพลังงานอีกดวย(30) 
 ยุงดูดกินเลือดจากคนหรือสัตวโดยใชปากแบบแทงดูด (piercing sucking mouthpart) แทง
ผานผิวหนังลงไปจนพบหลอดเลือด  จากนั้นจะเริ่มดูดกินเลือดใหเร็วที่ สุด  เพื่อหลีกเลี่ยง
กระบวนการปองกันการสูญเสียเลือดหลังจากการไดรับบาดเจ็บ (haemostasis) ที่จะเกิดขึ้นซึ่ง
กระบวนการนี้ประกอบไปดวย การรวมตัวกันของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) การหดตัวของ
หลอดเลือด (vasoconstriction) และการแข็งตัวของเลือด (blood coagulation)(31, 32) โดยยุงมีการ
ปรับตัวเพื่อใหสามารถดูดกินเลือดไดโดยท่ีตอมน้ําลายยุงจะสรางโปรตีนที่ตอตานการทํางานของ
ขบวนการ haemostasis เชน agglutinins, apyrase และ anti-FXa ซ่ึงในตอมน้ําลายยุงมีโปรตีนที่
เกี่ยวกับ platelet inhibitors, vasodilators และ anti-coagulation ทําใหเช้ือโรคใชประโยชนจาก
คุณสมบัติของโปรตีนเหลานี้ เพื่อผานติดตอเขาไปในคนหรือสัตวไดโดยงายและจํานวนมากในแต
ละครั้งที่ยุงดูดกินเลือด(33) 
 การถายทอดเชื้อโรคซึ่งตอมน้ําลายยุงเปนอวัยวะสุดทายของเชื้อโรคที่อาศัยอยู พบวา
น้ําลายที่ยุงหล่ังออกมาในขณะที่ยุงดูดกินเลือดอาจมีบทบาทที่สําคัญในการถายทอดเชื้อโรค โดย
โปรตีนในน้ําลายยุงที่หล่ังเขาสูโฮสตมีผลตอระบบภูมิคุมกันของโฮสตและทําใหเชื้อโรคสามารถ
ติดตอเขาสูโฮสตไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น(13) นอกจากการเปนพาหะนําโรคแลวยุงยังเปน
สาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดความรําคาญแกคนและสัตว ทําใหเกิดการสูญเสียเลือด เกิดอาการแพ เกิด
อาการทางผิวหนัง และอาจเกิดการติดเชื้อซํ้าเติมได อาการแพที่เกิดจากยุงกัดเปนปญหาที่พบได
บอย มีการศึกษามากมายที่แสดงใหเห็นวาการที่ยุงกัดเปนสาเหตุการแพในคน อาการแสดงที่เกิด
จากยุงกัดมีหลายระดับซ่ึงอาจพบไดตั้งแตการเกิดเปนตุมคัน ตุมน้ําใส และในบางกรณีอาจเปน
ปฏิกิริยาแพรุนแรง (anaphylaxis) จากการถูกยุงกัดไดอีกดวย (34, 35) 

การศึกษาวิเคราะหโปรตีนตางๆที่หล่ังออกมาจากตอมน้ําลายยุงจึงมีความสําคัญทําให
ทราบถึงความเปนพาหะที่แตกตางกันในการถายทอดเชื้อโรคของยุงแตละชนิด และสามารถนําไป
ศึกษาเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัยผูปวยที่มีอาการแพที่เกิดจากยุงกัดได นอกจากนี้การศึกษาตอม
น้ําลายในระดับโมเลกุลอาจนํามาอธิบายถึงกลไกที่เกี่ยวของในการบุกรุกของปรสิตและเชื้อโรค
อ่ืนๆที่มียุงเปนพาหะ (12) ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการวิคราะหเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนที่
สังเคราะหจากตอมน้ําลายของยุงเสือเพศผูและเพศเมีย รวมทั้งเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของยุง
เพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ โดยวิธี SDS–PAGE และทําการตรวจสอบ
โปรตีนที่ไดโดยยอมสีโปรตีนดวย Silver staining จากนั้นดูแถบโปรตีนของยุงเสือเพศผูและเพศ
เมีย และเพศเมียกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ รวมทั้งทํา 2D gel electrophoresis เพื่อ
เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนยุงเสือเพศผู เพศเมียกอนดูดกินเลือดและเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที 
และศึกษาชนิดของโปรตีนโดยใช Mass spectrometry (LC-MS/MS)  
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1.2 คําถามของการวิจัย 
คําถามหลัก 

รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา
ตางๆที่ศึกษาโดยวิธี SDS-PAGE มีการเปลี่ยนแปลงอยางไร 
คําถามรอง 

รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมยีที่ศึกษาดวยวิธี SDS-PAGE 
และ 2D gel electrophoresis มีความแตกตางกันอยางไร 

 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียโดยกลองจุลทรรศน 
2. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือด

ในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง โดยวิธี SDS-PAGE 
3. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียโดยวิธี SDS-PAGE  

และวิธี 2D gel electrophoresis  
4. เพื่อศึกษาชนิดของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือโดยใช Mass spectrometry (LC-MS/MS) 

 
1.4 สมมติฐาน 

1. รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียหลังดดูกินเลือดในชวงเวลาตางๆดวยวธีิ 
SDS-PAGE มีการเปลี่ยนแปลง 

2. โปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีรูปแบบโปรตีนที่แตกตางกัน เมื่อวิเคราะห
ดวยวิธี SDS-PAGE และ 2D gel electrophoresis 

 
1.5 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย  

Dissect คือการแยกตอมน้ําลายยุงโดยใชเข็ม (Dissecting needles) ในการแยกสวนหัวออก
จากสวนอกเพื่อเก็บตอมน้ําลายภายใตกลอง stereomicroscope 

Proteomics เปนวิทยาศาสตรแขนงใหมซ่ึงเกิดขึ้นหลังจากที่มีการศึกษาหาลําดับยีน
ทั้งหมดในมนุษยและส่ิงมีชีวิตอื่น มีนักวิทยาศาสตรหลายทานนําเทคโนโลยีดานโปรตีโอมิกส
มาประยุกตใชศึกษาถึงชีววิทยาและสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต รวมทั้งพยาธิสรีรวิทยาและพยาธิ
กําเนิดของโรคในผูปวย โดยมีขอมูลจากงานวิจัยแสดงใหเห็นวาโปรตีโอมิกสเปนศาสตรที่มี
คุณคาอยางยิ่ง ในงานวิจัยทางดานการแพทย นํามาสูองคความรูใหม กอใหเกิดความรูความ
เขาใจในโรคตางๆ ของมนุษยไดดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ โปรตีโอมิกสยังเปนเครื่องมือสําคัญในการ
คนหาตัวบงชี้โรค (biomarkers) เปาการรักษาชนิดใหม (new therapeutic targets) และวัคซีน
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ปองกันโรคที่ยังปองกันไมไดหรือไดผลไมดีพอ ซ่ึงทั้งหมดดังกลาวจะนํามาสูการวินิจฉัยโรคที่
รวดเร็วและแมนยํามากขึ้น ผลการรักษาที่ดีขึ้นไมมีภาวะแทรกซอน และการปองกันโรคที่มี
ประสิทธิผลมากขึ้น 

2D gel electrophoresis เปนการศึกษา Proteome โดยใชเทคนิค electrophoresis ในการ
แยกโปรตีนออกเปน 2 มิติ (2 Dimension) โดยมิติแรกนิยมใชเทคนิค Isoelectric focusing (IEF) 
ซึ่งเปนเทคนิคในการแยกสารโดยอาศัยหลักการของ isoelectric point (pI) การแยกมิติที่สอง
โดยใช Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) เปนการ
วิเคราะหโดยอาศัยหลักการแยกตามขนาดของโมเลกุล โปรตีนจะแยกออกจากกันและปรากฏ
เปนจุด (เมื่อนํามายอมดวยสี) 

Mass spectrometry (LC-MS/MS) คือเทคนิควิเคราะหทางเคมีโดยใชหลักการการเปลี่ยน
สารตัวอยางใหเปนไอออน เทคนิคนี้ใชในการหามวลโมเลกุล (molecular mass) องคประกอบ
ของธาตุและโครงสราง วิธีนี้จัดเปนเทคนิคขั้นสูงคา Sensitivity สูงสามารถวิเคราะหไดทั้งแบบ
เจาะจงและแบบทั่วไปทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ปจจุบันมีการใชงาน Mass spectrometry 
โรงงานอุตสาหกรรมสถาบันการศึกษาหองปฏิบัติการของเอกชนและในสถาบันวิทยาศาสตร
ตางๆ 

 
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทําใหทราบถึงความแตกตางของรูปแบบโปรตีนที่สังเคราะหจากตอมน้าํลายยุงเสือเพศเมีย
กอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ 

2. เมื่อทราบความแตกตางของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือ สามารถนําขอมูลที่ไดมาศึกษา
เกี่ยวกับบทบาทในการกอโรคไดเชน อาการแพที่เกิดจากยุงกัด 

3. สามารถนําขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้เปนพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับตอมน้ําลายยุงเสือ
ตอไปไดในอนาคต 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 ลักษณะทั่วไปของยงุ 

ยุงจัดอยูใน Order Diptera เชนเดียวกับแมลงชนิดอ่ืน ๆ ที่มีปก 2 ปก ในระยะเต็มวัย คําวา 
“Diptera “มาจากรากศัพท di=สอง และ pteron = ปก ยุงจัดอยูใน Suborder Nematocera, Family 
Culicidae มีเพียง 4 Genus เทานั้นที่มีความสําคัญทางการแพทยคือ Anopheles spp., Aedes spp., 
Culex spp. และ Mansonia spp. 

ยุงเปนแมลงที่พบไดทั่วโลกแตพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน จากหลักฐานทางฟอสซิล
สามารถสันนิษฐานไดวา ยุงมีในโลกตั้งแตยุคดึกดําบรรพเมื่อประมาณ 38-54 ลานปมาแลว ปจจุบัน
มียุงประมาณ 3,450 ชนิด แตยุงสวนมากไมนําภัยอันตรายใดๆ มาสูคน มีประมาณ 100 ชนิดเทานั้น
ที่สามารถทําลายชีวิตคนได ยุงเปนแมลงที่มีขนาดเล็กโดยทั่วไปมีขนาดลําตัวยาว 4-6 มิลลิเมตร บาง
ชนิดมีขนาดเล็กมาก 2-3 มิลลิเมตร และบางชนิดอาจยาวมากกวา 10 มิลลิเมตร ยุงมีสวนหัว อก และ
ทอง มองเห็นไดอยางชัดเจนและสามารถแยกออกจากแมลงชนิดอื่นไดงาย โดยสังเกตจากรูปพรรณ
สัณฐาน ดังตอไปนี้คือ มีปากคลายงวง ยื่นยาวออกไปขางหนา และมีปกสําหรับบิน 1 คู ยุงมีวงจร
ชีวิตแบบสมบูรณ (holometabolous) ซ่ึงประกอบดวย ไข (egg) ลูกน้ํา (larva) ตัวโมง (pupa) และยุง
ตัวเต็มวัย (adult)  

นักชีววิทยาพบวา ยุงที่ดูดกินเลือดเปนยุงเพศเมียเทานั้น เพราะตองการเลือดเพื่อใชในการสราง
ไข ยุงดูดกินเลือดโดยอาศัยปากแบบแทงดูดที่แหลมเหมือนเข็มฉีดยาเจาะเขาไปในเสนเลือดใต
ผิวหนัง แลวปลอยน้ําลายออกมาเพื่อไมใหเลือดที่ยุงดูดกินแข็งตัว และถายุงนั้นเปนพาหะนําโรค 
เช้ือโรคที่แอบแฝงอยูในน้ําลายยุงก็จะเขาสูรางกายคน สวนสารเคมีที่มีในน้ําลายยุงสามารถทําให
คนที่ถูกยุงกัดรูสึกคัน ทําใหเกิดอาการแพเนื่องจากยุงกัด บางคนมีอาการแพเพียงเล็กนอย และบาง
คนอาจมีอาการแพขั้นรุนแรง (Anaphylaxis) ทําใหมีอาการหนามืดและหายใจไมออกได ลักษณะ
การเปนพาหะนําโรคตางๆสูคนและสัตว ยุงเปนแมลงพาหะทางชีวภาพคือ นําเชื้อโรคจากโฮสต 
(host) ตัวหนึ่งไปยังโฮสตอีกตัวหนึ่ง โดยที่เช้ือโรคมีการเพิ่มจํานวนหรือมีการเจริญเติบโตภายใน
รางกายของยุงดวย ยุงสามารถนําโรคไดหลายลักษณะดังนี้ นําโรคจากคนไปสูคน เชน โรค
ไขเลือดออก โรคมาลาเรีย โรคเทาชาง นําโรคจากสัตวไปสูคนเชน โรคไขสมองอักเสบของมา 
(Equine encephalitis) และนําโรคจากสัตวไปสูสัตวเชน โรคพยาธิหัวใจ (Heartworm disease)  

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษายุงในตระกูล  Mansonia(16) มีบทบาทสําคัญทางดานการเปน
พาหะนําโรคเทาชางชนิด B. malayi ทางภาคใตของประเทศไทย(19) และหลายประเทศแถบเอเซีย 
เชน ประเทศมาเลเซีย อินโดนีเซีย และชนิด M. dives มีรายงานวาเปนพาหะนําเชื้อ W. bancrofti ที่
จังหวัดกาญจนบุรี โดยยุงตระกูล Mansonia มีลักษณะดังนี้ 
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ตัวเต็มวัย มีขนาดคอนขางใหญเมื่อเทียบกับยุงสกุลอ่ืนๆที่มีความสําคัญทางการแพทย 
(ตารางที่ 2.1) ลําตัวปกคลุมดวยเกล็ดกวางใหญ ลักษณะกลมสีขาว น้ําตาล เทา ดํา สลับกันทั่ว
ใหเห็นเปนลายคลายเสือลายพาดกลอน ปกมีเกล็ดเปนแผนกวางใหญ เรียงตัวสลับกัน ขาตก
กระ Scutellum 3 พู ทุกพูมีขนยาวเปนชอ (รูปที่ 2.1) 

ไข ไขแตละใบรูปรางคลายกระสวย วางเรียงติดกันเปนกลุมคลายดอกทานตะวันติดกับ
พื้นลางของใบพืชที่แตะกับผิวน้ํา (รูปที่ 2.2) 

ลูกน้ํา มีทอหายใจ (siphon) ตรงสวนหางแตกตางอยางชัดเจนกับลูกน้ําชนิดอ่ืนๆคือ 
ทอหายใจสั้น รูปรางคลายกรวย ปลายหยักคลายฟนเลื่อย (saw–liked) แหลมคมเหมาะตอการ
เจาะหรือแทงเขาในเนื้อเยื่อพืชน้ํา เพื่อดึงออกซิเจนมาใชในการหายใจและยึดเกาะติดไดสะดวก
ในการกินอาหาร (รูปที่ 2.3) 

ตัวโมง มีทอหายใจ (trumpet) บริเวณหัวเปนหนามแหลมและแข็งสําหรับเจาะหรือแทง
พืชน้ํา (รูปที่ 2.4) ไดเชนเดียวกันลูกน้ําที่เพิ่งฟกออกจากไขใหมๆ อาจหากินอิสระไดประมาณ 
1–2 ช่ัวโมง ตอมาตองรีบยึดเกาะอาศัยรากหรือลําตนพืชน้ําเพื่อดึงออกซิเจนมาใชหายใจเชน 
พวกจอก จอกหูหนู ผักตบชวา เปนตน(20) 

วงจรชีวิตของยุงเสือจะคลายคลึงกับยุงชนิดอื่นๆ จะแตกตางกันเฉพาะระยะที่อยูในน้ําตอง
มีพืชน้ําโดยเฉพาะวัชพืชตางๆอยูเสมอ ซ่ึงวงจรชีวิตจะใชเวลาประมาณ 23-30 วัน ยุงเสือทุกชนิด
วางไขในแหลงน้ําธรรมชาติที่มีพืชน้ําจําพวกแพงพวย ผักตบชวา กก จอก แหน หญา วัชพืชตางๆ 
เพื่อใหลูกน้ําและตัวโมงยึดเกาะอาศัย สวนใหญเปนพื้นที่ภาคใตของประเทศไทยเนื่องจากเปนที่ลุม 
ฝนตกชุก ความชื้นสูง และมีแหลงน้ําขังตลอดป สามารถแบงแหลงเพาะพันธุยุงเสือได 3 แบบ ดังนี้ 

1. ปาพรุเปด (Open swamp)  
เปนแหลงน้ําขังที่พบทั่วไป เชน สระ หนอง คลอง บึง ที่มีพืชน้ํานานาชนิด และ

แสงอาทิตยสองถึงพื้นน้ํา บริเวณใกลเคียงมีตนไมพุม สําหรับยุงเกาะพักเวลากลางวัน ยุง
เสือชนิดที่ชอบแหลงเพาะพันธุแบบนี้ ไดแก M. uniformis, M.annulifera และ M.indiana 
2. ปาพรุปด (Swamp forest)  

เปนแหลงเพาะพันธุที่มีตนไมนอยใหญปกคลุมอยาง หนาแนนภายในปาอากาศ
เย็น ช้ืน น้ําขังตลอดป และแสงอาทิตยสองไมถึงพื้นน้ํา ใบพืชรวงหลนทับถมกันนานหลาย
ป นําขังใสแตสีคลํ้า ความเปนดางคอนขางสูงตัวอยางเชน ปาพรุโตะเต็ง ปาพรุบาเจาะ
จังหวัดนราธิวาส ซ่ึงมีพื้นที่ประมาณ 216,900 และ 66,450 ไร ตามลําดับ ยุงเสือที่ชอบ
แหลงเพาะพันธุแบบนี้ไดแก M. bonneae และ M.dives 
3. ขอบปา (Forest verge)  

เปนรอยตอระหวางปาเปดกับปาปด แสงอาทิตยสองถึงพื้นดินไดบาง ไมถึงพื้นดิน
บาง สามารถพบยุงเสือหลากหลายชนิด แตสวนใหญจะเปนยุง M. annulata  



8 

ยุงเสือพาหะนําโรคเทาชาง ซ่ึงเกิดจากหนอนพยาธิที่สําคัญคือ W. bancrofti และ B. malayi 
ซ่ึงในประเทศไทยนั้น โรคเทาชางยังคงจัดเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ สถานการณโรค
เทาชางในคนไทยจะมีอัตราความชุกของโรค 0.53 ตอแสนประชากร(21) ซ่ึงเชื้อ W. bancrofti  สวน
ใหญจะพบที่ภาคตะวันตกติดชายแดนไทย-พมา โดยเฉพาะจังหวัดตาก กาญจนบุรี และแมฮองสอน
(22, 23) โดยมียุง Aedes spp. เปนพาหะหลัก สําหรับทางภาคใตจะพบเชื้อ B. malayi โดยเฉพาะจังหวัด
นราธิวาส โดยมียุง Mansonia spp.เปนพาหะที่สําคัญไดแก M. boneae, M. dives, M. uniformis, M. 
indiana, M. annulata และ M. annulifera โดย M. boneae เปนพาหะหลักพบในปาพรุปด และ M. 
uniformis เปนพาหะหลักพบในปาพรุเปด สวนยุงชนิดอื่นๆปนพาหะรอง(24) 

 

ตารางที่ 2.1 สรุปขอแตกตางระหวางยุง 4 ชนิด 
 

ลักษณะทั่วไป Aedes Culex Anopheles Mansonia 

แหลงเพาะพันธุ 

แหลงน้ําสะอาดในบาน
ไดแก ตุมน้ํา อางน้ํา บอ
ซีเมนต ไห กระปอง กะลา 
ยางรถยนตมีน้ําขัง จานรอง
ขาตู แจกัน กาบใบพืช โพรง
ไม เปลือกผลไม ฯลฯ 

แหลงน้ําขังบนดิน 
แองหิน ทอระบายน้ํา 
น้ําครําใตถุนบาน น้ํา
ในทุงนา รอยเทาสตัว
ภาชนะขังน้ําสกปรก 
ฯลฯ 

แหลงน้ําไหลเอื่อยๆ 
คอนขางสะอาด แองหิน 
โพรงไม รวมทั้งในนาขาว 
ฯลฯ โดยมากอยูไกลตัว
เมือง ในปา ชายเขา 

บึงน้ําที่มีพืชน้ํา เชน จอก 
แหน ผักตบชวา ปาพรุที่มี
พืชน้ํา ฯลฯ 

การเกาะพัก ลําตัวขนานกับพื้น ลําตัวขนานกับพื้น 
ลําตัวและสวนทองทํามุม
กับผนังที่เกาะประมาณ 45๐ 

ลําตัวขนานกับพื้น 

รูปรางลักษณะ 

-ลําตัวมีเกล็ดขาวบน
ดานหลังสวนอก 
-ขามีปลองขาวสลบัดํา 
-ปกคอนขางใส 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากสั้น ยาวไมถึง 1/4 
ของปาก 

-ลําตัวมีสีน้ําตาล 
-ขาไมมีปลองขาว 
-ปกคอนขางใส 
-ปากตัวเมีย palpi สอง
ขางของปากสั้น ยาว
ไมถึง 1/4 ของปาก 

-ลําตัวมีสีน้ําตาลคอนขางดํา 
-ปกมีเกล็ดเห็นเปนสีซีด
สลับเขม 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากยาวเกือบเทาความ
ยาวของปาก 

-ลําตัวมีเกล็ดหยาบสีน้ําตาล
ออนๆ 
-ปกมีเกล็ดหยาบใหญ 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากยาวกวาของ Culex 
เล็กนอย 

ลูกน้ํา 
ทอหายใจอวนสั้น ลอยทํามุม
กับผิวน้ํา เคลื่อนไหวแบบ
ตวัดตัว 

ทอหายใจเรียวยาว
ลอยทํามุมกับผิวน้ํา
เคลื่อนไหวเปนรูปตัว
เอส (s) 

ทอหายใจไมมี ลอยขนาน
ผิวน้ํา เคลื่อนไหวตรงๆ 
สลับไปมา 

ทอหายใจสั้นเปนฟนเลื่อย
เจาะแทงรากพืชน้ํา
เคลื่อนไหวเปนรูปตัวเอส 
(s) 

ไข 
เปนฟองเดีย่วๆ ติดตามขอบ
ภาชนะเหนือระดับน้ํา 

เปนแพลอยอยูบนผวิ
น้ํา 

เปนฟองเดีย่วๆ ลอยบนผิว
น้ําโดยมีทุนชวย 

เปนแพหรือฟองเดี่ยวใตใบ
พืชน้ําหรือลอยบนผิวน้ํา 

การออกหากิน 
เวลากลางวันในบานและใกล
บาน 

เวลาพลบค่ําตลอดถึง
เชามืด โดยมากหากิน
นอกบาน 

เวลากลางคืน นอกบาน เวลากลางคืน นอกบาน 

นําโรคสําคัญ 
ไขเลือดออกและฟลาเรีย 
ชนิด W. bancrofti 

ไขสมองอักเสบ(JE) 
และฟลาเรียชนิด  
W. bancrofti 

มาลาเรียหรือไขปาหรือไข
จับสั่น 

เทาชางชนิด B. malayi และ 
W. bancrofti 
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รูปท่ี 2.1 ตัวเตม็วัยยุงเสือ (36) 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.2 ไขยุงเสือ (37) 
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รูปท่ี 2.3 ลูกน้าํยุงเสือ (38) 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.4 ตัวโมงยุงเสือ (39) 
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2.2 โปรตีโอมกิส (Proteomics) 
Proteome คือโปรตีนทั้งหมดที่มีในรหัสพันธุกรรม สวนคําวา Proteomic เปนการศึกษา

โปรตีนในแงตางๆ ทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ เปนการศึกษาชนิด สมบัติ และหนาที่ของโปรตีน
ทั้งหมดที่มีอยูในเซลล เพื่อดูวาสารนั้นๆมีการสรางโปรตีนชนิดไหนและโปรตีนเหลานั้นมี
โครงสรางหนาที่และการทํางานรวมกันอยางไร รวมถึงจําแนกกระบวนการตางๆที่มีโปรตีน
เกี่ยวของเชน ตรวจสมมติฐานของโรค ซ่ึงการเกิดโรคเปนการแสดงออกอยางหนึ่งของโปรตีน 
นอกจากนี้โปรตีนยังเปนเปาหมายที่สําคัญในการออกฤทธิ์ของยา การรักษาโรค และ สามารถ
ประยุกตใชกับงานวิจัยทางการเกษตร โดยใชเทคนิคแยกโปรตีน 2 มิติ (Two Dimensional 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) หรือดวยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) แยกโปรตีนชนิดตางๆ ออกจากกัน แลวนําไปศึกษาวิเคราะหคนหาตอวาเปนโปรตีนชนิด
ใด ปริมาณเทาใด ดวยเทคโนโลยี Mass Spectrometer และ Bioinformatics เนื่องดวยเทคโนโลยีได
พัฒนาการกาวหนาอยางรวดเร็ว ทําใหการวิเคราะหโปรตีโอมเปนไปไดอยางรวดเร็ว มีความไว 
ความแมนยําสูง เชน การวิเคราะหหาชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค Top-down Proteomics หรือการ
ตรวจการกระจายตัวของโปรตีนบนชิ้นเนื้อเยื่อดวยเทคนิค MALDI–Tissues Imaging หรือการ
พัฒนา LC-MS/MS และ Software เพื่อตรวจหา Biomarker และชีวโมเลกุลตางๆ 

 

ตารางที่ 2.2 ความแตกตางของ genomics กับ proteomic  
 

Genomics (DNA) Proteomic (Protein) 

เปนการศึกษาที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง มีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอด 
สามารถเพิ่มจํานวนได ไมสามารถเพิ่มจํานวนได 
มีความซับซอนนอย มีความซับซอนมาก ตองมีกระบวนการ post-translation 

ความสามารถในการละลายดี ความสามารถในการละลายมีความแตกตางกัน 
 

2.2.1 Two dimension gel electrophoresis (2D-gel electrophoresis)  
ซ่ึงวิธี electrophoresis คิดคนโดย Tiselius มากวา 50 ป หลังจากนั้นป ค.ศ.1956 

Smithies และ Poulik ไดใชกระดาษ และเจลจากแปงเปน solid support เปนครั้งแรก จนถึง 
ป ค.ศ.1975 O’Farrell ไดคิดคนวิธี 2D gel electrophoresis ซ่ึงนิยมใชมาจนถึงปจจุบัน ซ่ึง
เปนเทคนิคที่ใชในการวิเคราะหโปรตีนโดยอาศัยคุณสมบัติ 2 ประการ คือ isoelectric point 
และขนาดโมเลกุลของโปรตีน โดยที่ isoelectric point คือ คา pH ที่ทําใหประจุรวมของ
โมเลกุลเปนศูนย 2D gel electrophoresis จะทําการแยกโปรตีนโดยใช gel electrophoresis 
ใน 2 มิติที่ตั้งฉากกัน โดยมิติแรกนั้นจะแยกโปรตีนในเจลที่เปน immobilized pH gradient 
gel เพื่อเปนการแยกโปรตีนที่มีคา isoelectric point ที่ตางกันออกจากกัน เรียกมิติแรกวา 
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isoelectric focusing และมิติที่สองเปนการแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุลโดยใชเทคนิค 
SDS-PAGE (รูปที่ 2.5) หลังจากการแยกและยอมสีแลว จะไดรูปแบบโปรตีนที่มีลักษณะ
เปนจุด (spot) กระจายอยูทั้งแผนเจล การวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี 2D gel electrophoresis นี้ 
จะไดขอมูลมากกวาการทํา SDS-PAGE เพราะนอกจากจะรูวาโปรตีนนั้นๆมีขนาดโมเลกุล
เทาใดแลว ยังไดขอมูลวาโปรตีนนั้นมีคา isoelectric point เทาไรดวย และสามารถแยก
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเทากันออกจากกันได ซ่ึงเปนขอไดเปรียบของเทคนิคนี้เมื่อเทียบ
กับเทคนิค SDS-PAGE 
 
 

 
รูปท่ี 2.5 แสดงขั้นตอนของเทคนิค 2D gel electrophoresis (40) 

 
2.2.2 liquid chromatography-mass spectrometry/ mass spectrometry 

(LC-MS และ LC-MSMS) ใชวิเคราะหองคประกอบของสารแบบใหม เปนวิธีการตรวจสอบ

องคประกอบของสารที่มีความถูกตองและแมนยํา การแยกสารดวย LC เปนกระบวนการเกิดขึ้น
ภายใตสภาวะบรรยากาศทั่วไป แตกระบวนการทํางานของ MS จะเกิดขึ้นภายใตสภาวะที่เปน
สุญญากาศเทานั้น ดังนั้นจึงมีระบบเชื่อมตอระหวางระบบของ LC และ MS ซ่ึงเรียกวา Interface 
ระบบเชื่อมตอ Interface ทําหนาที่กําจัดตัวทําละลาย ทําใหสารที่ตองการทดสอบอยูในรูปของประจุ 
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ดังนั้นรูปแบบการ Transition จาก LC ไป MS จะเปลี่ยนไปจากสถานะดังนี้ liquid เปน gas และ
เปลี่ยนประจุจาก Neutral เปน Ion เปนตน (รูปที่ 2.6) สวนประกอบของเครื่อง MS ประกอบดวย 
(รูปที่2.7) สวนผลิตไอออน (ionization source) โดยมีวิธีการเปลี่ยนสารตัวอยางหลายวิธี เชน ใช
ลําแสงอิเล็กตรอนเขาชน (electron impact) เปนตน เมื่อสารตัวอยางเปลี่ยนเปนไอออนแลวผานเขา
สูสวนวิเคราะหมวล (mass analyzer) เชน ควอดรูโพล (Quadrupole) ที่ใชคาศักยไฟฟาและคลื่น
ความถี่วิทยุในการจําแนกมวล สวนประกอบสุดทายไดแก สวนตรวจวัด (detector) ทําหนาที่เปน
ฉากรับ เมื่อไอออนมาตกกระทบจะสงขอมูลไปยังสวนประมวลผล เชนระบบคอมพิวเตอรควบคุม
เพื่อแสดงผลออกมาในกราฟที่มีช่ือเรียกเฉพาะวา แมสสเปกตรัม (Mass Spectrum) ที่มีแกนตั้งเปน
คา relative intensity และแกนนอนเปนคามวลตอประจุ (m/z) เทคนิคนี้ใชในการหามวลโมเลกุล 
(molecular mass) องคประกอบของธาตุ และโครงสรางวิธีนี้จัดเปนเทคนิคขั้นสูงคา Sensitivity สูง
สามารถวิเคราะหไดทั้งแบบเจาะจงและแบบทั่วไปทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ปจจุบันมีการใช
งาน Mass spectrometry โรงงานอุตสาหกรรมสถาบันการศึกษาหองปฏิบัติการของเอกชนและใน
สถาบันวิทยาศาสตรตางๆ 

 

 
 

รูปท่ี 2.6 แสดงขั้นตอนของเทคนิค LC-MS/MS (41) 
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รูปท่ี 2.7 แผนผังการทํางานของ LC-MS/MS (42) 
 
2.3 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.3.1 โครงสรางของตอมน้าํลายยุง 
Wright และ Janzen บรรยายวาตอมน้ําลายยุงกนปลองเพศเมียจะอยูเปนคูบริเวณ

สวนอกของยุง ซ่ึงในยุงเพศเมียนั้นแตละตอมจะประกอบดวย lateral lobe 2 lobes และ 
median lobe 1 lobe โดย lateral lobe แบงเปน proximal lobe และ distal lobe ถูกแยกโดย
บริเวณ narrow transitional region เซลลในบริเวณ distal lobe คลายกับ median lobe ซ่ึงมี
สวนรวมในการดูดกินเลือด สวนบริเวณ proximal lobe เปนบริเวณแคบคลายกับตอม
น้ําลายของยุงเพศผู ซ่ึงมีสวนรวมในการดูดกินน้ําตาลและบริเวณ distal lobe ของตอม
น้ําลายยุงเพศเมียเปนบริเวณที่ใหญที่สุด(14) ตอมา Meola และ Spielman พบวาตอมน้ําลาย
ยุง An. stephensi จะอยูเปนคูบริเวณอกขนาบขางกับหลอดอาหาร แตละตอมมี 3 lobes คือ 
lateral 2 lobes และ median 1 lobe ในยุงเพศเมีย lateral lobe แบงออกเปน 3 สวนคือ 
proximal lobe, intermediate lobe และ distal lobe สวน median lobe นั้นจะแบงออกเปน 2 
สวนคือ short neck region และ distal lobe ซ่ึงสวน proximal lobe ของแตละ lobe จะถูก
กระตุนโดย axon ที่มาจากปมประสาทซึ่งอยูระหวาง fore-gut และ mid-gut ตอมน้ําลายแต
ละ lobe จะมี central duct ที่บุดวยเยื่อบุผิวช้ันเดียว และเปดรวมกันที่ฐานของปากยุง(43) 
James และ Stark บรรยายวาตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti จะอยูเปนคู ซ่ึงโครงสรางและ
หนาที่ของตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียนั้นจะแตกตางกันอยางชัดเจน โดยเพศเมียจะมี
ขนาดใหญกวาเพศผู ทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงในตระกูล culicine(4) จะเปนเสน
ประกอบดวย cuticle ขยายไปตลอดความยาวของตอม แตในยุงตระกูล anopheline  จะมี 
cuticle เฉพาะสวนตนของทอเทานั้นซึ่ง cuticle ที่ทอน้ําลายนี้เชื่อวาเปนตัวขวางกั้นการ
ถายทอดเชื้อโรคได ทอน้ําลายนี้จะตอจากตอมน้ําลายไปตามสวนหัวของยุงและสวนปลาย
ของทอนี้จะประกอบเปนโครงสรางของ proboscis (รูปที่ 2.8)(15) 
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รูปท่ี 2.8 แสดงโครงสรางของตอมน้ําลายยุงลายบาน (Ae. aegypti) A: ตอมน้ําลายยุงเพศเมีย 1 คู 

เช่ือมตอกันดวยตอมน้ําลายหลัก บริเวณรอบๆตอมจะเห็น fat body B: ตอมน้ําลายยุงเพศเมีย 1 ขางประกอบดวย

บริเวณ DL=distal lobe, M=median lobe และ PL=proximal lobe C: ตอมย้ําลายยุงเพศผู 1 คู (15) 
 
2.3.2 โปรตีนจากตอมน้ําลายยุง 

Racioppi กลาววาในตอมน้ําลายยุงมีการสรางโปรตีนขึ้นหลายชนิดและอัตราการ
สรางโปรตีนในตอมน้ําลายจะสูงสุดในวันที่ 2 ของการเจริญเปนตัวเต็มวัย ยุงมีการสราง
โปรตีนในตอมน้ําลายสูงไปจนถึงสัปดาหที่ 2 แลวจะเริ่มลดลงในสัปดาหที่ 3(44) โดย
โปรตีนที่พบจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนิด  อายุและเพศ  โปรตีนที่ผลิตออกมามี
ความสัมพันธกับการดูดกินอาหารของยุงเชน Apyrase มีบทบาทในการดูดกินเลือดของยุง
เพศเมีย จะหล่ังออกมาเวลายุงดูดกินเลือดเปนตัวยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือด มี
การศึกษา apyrase จากตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti และ ยุง Cx. quinquefasciatus โดยใช
วิธี Immunoblot และใช anti-apyrase serum จับจําเพาะพบวามีน้ําหนักโมเลกุลเหมือนกัน
ประมาณ 70 kDa และไดมีการศึกษาในตอมน้ําลายยุง Ae. albopictus พบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 61 kDa และ α-glucosidase จะเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลจะถูกหล่ัง
ออกมามากเมื่อยุงดูดกินน้ําตาล มีการศึกษาตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti พบโปรตีนหลัก 
ประกอบดวย α-amylase มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 97 kDa และ α-glucosidase มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 68 kDa ซ่ึงสังเคราะหในทุก lobe ของเพศผูและที่สวน proximal 
lobe ของเพศเมีย(45) 
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จากการวิเคราะหและเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti 
และ Cx. quinquefasciatus เพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดโดยวิธี SDS-PAGE นํามา
ยอมสีโปรตีนดวยสี Coomassie Brilliant Blue พบวาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti 
เพศเมียหลังดูดกินเลือดมี 6 แถบที่ลดลงซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 35, 37, 45, 47, 70 
kDa และสูงมากกวา 118 kDa ขณะเดียวกันโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Cx. quinquefasciatus 
เพศเมียหลังดูดกินเลือดพบ 4 แถบที่ลดลงมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20, 26, 36 และ 38 
kDa(46) โปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti และ Ae. albopictus มีขนาดใกลเคียงกันคือ มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 97, 89, 55, 37, 30, 24 และ 18 kDa โปรตีนจากตอมน้ําลายยุงแม
ไก (Ar.  subalbatus) พบ 9 แถบหลักคือ 68, 65, 60, 55, 40, 30, 28, 21 และ 15 kDa โดย
แถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 21 kDa พบวามีการลดลงของโปรตีนหลังดูดกินเลือดซึ่ง
อาจมีบทบาทสําคัญในกระบวนการดูดกินเลือดของยุง(12) โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุง 
An. dirus B เพศเมีย พบแถบหลัก 7 แถบมีมวลโมเลกุล 63, 44, 43, 35, 33, 30 และ 18 kDa 
ในสวนของยุงเพศผูมีแถบเหมือนกับบริเวณ proximal lobe ของยุงเพศเมีย และการ
วิเคราะหดวยวิธี 2D gel electrophoresis พบมวลโมเลกุลเฉลี่ย 35 kDa ที่ PI 4 และวัด
ปริมาณโปรตีนในยุงเพศเมียอายุ 3-10 วันพบวายุงเพศเมียมีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 10 เทา
ของปริมาณโปรตีนเฉลี่ยของยุงเพศผู(13) 
2.3.3 การแสดงออกของยนีในตอมน้ําลายยุง 

ยีนที่เกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลของยุง คือ α-glucosidase, Amylase (Amy I) 
และ Maltase-like I (Mal I) จะแสดงออกในตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียแสดงวาทั้ง 2 
ยีนจะเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล สวนยีนที่เกี่ยวของกับการดูดกินเลือด Apyrase (Apy I) 
และ D7 เปนยีนที่แสดงออกอยางจําเพาะในตอมน้ําลายยุงเพศเมีย Apyrase (Apy I) หล่ัง
โปรตีนซึ่งเปลี่ยน ATP และ ADP ใหเปน AMP และฟอสเฟต เปนเอนไซมที่ยับยั้งการ
รวมตัวของเกล็ดเลือด โดย Apyrase (ApyI) พบไดในแมลงที่ดูดกินเลือดเชน ยุง 
(mosquitoes)(47, 48) ตัวเรือด (bed bugs)(49) ร้ินดํา (Black flies)(50) เห็บ (ticks) (51, 52) หมัด 
(fleas)(53) และ ร้ินทะเล (Culicoides)(54) เปนตน มีการศึกษา Apyrase ในตอมน้ําลายยุงโดย
วัดระดับของ Apyrase(55) ในตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti ที่ติดเชื้อมาลาเรีย P. gallinaceum 
พบวาระดับของ Apyrase มีนอยกวายุงที่ไมติดเชื้อซ่ึง Apyrase จะพบมากบริเวณ distal 
lobe ของตอมน้ําลายยุงเพศเมียเทานั้น(56) ไมนานมานี้ไดมีการศึกษาทางระดับโมเลกุลของ 
เอนไซม Apyrase ในยุง An. gambiae พบวาเกิด homologue กับ ยุง Ae. aegypti  (57) และมี
การศึกษา Immunofluorescence เกี่ยวกับการกระจายตัวของเอนไซม Apyrase ในตอม
น้ําลายยุง Ae. aegypti และ Cx. quinquefasciatus(10) พบวาเอนไซมนี้มีมากที่สุดเฉพาะที่
บริเวณ distal lobe สวนในยุง Ae. albopictus แสดงใหเห็นวา Apyrase มีการกระจายที่
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แตกตางกันในยุงสองชนิดพบในบริเวณ distal lobe 80% และพบที่ median lobe อีก 
20%(58) ตอมามีการศึกษา activity ของเอนไซม Apyrase และ α-glucosidase ของยุงเพศเมีย
พบวา Apyrase พบมากที่สุดในสวนของ distal lobe แต α-glucosidase พบมากสุดที่ 
proximal lobe(13) และในสวนของยีน D7 เปนยีนที่มีการแสดงออกที่จําเพาะตอตอมน้ําลาย
ยุงพบครั้งแรกในยุง Ae. aegypti(59, 60) และตอมาพบในยุง An. gambiae ยีน D7 เปนยีนที่
จําเพาะในยุงเพศเมียแสดงออกใน median lobe และ distal lobe ของตอมน้ําลายยุงโดยยีนนี้
จะผลิตโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 37 kDa 
2.3.4 โปรตีนที่ตอตานการทํางานของขบวนการ haemostasis 

น้ําลายของแมลงที่ดูดกินเลือดมีโปรตีนที่มีหนาที่ในการตอตานขบวนการบาดเจ็บ 
(haemostatic) การอักเสบ (inflammatory) และการตอบสนองตอภูมิคุมกัน (immune-
responses) ของโฮสต และเปนส่ิงสําคัญในการชวยถายทอดเชื้อโรคจากยุงเขาสูโฮสตเชน 
เชื้อปรสิต ไวรัส และแบคทีเรีย เปนตน โปรตีนนี้ประกอบดวยโปรตีนที่เกี่ยวของกับการ
ยับยั้งการรวมตัวกันของเกล็ดเลือด (platelet inhibitors) การขยายตัวของหลอดเลือด 
(vasodilators) และการยับยั้งการแข็งตัวของเลือด (anti-coagulation) มีการศึกษาในน้ําลาย
ยุง A. albimanus พบวาไปยับยั้ง α-thrombin เพื่อไมใหเกิดการรวมตัวของเกล็ดเลือด 
(platelet aggregation)(61) ซ่ึงตอมาไดมีการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่มีสวนในการยับยั้งการ
รวมตัวของเกล็ดเลือดในแมลงที่มีการดูดกินเลือดหลายชนิดและพบวามีการยับยั้งที่
แตกตางกันในแมลงแตละชนิด (รูปที่ 2.9) และในสวนของการยับยั้งการแข็งตัวของเลือด 
(anti-coagulation) มีหลายกลไกในการปองกันการแข็งตัวของเลือดซึ่งในน้ําลายของแมลง
ที่ดูดกินเลือดที่พบบอยประกอบไปดวย factors V, Xa และ II (thrombin) การยับยั้งการ
แข็งตัวของเลือดนั้นขึ้นอยูกับกลไกของแมลงชนิดนั้นๆ (รูปที่ 2.10)(62) 

การสังเคราะหโปรตีนตางๆเหลานี้เร่ิมขึ้นเมื่อยุงกลายเปนตัวเต็มวัย แตอยางไรก็
ตามการวิเคราะหโปรตีนในยุงตางชนิดกันแสดงใหเห็นวายุงบางชนิดมีโปรตีนปรากฏใน
ตอมน้ําลายตั้งแตวันแรกที่เปนตัวเต็มวัย(63) และเจริญเต็มที่จนปรากฏโปรตีนทั้งหมดใน
วันที่ 3 หรือวันที่ 5 หลังจากเจริญเปนตัวเต็มวัย (64) 
 
เนื่องจากขอมูลเกี่ยวกับโปรตีนจากตอมน้ําลายและกระบวนการถายทอดเชื้อโรคของยุงเสอื

ยังไมมีขอมูลที่กวางขวางมากนักจึงไดจัดทํางานวิจัยชิ้นนี้ขึ้นเพื่อประโยชนในควบคุมชนิดของยุง
เสือและสามารถเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับตอมน้ําลายยุงเสือตอไปไดในอนาคต 
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รูปท่ี 2.9 แสดงกระบวนการทํางานของน้ําลายของแมลงพาหะที่มีผลตอ platelet activation 
และ aggregation ของโฮสต: (1) เมื่อแมลงดูดกินเลือดจะทําใหโฮสตเกิดการบาดเจ็บ และกระตุน collagen (2) 

เกิดการรวมตัวของเกล็ดเลือด การแข็งตัวของเลือด และการหดตัวของหลอดเลือดเพื่อปองกันการบาดเจ็บของ
โฮสต แมลงที่ดูดกินเลือดสามารถยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือดโดยปองกันการเกิด fibrinogen โดยไปยับยั้ง
thrombin ใน An. albimanus และ Chrysops spp. หรือไปกระตุน cAMP/cGMP ใน Boophilus microplus (3) 
thromboxane A2 กระตุน Platelet และ degranulation ทําใหเกิดการหดตัวของหลอดเลือด (4) แตไมมีผลตอ 
Cimex lectularius และ Rhodnius prolixus ในการปองกันการตอบสนองตอการบาดเจ็บของโฮสตได (5) 
Rhodnius prolixus, Triatoma pallidipennis และ Chrysops spp. สามารถจับกับ ADP หรือ (6) ใช Apyrase เพื่อ
ปองกันการรวมตัวของเกล็ดเลือดใน Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus, Lutzomyia 
longipalpis, Phlebotomus papatasi, Triatoma infestans และ Cimex lectularius 



19 

 
 
รูปท่ี 2.10 แสดงโมเลกุลจากน้ําลายที่สามารถยับยั้งการรวมตัวของเลือด (anti-coagulation) เมื่อแมลง

ดูดกินเลือดทําใหโฮสตบาดเจ็บและเกิดกระบวนการปองกันตัวโดยเกิดการรวมตัวของเลือด (blood coagulation) 
ทั้งใน intrinsic และ extrinsic system โดยเมื่อโฮสตไดรับบาดเจ็บจากการกัดของแมลงโฮสตจะกระตุน thrombin 
เพื่อเปลี่ยน fibrinogen เปน fibrin ทําใหเกิดการรวมตัวของเลือด ดังนั้นแมลงจึงจําเปนตองยับยั้งเปาหมายที่จําเพาะ
ดังกลาวโดยแมลงแตละชนิดจะมีเปาหมายจําเพาะเชน factor IXa ใน Cimex lectularius และ Rhodnius prolixus,  
VIII ใน Rhodnius prolixus และ Triatoma infestans, Xa ใน Aedes aegypti, Culicoides variipennis, Simulium 
vittatum, Ixodes scapularis, Ixodes ricinus และ Rhipicephalus appendiculatus, V ใน Simulium vittatum และ
Triatoma infestans, VII ใน Ixodes scapularis และ thrombin ใน Anopheles albimanus, Simulium vittatum, 
Boophilus microplus, Glossina morsiatans, Triatoma pallidipennis และ Rhodnius prolixus มีผลในการยับยั้ง
หรือทําให blood-thrombin ทํางานชาลงใน An. albimanus, Simulium vittatum, Boophilus microplus, Glossina 
morsiatans, Triatoma pallidipennis และ Rhodnius prolixus) เพื่อตอบสนองตอการแข็งตัวของเลือด(coagulation) 

 
 
 
 
 



20 

บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ 

1. เครื่อง Eppendorf Centrifuge 5804R (Eppendorf) 
2. เครื่อง Centrifuge micro 12 (Hanilscience Industrial) 
3. ตูแชแข็ง Thermo Scientific 995 อุณหภูมิ -80 0C (Becthai) 
4. กลอง stereomicroscope SZX9 (Olympus) 
5. กลองจุลทรรศน Nikon eclipse 50i (Nikon) 
6. เครื่องกําเนิดไฟฟา Power PAC 300 (Bio-Rad) 
7. เครื่อง miniVE สําหรับ SDS-PAGE (Amersham Biosciences) 
8. เครื่อง EttanTM IPGphor IITM (Amersham Biosciences) 
9. เครื่อง ELISA Reader MULTISKAN Reader (Thermo scientific) 
10. เครื่อง Mass spectrophotometry (Waters synapt TM

 hight definition mass spectrometry 
system) 

11. โปรแกรม (Quantity one) ( BioRAD)  
12. Thermo-block TDB-120 (Biosan) 
13. เครื่องชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 2 ตําแหนง Sarterius AG (Gottingin) 
14. เครื่องปรับคาความเปนกรดดาง schott pH Meter (Schott Instrument ) 
15. ไมโครปเปตตอัตโนมัติขนาด 0.1-10, 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร และ

ทิป (tip) (Eppendorf) 
16. เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา HEV-25/50 (Hirayama) 
17. ตูอบ BE400 (Memmert) 
18. เครื่องกรองน้ํา Millipore Milli-Q plus 
19. เครื่องเขยา Rocker 25 (Labnet) 
20. เครื่องสแกน hp scanjet 3670 

 
3.2 วัสดุ 

1. สไลดขนาด 2.5x7.5 เซนติเมตร 
2. กระบอกตวงขนาด 10, 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3. กระติกน้ําแข็ง 
4. ขวดแกวสําหรับใสสารเคมี 

 



21 

5. ถุงมือยาง 
6. ที่วางหลอดทดลอง 
7. นาฬิกาจับเวลา 
8. บิกเกอรขนาด 50, 100, 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
9. ปากคีบ (forcep) 
10. หลอด flacon tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
11. หลอด microcentrifuge ขนาด1.5 มิลลิลิตร 
12. กรงยุงอลูมิเนียมขนาด 30x30x30 เซนติเมตร 
13. ถาดพลาสติกขนาด 20x30x6 เซนติเมตร 
14. โหลพลาสติกสําหรับใสลูกน้ํา และ ตัวโมงของยุง 
15. ถังมีฝาปดสําหรับเตรียมน้ําหมัก 
16. กลองพลาสติกเล็กมีฝาปด 
17. สําลี ไม และกระดาษทิชชู 
18. ผาขนาด 64x34 เซนติเมตร 
19. หลอดหยดขนาดใหญสําหรับดูดลูกน้ําและตัวโมงของยุง 
20. หลอดดูดยุงตัวเต็มวัย 
21. เข็ม (Dissecting needles) 
22. หลอดหยด (dropper) 
23. กลองพลาสติกสี่เหล่ียมสําหรับยอมเจล 
24. กระดาษแกวสีใสสําหรับทําเจลแหง 
25. กระจกขนาด 11x13 เซนติเมตร 
26. ตัวหนีบ 
27. กระดาษกรอง (filter paper) 
28. IPG strip (Amersham Biosciences) 
29. Strip holder (Amersham Biosciences) 
30. พาราฟลม (parafilm) 
31. 96 well plates (Flat bottom) (costar) 

 
3.3 สารเคมี 

3.3.1 สารเคมีท่ีใชในการทํา SDS-PAGE 
- Acrylamide PAGE 40 % (pharmacia) 
- Methylenebis acrylamide (phamacia) 
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- Tris [hydroxymethyal] aminomethane (Sigma) 
- Mercaptoethanol (pharmacia) 
- Ammonium persulphate (pharmacia) 
- SDS (pharmacia) 
- TEMED (N' -tetramethylethylenediamine) (USBTM) 
- Glycine (USBTM) 
- Glyceral (MERCK) 
- Bromophenol blue ( USBTM) 

3.3.2 สารเคมีสําหรับที่ใชสําหรับยอมสีเจล 
- Ethanol (MERCK) 
- Glacial acetic acid (MERCK) 

3.3.3 สารเคมีสําหรับที่ใชสําหรับยอมสีเจลจากชุด Kits (Pharmacia) 
- Glutardialdehyde (25%w/v) 
- Sodium thiosulphate (5% w/v) 
- Sodium acetate 

- Silver nitrate solution (2.5% w/v) 
- Formaldehyde (37% w/v) 
- Sodium carbonate 

3.3.4 สารเคมีสําหรับ IEF (Amersham Biosciences) 
- Rehydration stock 
- 1M DTT (1,4-dithiothreitol) 
- IPG Buffer 

3.3.5 สารเคมีอ่ืนๆ 
- Acetone (MERCK) 
- Acetronitrite (J.T.Baker,Whit group) 
- Ammonium bicarbonate (Sigma) 
- Methanol (MERCK)  
- 2-mercaptoethanal (GE Healthcare)  
- Tris hydroxymethyl aminomethane (USB)  
- Trypsin (Promega)  
- Water LC/MS (J.T. Baker) 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 
3.4.1 การเลี้ยงยุง (Mosquitoes rearing) เล้ียงยุงเสือโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 28±1 0C ความชื้น

สัมพัทธ 80±5% แสงสวาง 12 : 12 (สวาง : มืด) ช่ัวโมง ซ่ึงวิธีการเพาะเลี้ยงยุงเสือมีดังนี้  
1. หั่นโฟมเปนชิ้นบางเล็กๆลอยโฟมกับผิวน้ําในโหลพลาสติกสําหรับวางไข 

 

 
รูปท่ี 3.1 แสดงแผนโฟมสําหรับใหยุงวางไข 

 

2. นําโหลพลาสติกสําหรับวางไขที่เตรียมไว ใสเขาไปในกรง ที่มียุงอายุ 3-5 วันที่พรอม
จะวางไขโดยใหดูดกินเลือดจากหนูเปนเวลา 30-60 นาที  

 

 
รูปท่ี 3.2 แสดงกรงยุงสําหรับใหยุงวางไข 

 

3. นําโหลพลาสติกที่มีไขติดอยูที่โฟม นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 25±20C สังเกตดูแพไขที่ยุง
วางไว จนกระทั่งออกเปนลูกน้ํา ระยะเวลาประมาณ 5-6 วัน 

4. ทําน้ําหมักโดยใชมูลหนูตะเภาอบแหงแลวปนเปนผง 3 ชอนโตะ ผสมน้ํา 2 ลิตร หมัก
ไว 3-5 วัน หลังจากนั้นนําน้ําหมัก 3 สวน ผสมน้ํา 1 สวนใสในโหลพลาสติกใหญ และ
ใสพืชน้ําแพงพวยที่สะอาด เพื่อปองกันการปนเปอน  
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รูปท่ี 3.3 แสดงลักษณะของพืชน้ําแพงพวย 

 

5. ถายตัวออนลูกน้ํา 200-300 ตัว ลงโหลพลาสติกใหญที่มนี้ําหมักและพชืน้ําแพงพวย 
 

 
รูปท่ี 3.4 แสดงโหลพลาสติกสําหรับเลี้ยงลูกน้ําจนกระทั่งกลายเปนตวัโมง 

 

6. ใหอาหาร 10% ยีสต 3 หรือ 4 ครั้งตอสัปดาห จนกระทั่งเจริญเปนระยะตัวโมงซึ่งระยะ
นี้จะไมกินอาหาร 

7. แยกตัวโมงใสโหลใหมที่มีน้าํสะอาดและมพีืชน้ําแพงพวยที่สะอาด 
8. เมื่อเจริญเปนตัวเต็มวัยสามารถแยกเพศผูและเพศเมียไดโดยอาศัยลักษณะของหนวด

และปากยุงเพศผูจะมีหนวดใหญเปนพุม ปากจะแตกเปน 3 งามเพื่อไวดูดน้ําหวาน 
ในขณะที่เพศเมียปากจะตรงและแข็งแรงเพื่อไวสําหรับดูดกินเลือด มีหนวดที่เล็ก และ
ส้ันกวา  
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รูปท่ี 3.5 แสดงลักษณะหนวดของยุงเพศผู (ซาย) และ เพศเมีย (ขวา) 
 

9. ใหอาหารคือ 10% ซูโครสซึ่งเปนแหลงพลังงาน โดยเท 10% ซูโครสลงบนแทงสําลีที่
เตรียมไวพอประมาณ ใสไวในกรง เพื่อใหยุงดูดกินน้ําตาลได 

 

 
รูปท่ี 3.6 แสดงแทงสําลี 10% ซูโครส 

 

3.4.2 ขนาดของประชากรตัวอยาง 
ใชยุงเสือเพศผู 180 ตัว และยุงเสือเพศเมีย 190 ตัว 

3.4.3 การเก็บตัวอยาง 
1. สุมยุงเสือในกรงเพศผูและเพศเมียอยางละ 5 ตัวมา dissect เพื่อเลือกตอมน้ําลายที่

สมบูรณที่สุดอยางละ 1 คูเพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุง 
2. สุมยุงเสือในกรงเพศเมียอยางละ 15 ตัว เพศผูจํานวน 80 ตัว เพื่อทําการ dissect ตอม

น้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศเมียจํานวน 10 คูกอนและหลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง 

3. สุมยุงเสือในกรงเพศเมียและเพศผูอยางละ 15 ตัว เพศผูเพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลาย
ยุงเพศผูและเพศเมียอยางละ 10 คู เพื่อวัดความเขมขนของปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

4. สุมยุงเสือในกรงเพศผูจํานวน 80 ตัว เพศเมียกอนดูดกินเลือด 25 ตัว และเพศเมียหลัง
ดูดกินเลือดทันที 25 ตัว เพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศ
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เมียอยางละ 20 คู เพื่อทํา 2D gel electrophoresis และเลือกจุดที่สนใจเพื่อหาชนิดของ
โปรตีนโดย Mass spectrometry (LC-MS/MS) 

3.4.4 การ Dissect(65) ตอมน้ําลายยงุเสือ 
3.4.4.1 การ Dissect ตอมน้ําลายยุงเสือเพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้าํลายยุง 

1. เตรียมอุปกรณเตรียมอุปกรณสําหรับ dissect ตอมน้ําลายยุง อุปกรณทุกชนิดตอง
เช็ดดวย 70% Ethanol 

2. เตรียมยุงโดยสุมยุงเสือในกรงเพศผูและเพศเมียอยางละ 5 ตัวมา dissect เพื่อเลือก
ตอมน้ําลายที่สมบูรณที่สุดอยางละ 1 คู  

3. ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงภายใตกลอง stereomicroscope และใชหลอดหยด 
(dropper) หยด 1xPBS (แชในน้ําแข็ง) 1 หยดลงบนกระจกสไลด 

4. เมื่อไดตอมน้ําลายที่สมบูรณที่สุดแลว ถายรูปเก็บไวดวยกลองดิจิตอล (Sony 
cybershot T70) และนําไปดูดวยกลองจุลทรรศนที่ตอกลองดิจิตอล (Nikon, Japan) 
เพื่อถายภาพเปรียบเทียบดูลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุง 

3.4.4.2 การ Dissect ตอมน้ําลายยุงเสือเพื่อทํา SDS-PAGE 
1. เตรียมอุปกรณสําหรับ dissect ตอมน้ําลายยุง โดยอุปกรณทุกชนิดจะตองเช็ดดวย 

70% Ethanol 
2. เตรียมยุงโดยสุมยุงเสือในกรงเพศเมียอยางละ 15 ตัว เพศผูจํานวน 80 ตัวใสกลอง

พลาสติกที่มีฝาปด เพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศเมยี
จํานวน 10 คูกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 
ช่ัวโมง โดยทําใหยุงสลบในน้ําแข็ง 

3. วางกระจกสไลดที่สะอาดลงบนกลอง stereomicroscope และใชหลอดหยด 
(dropper) หยด 1xPBS (แชในน้ําแข็ง) 1 หยดลงบนกระจกสไลด 

4. คีบยุงที่สลบแลววางบนกระจกสไลดที่เตรยีมไว และใชเข็ม (Dissecting needles) 
2 อันในการแยกตอมน้ําลาย 

5. เมื่อแยกตอมน้ําลายไดแลวนําใส tube ที่มี 1x PBS จํานวน 10 μl (แชน้ําแข็ง) เมื่อ
ไดตอมน้ําลายยุงครบจํานวนแลวนําไปปนที่ 7,000 xg, 25OC นาน 3 นาที จะเห็น
วามีตะกอนขาวอยูที่กน tube 

6. เติม 4x RSB (Reducing Sample Buffer) จํานวน 3.3 μl นําไปปนที่ 7,000 xg, 25OC 
นาน 1 นาที 

7. จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําไปปนที่ 7,000 xg, 
25OC นาน 3 นาที เพื่อใหสวนที่ระเหยบนฝา tube ตกลงมารวมกัน 

8. นําไปเก็บไวที่ -80OC จนกระทั่งจะใชตอไป 
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3.4.5 การเตรียมตัวอยางตอมน้ําลายยงุสําหรับทํา SDS-PAGE 
 นําตัวอยางตอมน้ําลายยุงที่เก็บไวที่ -80OC มาไวที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําไปตมที่
อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที เมื่อครบเวลา ปนที่ 7,000 xg, 25OC นาน 3 นาทีเพื่อใหสวนที่ระเหยบน
ฝา tube ตกลงมารวมกัน หลังจากนั้นใสตัวอยางในแตละชองเจลตามลําดับชองละหนึ่งตัวอยาง โดย
ชองแรกใสโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 0.1-0.2 mg/ml (PageRulerTM Prestained Protein Ladder , 
Molecular weight 10-170 kDa) จํานวน 4 μl 

3.4.6 วิธีการทํา SDS-PAGE 
 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) เปนวิธีที่ใชใน
การแยกโปรตีนจากตัวอยาง แลวทําการตรวจสอบดวยการยอมสี (Staining) 

3.4.6.1 ขั้นตอนการเตรียมเจล (Preparation of Gel) 
  ในการเตรียมเจลเนื้อเจลประกอบดวย 2 สวน ซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีของ Harlow 
and Lane โดยเตรียมตามอัตราสวนดังนี้ 
 
ตารางที่ 3.1 เจลชั้นลาง (Resolving Gel) (12%) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 3.2 เจลชั้นบน (Stacking Gel) (5%) 
 

 
 
 
 
 
 
 

สวนประกอบเจล 5 (ml) 10 (ml) 

ddH2O 1.6 3.3 

30% acrylamide mix 2.0 4.0 
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 2.5 
10% SDS 0.05 0.1 
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 
TEMED 0.002 0.004 

สวนประกอบเจล 12% 1 (ml) 2 (ml) 

ddH2O 0.68 1.4 

30% acrylamide mix 0.17 0.33 
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.13 0.25 
10% SDS 0.01 0.02 
10% ammonium persulfate 0.01 0.02 

TEMED 0.001 0.002 
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โดยมีขั้นตอนการทําดังนี ้
1. ประกอบเครื่องมือและเตรียมแผนกระจกสําหรับใสเจลตามคูมือ 
2. เตรียมเจลชั้นลาง (Resolving gel) ตามสวนผสมขางตน สําหรับ 10% 

APS และ TEMED จะเติมสุดทายเนื่องจากเปนตัวทําใหเกิดปฏิกิริยา 
Polymerization โดย TEMED ทําหนาที่เปนตัวเรง ในการเกิดอนุมูลอิสระ
ของ APS จากนั้นอนุมูลอิสระของ APS จะทําปฏิกิริยากับโมโนเมอรของ
อะคริลาไมด เกิดเปนโพลีอะคริลาไมด ในรูปอนุมูลอิสระซึ่งทําใหเกิดตา
ขายรางแหทําใหเกิดเปนรูพรุนสําหรับแยกโปรตีน 

3. หลังจากนั้นใสลง plate ที่เปนแผนกระจกประมาณ 5.0 ml พยายามทํา
หนาเจลใหเรียบและอยาใหมีฟองอากาศโดยเติม ddH2O จนเต็ม ทิ้งใหเจ
ลแข็งตัวประมาณ 30 นาที 

4. เท ddH2O ทิ้ง และเตรียมเจลชั้นบน (Stacking gel) ใสลง plate ตอจากเจล
ช้ันลางแลวนําหวีใสดานบนของเจลชั้นบนทันทีทิ้งให เจลแข็งตัว 
ประมาณ 30-60 นาที 

5. เมื่อเจลแข็งตัวแลวนําหวีออกแลวนํา plate ที่มีเจลใสใน tank 
6. เติม 1X SDS-PAGE gel running buffer ใน tank ดานในใหทวมพอดีเจล

และดานนอกใสประมาณครึ่ง tank 
7. ทําการ pre-run เครื่องประมาณ 30 นาที เพื่อใหเศษเจลที่มีขนาดเล็กหลุด

ออกมา 
8. ใสตัวอยางในชองเจลตามลําดับชองละ 1 ตัวอยาง และตัวอยางน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 
Molecular weight 10-170 kDa) ปริมาณ 4 μl เพื่อเปนการเปรียบเทียบ 

9. ทําการตอเขาระบบโดยใชโวลลคงที่โดยในสวนของ Stacking gel จะใช 
40 V เวลาประมาณ 90 นาที และสวนของ Resolving gel ใช 130 V เวลา
ประมาณ 120 นาที 

10. นําเจลออกจาก plate นําไปใสในถาดที่มีน้ํากลั่นและนํามายอมดวยสี 
silver staining 

3.4.6.2 การตรวจสอบ Protein หลังจากการทํา SDS-PAGE 
การยอมดวยส ีsilver staining โดยใช silver staining kit (Pharmacia Biotech) 

ขั้นตอนดังนี ้
1. เท ddH2O ทิ้งและเติม Fixation (Ethanol 20 ml, Glacial acetic acid 5 ml 

และddH2O 25 ml) นําไปวางบนเครื่องเขยา เขยาเบาๆ ประมาณ 60 นาที 
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2. ขณะที่รอ Fixation เตรียม Sensitizing (Ethanol 15 ml, Glutardialdehyde 
(25%w/v) 0.25 ml, Sodium thiosulphate (5% w/v) 2 ml, Sodium acetate 
3.4 g และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) โดยเตรียมในที่มืด หลังจาก
ครบเวลาใหเท Fixation ทิ้งแลวเติม Sensitizing จนทวมเจลนําไปวางบน
เครื่องเขยา เขยาเบาๆ ทิ้งไว 30 นาที 

3. เมื่อครบเวลา ทิ้ง Sensitizing และลางดวย ddH2O 3 คร้ังครั้งละ 5 นาที 
4. ขณะรอเตรียม Silver reaction (Silver nitrate solution (2.5% w/v) 5 ml, 

Formaldehyde (37% w/v) 20 μl และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) 
เตรียมในที่มืดหามถูกแสง หลังจากไดเวลาใหเท ddH2O ทิ้งแลวเติม 
Silver reaction นําไปวางบนเครื่องเขยา เขยาเบาๆทิ้งไว 20 นาที  

5. ขณะรอเตรียม Developing (Sodium carbonate 1.25 g, Formaldehyde 
(37% w/v) 10 μl และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) เตรียม Stopping 
(EDTA-Na2· 2H2O 0.73 g และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) 

6. เมื่อครบเวลาเท Silver reaction ทิ้ง ลางดวย ddH2O 2 คร้ังครั้งละ 1 นาที 
7. เทน้ําทิ้ง แลวเติม Developing จนทวมเจลประมาณ 2-5 นาที แลวเติม 

Stopping เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
8. หลังจากนั้นนําเจลใสแผนใสทั้งสองดานนําไป scan ดวยเคร่ือง hp scanjet 

3670 ความละเอียด 1000 dpi 
9. เมื่อ scan เจลเรียบรอยแลวใหเก็บเจลไวใน ddH2O แชในตูเย็น 4OC 

จนกระทั่งจะทําเจลแหง 
3.4.6.3 การทําเจลแหง 

โดยนําเจลที่ยอมสีแลว ปดดวยกระดาษแกวสีใสที่ชุบน้ํา ซ่ึงวางอยูบนกระจกแลว
หนีบดวยตัวหนีบทั้ง 4 ดานทิ้งไวขามคืน พยายามทําใหกระดาษแกวเรียบและระวังเจลขาด 
3.4.6.4 การอานผล 

โดยอานแถบโปรตีนของตัวอยางเทียบกับแถบของโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงสามารถ
บอกถึงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนไดวาประมาณกี่กิโลดาลตัน 
3.4.6.5 โปรแกรม Quantity One® 1-D Analysis Software version 4.5.2 (BIO-RAD) เพื่อ
หาปริมาณความเขมของแถบโปรตีนขั้นตอนดังนี้ 

1. เขาโปรแกรม Quantity One  
2. คลิกที่ file เลือก open 
3. เลือก file รูปเจลที่ตองการในรูป file TIFF ดับเบิ้ลคลิก 
4. เลือก Volume Tools เลือก Volume Rect Tool คลิก 
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5. เล่ือนเมาสไปบริเวณแถบแบนที่ตองการบนรูปเจล คลิกเมาสแลวลากเมาสไป
บริเวณที่ตองการ 

6. เมื่อไดแถบแบนที่ตองการครบแลว ใหคลิกที่ Volume analysis report 
7. คลิก Done จะไดผลออกมา แลวคลิกที่ไอคอน export  
8. คลิกที่ Tab (Excel format) และ file คลิก OK 
9. Save file ในรูป .xlsx (โปรแกรม Microsoft office excel 2007) 
10. เลือกคาที่เปน % Adj.Vol. 
11. นํามา plot กราฟในโปรแกรม Microsoft office excel 2007 
12. เลือก insert คลิกที่ column เลือกรูปแบบกราฟที่ตองการคลิก 
13. คลิกขวาที่กราฟแลวคลิกที่ select data เลือกขอมูลในสวนที่ตองการ 
14. จะไดกราฟรูปแทงเพื่อดูการเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนแตละแถบ 

3.4.7 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศผูและเพศเมีย โดยวธีิ BCA 
(bicinchoninic acid) Protein Assay Reagent (Pierce, USA) (working range = 20-2,000 μg/ml) มี
ขั้นตอนดังนี ้

1. ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงอายุ 3-5 วันที่เล้ียงดวย 10% ซูโครส เพศผูจํานวน 10 คู,
เพศเมียจํานวน 10 คู ใส tube แตละ tube ที่มี 1x PBS จํานวน 10 μl (แชน้ําแข็ง) 

2. เตรียม standard protein ที่จะทําการวัดคือ 2 mg/ml Bovine serum albumin (BSA) 
เตรียม 3 dilution คือ 0.2, 0.02 และ 0.002 μl/ml โดย dilute ดวย 1x PBS 

3. เตรียม 50 BCA Reagent A : 1 BCA Reagent B (Reagent mix)จํานวน 200 μl ในแตละ
ตัวอยาง 

4. เตรียม 96 well plates นําแตละตัวอยาง และ standard ใสลงไปในแตละ well plate 
5. เติม Reagent mix จํานวน 200 μl ในแตละตัวอยาง mix ใหเขากัน 
6. นําไปวางไวที่ 37 0C, 30 นาที 
7. หลังจากนั้นนําไปวัดดวยเครื่อง ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 570 nm 
8. จากนั้นนําคาทีไ่ดมาหาปริมาณความเขมขนของโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายโปรตีน BSA ที่ทราบความเขมขน 
3.4.8 การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค 2D gel electrophoresis 

3.4.8.1 วิธีเตรียมตัวอยางสําหรับทํา 2D gel electrophoresis 
ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู ยุงเพศเมียกอนดูดกินเลือดจํานวน 

20 คู และยุงเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันทีจํานวน 20 คู นําใส tube แตละ tube ที่มี 1x PBS 
จํานวน 10 μl นําไปตมที่อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที  
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ทําการตกตะกอนเซลล แลวนําตะกอนมาละลายที่อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย 
10% (w/v) TCA ใน acetone และ 0.07% (w/v) 2-mercaptoethanol ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไว
ที่ -200C ขามคืน นําไปปนที่ 340 xg นาน 15 นาที และลางตะกอนดวย acetone กอนเก็บ
ตะกอนโดย vortex ทุกๆ 15 นาทีเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนที่ 960 xg นาน 15 
นาที นําตะกอนโปรตีนมาละลาย lysis buffer (Tris base 30 mM, Thiourea 2M, Urea 7 M 
และ CHAPS 4% (w/v)) ปริมาตร 90 μl ผสมใหเขากัน และ นําโปรตีนที่ไดวัดปริมาณ
โปรตีนดวยวิธี BCA (Pierce, USA) 
3.4.8.2 วิธีทํา 2D gel electrophoresis 
การวิเคราะหดวยเทคนิค 2D gel electrophoresis ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ไดรวมมือกับ 
Genome Institute, National Center for Genetic Engineering and Biotechnology 
(BIOTEC) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. เตรียมตัวอยางตอมน้ําลายยุงที่กลาวไวขางตน 
2. First dimension separation: isoelectric focusing (IEF) เลือกแผนฟลม (IPG strip) 

ขนาด 7 เซนติเมตร pH 3-10 
3. เตรียม strip holder ที่เหมาะสมกับ IPG strip ลาง strip holder ดวย ddH2O หลายๆ

คร้ังจนสะอาดและทิ้งไวใหแหง 
4. เตรียม Rehydration solution (Rehydration stock (8 M urea 2% CHAPS, 

bromophenol blue 25 ml) 189 μl, 1M DTT 10 μl และ IPG buffer solution 1 μl) 
5. เตรียมตัวอยาง 10 μl และ Rehydration solution 115 μl ผสมใหเขากัน 
6. แกะพลาสติกที่เคลือบ IPG strip โดยลอกตามลูกศรอยางระมัดระวัง และนํา IPG 

strip ใสใน strip holder ที่มีตัวอยางและ Rehydration solution อยาใหมีฟองอากาศ 
7. นําไปวางบน EttanTM IPGphor IITM โดยวางขั้วใหตรงกัน ขั้วบวกของ IPG strip 

วางใหตรงกับขั้วบวกของ EttanTM IPGphor IITM เปดเครื่องไวที่ 20V, 200C 
ขามคืน 

8. เมื่อไดเวลาปดเครื่องและนําตัวอยางออกมา สามารถเก็บ IPG strip ไวใน petri dish 
ที่ -80OC ไดจนกระทั่งจะทํา Second dimension separation: SDS-PAGE 

9. Second dimension separation: SDS-PAGE เตรียมเจล 12% Resolving Gel 10 ml 
ดัง ตารางที่ 3.1 โดยไมมี Stacking gel 

10. นํา IPG strip ลางดวย First Equilibration with reductant (SDS Equilibration 
buffer และ dithioihreitol (DTT)) 15 นาที และ Second Equilibration with 
alkylating agent (SDS Equilibration buffer และ iodoacetamide (IAA)) 15 นาที 

11. ลาง IPG strip ดวย 1xSDS PAGE running buffer กอนทํา SDS-PAGE 
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12. นํา IPG strip ใสลงไประหวางกระจกทั้งสองแผน โดยใช pipette tips ดันลงไป
ระหวางกระจกสองแผนดวยความระมัดระวัง 

13. ใสโปรตีนมาตรฐาน (Protein Ladder , Molecular weight 15-200 kDa, fermentus) 
4 μl ใน 0.5x0.5 เซนติเมตร filter paper เพื่อเปรียบเทียบ 

14. เติม Agarose sealing mixture (1xTAE buffer 1 ml, Agarose 0.01 g, 1% 
Bromophenol blue 2 μl) 1 ml บน strip และ filter paper ทิ้งไว 10-15 นาที 

15. ทําการรันเจล SDS-PAGE ตามขั้นตอนที่กลาวมาแลวขางตน 
16. ยอมสีโปรตีนดวย silver staining 

3.4.8.3 การวิเคราะหจุดโปรตีนท่ีมีความแตกตาง  
นํารูปแบบของเจลจากการสแกน มาทําการวิเคราะหความแตกตางของจุดโปรตีนดวย

โปรแกรม Image master ™ 2D platinum Version 5.0 เพื่อหาจุดโปรตีนที่สนใจและเมื่อได
จุดโปรตีนที่สนใจจึงนํามายอยดวยสารละลาย trypsin ตอไป 
3.4.8.4 การยอยเจล  

1. ทําการเจาะจุดโปรตีนที่มีความแตกตางใสใน 96-well plate และทําการ destain 
ดวยสารละลาย 3% (v/v) H2O2 นาน 60 นาที ทําซํ้า 2 รอบ 

2. เมื่อครบเวลาดูดสารละลาย H2O2 ออก และเติม 100% (v/v) acetronitrile ปริมาตร 
200 μl เขยานาน 5 นาที 

3. ดูด acetronitrile ออกแลวปลอยใหเจลแหงนาน 5-10 นาที 
4. เติมสารละลาย 10mM ammonium bicarbonate ที่มี 10mM DTT ปริมาตร 20 μl

กอนตั้งทิ้งไวนาน 60 นาที 
5. ดูด 10mM ammonium bicarbonate ที่มี 10mM DTT ออก เติมสารละลาย 10mM 

ammonium bicarbonate ที่มี 100mM iodoacetamide ปริมาตร 20 μl ตั้งทิ้งไวในที่
มืดนาน 60 นาที และ เติม 100% acetronitrile ปริมาตร 200 μl เขยานาน 5 นาที 

6. ดูด acetronitrile ออกทําซ้ํา 2 รอบ จากนั้นเติมสารละลาย 5x104 M trypsin ใน 
10mM ammonium bicarbonate ที่มี 50% acetronitrile ปริมาตร 10 μl ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 20 นาที กอนเติม 30% acetronitrile ปริมาตร 20 μl แลวทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 2-3 ช่ัวโมง  

7. ดูดของเหลวแตละตัวอยางใสใน 96-well plate อันใหม จากนั้นเติมสารละลาย 
50% acetronitrile ที่มี 0.1% formic acid ปริมาตร 30 μl ใน 96-well plate อันเดิม 
เขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
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8. ดูดตัวอยางแตละชนิดใสใน 96-well plate อันใหม (ทําซ้ํา 2 รอบ) ทําตัวอยางให
แหงดวย incubator หรือ Heat box ที่อุณหภูมิ 400C เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมงหรือ
ขามคืน 

9. นําตัวอยางที่ไดเก็บไวที่ –800C รอนําไปวิเคราะหดวย LC-MS/MS  
3.4.9 การวิเคราะหผลดวย Mass Spectrometry  

นําตะกอนโปรตีนที่ไดจากขอ 3.4.8.4 ละลายดวยสารละลาย 0.1% formic acid 
ดวย LC-MS/MS ปริมาตร 6 μl กอนปเปตลงใน vial และวิเคราะหผลโดยเครื่อง LC-
MS/MS เมื่อไดขอมูลแลวจะเทียบผลที่ไดกับฐานขอมูล (MASCOT: Matrix Science Inc., 
Boston, MA, USA) โดยเลือก MS/MS Ion Search, Database: NCBInr, Taxonomy: other 
metazoa, Enzyme: Trypsin digestion และ Allow up to 1 miss cleavage เปนตน 

 
3.5 การรวบรวมขอมูล 

บันทึกผลและรวบรวมผลการวิเคราะหเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดและยุงเสือเพศผู ดวยการจดบนัทึก และเก็บรวบรวมรูปถาย
เจลเพื่อเปนหลักฐาน 
 
3.6 การวิเคราะหขอมูล 

1. รูปภาพโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียเพื่อแสดงความเหมือนและความ
แตกตางของโครงสรางและองคประกอบของตอมน้ําลายยุงเสือ 

2. ตารางเปรียบเทียบความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
ตอหนึ่งคูตอมน้ําลาย 

3. นําเจลที่ scan ไวมาเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
รวมทั้งเปรียบเทียบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดเลือดที่
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อพบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจะ
นําเจลมาหาความเขมของแบนโดยใชโปรแกรม Quantity-one (BioRad) และทํากราฟแทง
เปรียบเทียบ 

4. นําผล 2D gel electrophroresis ที่ไดมาเปรียบเทียบดูวาโปรตีนจุดไหนที่เหมือนหรือ
แตกตางกันของยุงเสือเพศผู, เพศเมียกอนดูดกินเลือด และเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที 
บันทึกผลการทดลอง 

5. ผลจากการทํา Mass spectrometry (LC-MS/MS) นํามาวิเคราะหเทียบผลกับฐานขอมูล
(MASCOT) เพื่อหาชนิดของโปรตีนที่สนใจ 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยงุเสือ 

 ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะอยูเปนคูบริเวณสวนอก (thorax) ขนาบขางกับหลอด
อาหาร ซ่ึงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะมีลักษณะที่แตกตางกันคือ 
ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูมีขนาดเล็กกวาตอมน้ําลายของยุงเสือเพศเมียอยางเห็นไดชัดเจน โดยตอม
น้ําลายยุงเสือเพศผูจะประกอบดวย 3 กลีบคือ 2 กลีบดานขาง (lateral lobe) และ 1 กลีบกลาง 
(median lobe) (รูปที่ 4.1) สําหรับตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียจะประกอบดวย กลีบกลาง (median 
lobe) และ 2 กลีบดานขาง (lateral lobe) ซ่ึงแตละกลีบดานขางแบงออกเปน 2 บริเวณคือ บริเวณ
สวนตน (proximal lobe) และ บริเวณสวนปลาย (distal lobe) ซ่ึงแบงโดยบริเวณ narrow transitional 
region (รูปที่ 4.2A) การศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียดวยกลองจุลทรรศน (รูปที่ 
4.2B) พบวาเซลลบริเวณ distal lobe คลายกับบริเวณ median lobe และบริเวณ proximal lobe เปน
บริเวณที่แคบ ลักษณะเซลลจะคลายกับตอมน้ําลายของยุงเสือเพศผู โครงสรางของตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียจะมีกลีบกลางที่มีขนาดสั้นและกวางกวากลีบขาง แตสําหรับตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะมี
กลีบขนาดเทาๆกัน 
 
4.2 ปริมาณโปรตีนท้ังหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือตัวเต็มวัยเพศผูและเพศเมียอายุ 3-5 วันที่
เล้ียงโดย 10% ซูโครส (n=10) 
 

ปริมาณโปรตีน (μg/gland pair)* 
ยุงเพศผู ยุงเพศเมยี 

0.32±0.03 1.38±0.02 

*mean±SD 
จากผลการทดลองพบวาปริมาณโปรตีนทั้งหมดของยุงเสือเพศเมียมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด

มากกวายุงเสือเพศผูประมาณ 4 เทา 
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A    

 

B    
 

รูปท่ี 4.1 แสดงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู A: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู 1 คู จากกลอง 

stereomicroscope และ B: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู 1 ขาง จากกลองจุลทรรศน Bar represents 100 μm. 
(ML=Median lobe; LL=Lateral lobe; LSD=Lateral salivary duct; CD=Common salivary duct) 
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A    

 

B    
 

รูปท่ี 4.2 แสดงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย A: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย 1 คู จาก

กลอง stereomicroscope และ B: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย 1 ขาง จากกลองจุลทรรศน Bar represents 100 μm. 
(ML=Median lobe; PL=Proximal lobe; DL; Distal lobe; NT; narrow transitional region; LSD=Lateral salivary 
duct; CD=Common salivary duct) 
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4.3 รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศผูและเพศเมีย 
การแยกโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียโดยวิธี SDS-PAGE แลวยอมสี

โปรตีนดวย Silver staining พบวารูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะ
ที่แตกตางกัน โดยโปรตีนสวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียดวย แถบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียที่เห็นเดนชัดอยางนอย 12 แถบขนาดประมาณ 
21, 22, 24, 26, 37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 และ 100 kDa ซ่ึงแถบโปรตีนที่ไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือ
เพศผูขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 37 และ 72 kDa แตแถบโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูแต
ไมพบในตอมน้ําลายยุงเพศเมียมีขนาดประมาณ 83 kDa (รูปที่ 4.3) 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 แสดงรูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียซ่ึงแยกโดยวิธี SDS-PAGE 
บน 12 % เจล แลวยอมดวย Silver staining  
lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
lane 2: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วันเลี้ยงดวย 10% ซูโครส จํานวน 50 คู 
lane 3: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วันเลี้ยงดวย 10% ซูโครส จํานวน 10 คู 
 

 

37 kDa 
39 kDa 
44 kDa 

83 kDa 
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72 kDa 
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55 kDa 53 kDa 

26 kDa 
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4.4 รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศเมียท้ังกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 
36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง 
 รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและหลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง พบแถบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอน
และหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆที่เห็นเดนชัดอยางนอย 12 แถบขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 
37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 และ 100 kDa (รูปที่ 4.4) และพบวาหลังดูดกินเลือดมีแถบโปรตีนที่ขนาด
ประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมงและเริ่มปรากฏชัดขึ้นเทาๆกับกอน
ดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง และพบวาแถบขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ปรากฏชัดขึ้นหลังดูด
กินเลือดตั้งแตชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 61 kDa จะ
ปรากฏชัดเจนในตอมน้ําลายยุงเพศผู แตยุงเพศเมียกอนดูดกินเลือดจะเห็นแถบจางลงและปรากฏชัด
ขึ้นหลังดูดกินเลือดที่ชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง แถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 83 kDa 
เปนโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูแตไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและ
หลังดูดกินเลือดจนกระทั่งชวงเวลา 24 ช่ัวโมง เริ่มปรากฏแถบชัดเจนขึ้นซึ่งเปนไปไดวาอาจเปน
โปรตีนที่มีความเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล (รูปที่ 4.5) 
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รูปท่ี 4.4 แสดงรูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียซ่ึงแยกโดยวิธี SDS-PAGE บน 12 % 
เจล แลวยอมดวย Silver staining 
lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
lane 2: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 10 คู 
lane 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมงตามลําดับ จํานวน 10 คู 

83 kDa 

61 kDa 

37 kDa 
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รูปท่ี 4.5 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูด
กินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง โดยใชโปรแกรม Quantity-one (BioRad) 
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4.5 การศึกษารูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู ยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือด และยุงเสือ
เพศเมียหลังดูดกินเลือดทันทีโดยวิธี 2D gel electrophoresis และหาชนิดของโปรตีนจากการ
วิเคราะหดวย LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
 จากการศึกษาและวิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือดวยวิธี 2D gel electrophoresis 
พบวารูปแบบของโปรตีนสอดคลองกับการศึกษาโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE (1D) คือ โปรตีนที่พบ
ในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูสวนใหญจะพบในตอมน้ํายุงเสือเพศเมียและโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดจะมีโปรตีนที่ลดลงเมื่อเทียบกับโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย
กอนดูดกินเลือด (รูปที่ 4.6) ซ่ึงโปรตีนที่ลดลงจะอยูในชวงจุดประมาณ 35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 
หลังจากนั้นไดเลือกจุด (spot) ที่สนใจโดยเลือกจากจุดที่แตกตางกันระหวางเพศผูและเพศเมีย และ
จุดที่มีการลดลง เพื่อหาชนิดของโปรตีนโดย LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) ได
โปรตีน 16 ชนิด (รูปที่ 4.7) ซ่ึงโปรตีนบริเวณที่ลดลงของยุงเสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดจะเกี่ยวของ
กับการใชพลังงาน (Energy metabolism) เชน ATP-dependent RNA helicase vasa (จุดที่ 8) และ 

acetyl-coa carboxylase (จุดที่ 15) โปรตีนที่เกี่ยวของกับการแพ คือ venom allergen (จุดที่ 14) ซ่ึง
โปรตีนชนิดนี้พบเฉพาะในยุงเสือเพศเมียเทานั้นเนื่องจากยุงเพศเมียเทานั้นที่ดูดกินเลือดจากคนหรือ
สัตว ซ่ึงอาจกอใหเกิดอาการแพได โปรตีนที่เกี่ยวของกับ Protein folding, Secretion และ 
Chaperones เชน disulfide isomerase (จุดที่ 2) 40S ribosomal protein SA (จุดที่ 4) และ protein 
disulfide isomerase (จุดที่ 5) เปนตน ซ่ึงเปนโปรตีนที่พบทั้งในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
ซ่ึงมีสวนในการสรางสายโปรตีนและมีโปรตีนอ่ืนๆที่ยังไมทราบหนาที่ที่ชัดเจนและพบวาโปรตีน
จุดที่ 12 และ จุดที่ 16 เปนโปรตีนชนิดเดียวกันคือ AGAP004768-PB (ตารางที่ 4.2) เมื่อคิดเปนรอย
ละของหนาที่โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือพบวา โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ที่ชัดเจนมีจํานวน
มากที่สุดรอยละ 62.5 และโปรตีนที่มีหนาที่ที่เกี่ยวของกับการแพพบนอยที่สุดรอยละ 6 ของโปรตีน
ทั้งหมดที่พบ (รูปที่ 4.8) 
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รูปท่ี 4.6 แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือโดยวิธี 2D gel electrophoresis  
A: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วัน จํานวน 50 คู เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(kDa) 
B: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 20 คู เทียบกับน้ําหนัก
โมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
C: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดทันที จํานวน 20 คู เทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
วงกลม: แสดง spot ที่สนใจเพื่อสงทํา (LC-MS/MS) 
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รูปท่ี 4.7 แสดงชื่อของโปรตีนที่ไดจากการทํา LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
A: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วัน จํานวน 50 คู เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(kDa) 
B: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 20 คู เทียบกับน้ําหนัก
โมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
C: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดทันที จํานวน 20 คู เทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
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AGAP006970-PA 

disulfide isomerase 

40S ribosomal protein SA 

AGAP011852-PA 

protein disulfide isomerase 

AGAP002490-PA 
AGAP011852-PA 

hypothetical protein AaeL_AAEL012905 
ATP-dependent RNA helicase vasa 

AGAP004768-PB 
venom allergen 

AGAP009931-PA 

acetyl-coa carboxylase 

AGAP004768-PB 

hypothetical protein  
AaeL AAEL001598 

conserved hypothetical protein 
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ตารางที่ 4.2 แสดงหนาที่ของโปรตีนที่ไดจากการทํา LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมลู (MASCOT) 
 

Spot Accession Name Sequence 

โปรตีนที่เก่ียวของกับ Protein folding, Secretion และ Chaperones 

2 gi|170039432 
disulfide isomerase 

[Culex quinquefasciatus] 
K.VVVVGFFK.D 

4 gi|170059457 
40S ribosomal protein SA 
[Culex quinquefasciatus] 

K.FAHYTEATPIAGR.F 

5 gi|157118649 
protein disulfide isomerase 

[Aedes aegypti] 
K.VQETSVVGFFQK.E 

หนาที่เก่ียวของกับการใชพลังงาน (Energy metabolism) 

8 gi|170046392 
ATP-dependent RNA helicase vasa 

[Culex quinquefasciatus] 
R.GRGGGGFGGGR.S 

15 gi|157113072 
acetyl-coa carboxylase 

[Aedes aegypti] 
K.ISSDLFARGCVTTSEQGLIAAGK.I 

โปรตีนที่เก่ียวของกับการแพ 

14 gi|157131073 
venom allergen 
[Aedes aegypti] 

R.AVGQNVAIK.V 

โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ชัดเจน 

1 gi|58376680 
AGAP006970-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.SLGGSGGWSSGGLSSKGWPSSGGSK.G 

3 gi|158300844 
AGAP011852-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.LLKLTIAK.Y  

6 gi|158290917 
AGAP002490-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVNGPVTSSTTFGFRNDVLLK.L 

7 gi|157120706 
hypothetical protein AaeL_AAEL001598 

[Aedes aegypti] 
M.FVIDSTPAKTAK.G 

9 gi|157133857 
hypothetical protein AaeL_AAEL012905 

[Aedes aegypti] 
K.VHFGSCGLIHVNGVASFILVIQK.H 
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รูปท่ี 4.8 กราฟแสดงรอยละของหนาที่โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือ (Mansonia uniformis) ที่
วิเคราะหโดย LC-MS/MS (n=16) 

 

 

ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงหนาที่ของโปรตีนที่ไดจากการทาํ LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
 

Spot Accession Name Sequence 

10 gi|170044790 
conserved hypothetical protein 

[Culex quinquefasciatus] 
K.LNKLNAVK.R 

11 gi|158300844 
AGAP011852-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.LLKLTIAK.Y 

12 gi|158297895 
AGAP004768-PB 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVAKANPDK.V 

13 gi|158298917 
AGAP009931-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.ILPLQPSVRETVVSAIQSNCGK.I 

16 gi|158297895 
AGAP004768-PB 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVAKANPDK.V 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการวิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือทั้งเพศผูและเพศเมียสามารถสรุปไดดังนี้ 

1. ลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะที่
แตกตางกันคือ ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะมีขนาด 1 ใน 3 ของตอมน้ําลาย
ยุงเสือเพศเมีย 

2. ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอมของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
สังเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่แตกตางกันโดยตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียจะสังเคราะหโปรตีนไดมากกวาประมาณ 4 เทาของตอมน้ําลายยุงเสือ
เพศผู 

3. รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจากการศึกษาโดย
วิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย silver staining พบวารูปแบบโปรตีนจาก
ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะที่แตกตางกัน โดยโปรตีน
สวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียดวย แถบโปรตีนที่ปรากฏเดนชัดของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียมีอยาง
นอย 12 แถบขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 
และ 100 kDa ซ่ึงแถบโปรตีนที่ไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูขนาด
ประมาณ 21, 22, 24, 26, 37 และ 72 kDa แตแถบโปรตีนที่พบในตอม
น้ําลายยุงเพศผูแตไมพบในตอมน้ําลายยุงเพศเมียขนาดประมาณ 83 kDa  

4. รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและหลังดูด
กินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง จากการศึกษา
โดยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย silver staining พบวาหลังยุงดูดกินเลือด
มีแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 
และ 48 ช่ัวโมงและเริ่มเพิ่มขึ้นเทาๆกับกอนดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง
และพบวาแถบขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ปรากฏชัดเจนขึ้นหลังดูด
กินเลือดตั้งแตชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง 
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5. รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู ยุงเสือเพศเมียกอนดูดกิน
เลือดและยุงเสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที ซ่ึงศึกษาโดยวิธี 2D gel 
electrophoresis แลวยอมดวย silver staining พบวารูปแบบโปรตีนมี
ลักษณะสอดคลองกับการศึกษาโดยวิธี SDS-PAGE คือโปรตีนหลังดูดกิน
เลือดจะลดลงในชวงจุดประมาณ 35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 และ
โปรตีนสวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียดวย 

6. จากการวิเคราะหโปรตีนดวย Mass spectrometry (LC-MS/MS) และเทียบ
กับฐานขอมูล (MASCOT) พบวาโปรตีนบริเวณที่ลดลงของยุงเสือเพศเมีย
หลังดูดกินเลือดจะเกี่ยวของกับการใชพลังงาน (Energy metabolism) และ
พบในเพศเมียเทานั้นที่มีโปรตีนที่เกี่ยวของกับการแพ (allergy) สวน
โปรตีนที่พบในทั้งยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับ
การสรางสายโปรตีน (Protein folding, Secretion and Chaperones) และ
ยังมีโปรตีนอื่นๆที่ยังไมทราบหนาที่ที่ชัดเจน  
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5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
จากการศึกษาลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือทั้งเพศผูและเพศเมียพบวามีความ

แตกตางของรูปรางและขนาดของตอมน้ําลายยุง โดยยุงเพศเมียจะมีตอมน้ําลายที่ขนาดใหญกวาตอม
น้ําลายยุงเพศผู ซ่ึงทั้งเพศผูและเพศเมียจะมีตอมน้ําลายที่ประกอบดวย 3 กลีบที่เหมือนกันคือ 2 กลีบ
ดานขาง (lateral lobe) และ 1 กลีบกลาง (median lobe) แตในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียนั้นสวน 
lateral lobe จะแบงออกเปนบริเวณ proximal lobe และ บริเวณ distal lobe ซ่ึงมีรูปแบบเหมือนกับ
ลักษณะโครงสรางของยุงสายพันธุอ่ืนๆเชน ยุงลาย ยุงรําคาญและยุงกนปลอง (4,5,7,66) แตอยางไรก็
ตามยังพบความหลากหลายของรูปรางของตอมน้ําลายยุงเสือดวย ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาในยุง
ชนิดอื่นๆเชน ในยุง An. darling(8) มีการศึกษาพบวามีกลีบ 1-6 กลีบ และยุง Ae. aegypti(4) พบวาใน
สวนของกลีบดานขางสวนปลาย (distal lobe) ในหนึ่งขางจะแยกออกเปน 2 สวนที่เหมือนกันเปน
ตน และจากการศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจากกลองจุลทรรศนพบวา
ลักษณะของเซลลที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูทั้ง 3 กลีบจะมีลักษณะคลายกับบริเวณ proximal lobe 
ของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล บริเวณของ median lobe และ 
distal lobe ของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียจะมีลักษณะเซลลที่เหมือนกันซึ่งอาจเกี่ยวของกับการดูด
กินเลือดของยุงได โดยบริเวณ proximal lobe จะเปนบริเวณที่แคบที่สุด และบริเวณ median lobe 
เปนบริเวณที่กวางที่สุดของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย ซ่ึงสอดคลองกับยุงชนิดอื่นๆที่มีการศึกษา
เกี่ยวกับลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุง และพบวาทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงเสือจะเปน
เสนประกอบดวย cuticle ขยายไปตลอดความยาวของตอมเชนเดียวกับตอมน้ําลายยุงในกลุม 
culicines เปนตน  
 จากการศึกษาปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียนั้นตอม
น้ําลายยุงเสือเพศผูจะมีปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอมนอยกวาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย
เชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมาในยุง An. dirus B(13) พบวาตอมน้ําลายยุงเพศผูมีปริมาณโปรตีนตอ
หนึ่งคูตอมนอยกวาเพศเมียประมาณ 10 เทาและในยุง Ae. togoi(11) ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอม
ของเพศผูนอยกวาเพศเมียประมาณ 6 เทาเชนเดียวกับ Ar. subalbatus(12) ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคู
ตอมของเพศผูนอยกวาเพศเมียประมาณ 9 เทา ดังนั้นปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุง
อาจจะขึ้นอยูกับชนิดของยุง เพศของยุง และขนาดของตอมน้ําลายยุงได 
 การศึกษารูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย จากการวิเคราะหโปรตีน
ดวยวิธี SDS-PAGE (1D) และ 2D gel electrophoresis และยอมดวย silver staining พบวารูปแบบ
โปรตีนจากการศึกษาของทั้งสองวิธีมีความสอดคลองกัน และมีความนาเชื่อถือเนื่องจาก การ
วิเคราะหดวยวิธี 2D gel electrophoresis เปนวิธีการแยกดวยกระแสไฟฟาที่ดีที่สุดในการแยก
โปรตีนทั้งหมด ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้พบวา รูปแบบโปรตีนของยุงเพศผูและเพศเมียมีรูปแบบ
โปรตีนที่แตกตางกันซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมา(13, 63) ในการศึกษาครั้งนี้พบแถบโปรตีนที่มี
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น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 21 kDa ซ่ึงพบเฉพาะที่ตอมน้ําลายยุงเพศเมียเทานั้นเชนเดียวกับยุงแมไก 
(Ar. subalbatus)(12) ซ่ึงพบแถบโปรตีนที่บริเวณ distal lobe ของยุงเพศเมียเทานั้น อาจเปนไปไดวา
โปรตีนนี้อาจมีสวนในการดูดกินเลือดและอาจเกี่ยวของกับการเกิดอาการแพเนื่องจากถูกยุงกัด มี
การศึกษาโปรตีนที่จําเพาะกับยุง Cx. quinquefasciatus เพศเมียพบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 35.7 และ 28.3 kDa ซ่ึงเกี่ยวของกับการดูดกินเลือดของยุง(67) ซ่ึงโปรตีนในชวงดังกลาว
พบไดในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียเทานั้นเชนกัน ในการศึกษาครั้งนี้พบอีกวาโปรตีนหลังดูดกิน
เลือดมีแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง และ
เร่ิมเพิ่มขึ้นเทาๆกับกอนดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง เปนไปไดวาโปรตีนอาจถูกใชไปในชวงเวลา
ที่ยุงดูดกินเลือดซึ่งยุงจะขับโปรตีนที่อยูในน้ําลายเขาสูโฮสต ดังนั้นการดูดกินเลือดของยุงทําใหเกิด
การใชโปรตีนที่ผลิตจากเซลลตอมน้ําลายและการสูญเสียโปรตีนจากการดูดกินเลือดของยุงและ
นํามาซึ่งการสังเคราะหโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไป การศึกษาครั้งนี้พบแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 
37 kDa เปล่ียนแปลงโดยที่โปรตีนดังกลาวนาจะเปนโปรตีนที่เปนผลิตภัณฑจากยีน D7(68) ซ่ึงถูก
สังเคราะหขึ้นในยุงเพศเมียบริเวณ median lobe และบริเวณ distal lobe พบเฉพาะในตอมน้ําลายยุง
เพศเมียเทานั้นและมีบทบาทเกี่ยวของกับการดูดกินเลือด มีการศึกษาในยุง An. gambiae พบโปรตีน
ในตอมน้ําลายที่ขนาดประมาณ 100 kDa ซ่ึงเปนโปรตีนที่จําเพาะกับตอมน้ําลายยุงเพศเมียและ
เกี่ยวของกับกระบวนการดูดกินเลือดซึ่งในยุงเสือเพศเมียพบโปรตีนนี้เชนกัน และพบเฉพาะในตอม
น้ําลายยุงเสือเพศเมียเทานั้น และโปรตีนขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ที่ปรากฏชัดเจนขึ้น
หลังจากดูดกินเลือดที่เวลา 24 ช่ัวโมงอาจเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลไดโดยเฉพาะโปรตีนที่
ขนาดประมาณ 83 kDa ที่พบชัดเจนในตอมน้ําลายยุงเพศผู มีการศึกษาโปรตีน α-glucosidase และ 
Apyrase ในตอมน้ําลายยุง Ae. albopictus(48) พบวาโปรตีนทั้งสองชนิดนี้จะพบในระดับต่ําเมื่อยุง
เจริญเปนตัวเต็มวัยใหมๆและจะคอยๆเพิ่มขึ้นตามอายุของยุงซ่ึงเปนไปไดวาโปรตีนที่เพิ่มขึ้นอาจจะ
เกี่ยวของกับอายุของยุง ดังนั้นจึงควรทําการศึกษาตอโดยเปรียบเทียบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงตาม
อายุของยุง 

การวิเคราะหโดย LC-MS/MS ไดโปรตีนทั้งหมด 16 โปรตีนซึ่งมีทั้งที่ทราบหนาที่และไม
ทราบหนาที่ โดยโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ซ่ึงเปนโปรตีนที่ลดลงจะอยูในชวงจุดประมาณ 
35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 นั้นเปนไปไดที่จะเปนโปรตีน ATP-dependent RNA helicase vasa, 
hypothetical protein AaeL_AAEL012905, conserved hypothetical protein และ AGAP011852-PA 
เปนตน โดยโปรตีนสวนใหญจะเปนโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงชนิดอื่นๆซึ่งมีการรายงานมา
กอนหนานี้ มีการวิเคราะห LC-MS/MS โดยทําการเปรียบเทียบระหวาง In-solution digestion และ 
In-gel digestion จากตอมน้ําลายยุง An. gambiae(69) พบวาการทําแบบ In-solution digestion ใหผลที่
ดีกวา In-gel digestion เนื่องจาก In-solution digestion ไมตองทําการยอยเจลกอน แตสําหรับการทํา 
electrophoresis จะตองยอยเจลกอนจึงอาจทําใหตัวอยางสูญเสียได ซ่ึงโปรตีนที่พบจะเกี่ยวของกับ 
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D7-related proteins, pheromone/odorant-binding domain (OBP) หรือ lacked any conserved 
domains/motifs ซ่ึงมีความสัมพันธโดยตรงตอการดูดกินเลือดของยุง ในการดูดกินเลือดของยุงนั้น
ยุงจะมีตัวรับสัญญาณเชน ตัวรับสัญญาณเคมี ตัวรับสัญญาณภาพและตัวรับสัญญาณความรอนเพื่อ
ดูดกินเลือดจากโฮสตเชน ยุงสามารถรับรูกาซคารบอนไดออกไซดและกรดแลคติกไดไกลถึง 100 
ฟุต ดังนั้นคนที่หายใจแรงหรือคนที่เหงื่อออกงายจะถูกยุงกัดไดบอยกวา เปนตน ตอมาไดมี
การศึกษาโปรตีโอมิกสจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti(70) พบโปรตีนที่นาสนใจคือโปรตีน malate 
dehydrogenase, ADP,ATP carrier protein, D7protein family และ certain salivary allergens จาก
การศึกษาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงกอนหนานี้ โปรตีนสวนใหญที่พบจะเกี่ยวของกับ cytoskeleton 
maintenance, transporter function หรือ nuclear regulation และ secreted proteins เปนตน 

5.3 ขอเสนอแนะ 
 มีการศึกษามากมายเกี่ยวกับตอมน้ําลายของยุงหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการดูดกินเลือด แต
สําหรับยุงเสือ (M. uniformis) นั้นยังไมมีขอมูลเกี่ยวกับโปรตีนจากตอมน้ําลาย ดังนั้นการศึกษา
วิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือนี้ ปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญและมีผลตอการพิจารณาคือ 
จํานวนของตอมน้ําลายในแตละ lane ของรูปแบบโปรตีนถาหากบาง lane มีจํานวนตอมน้ําลายมาก
หรือนอยกวากันก็จะมีผลในการพิจารณาเปรียบเทียบผิดพลาดได ดังนั้นจึงควรระมัดระวังและ
ควบคุมขั้นตอนในการ dissect ใหมีจํานวนตอมน้ําลายเทากัน 
 ควรจะตัดแถบแบนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ที่มีรูปแบบที่ลดลงหลังจากดูดกินเลือดโดยวิธี 
SDS-PAGE ไปทํา LC-MS/MS เพื่อใหรูวาแถบแบนนั้นคือโปรตีนชนิดอะไรมีผลตอการดูดกิน
เลือดจริงหรือไม และควร dissect ตอมน้ําลายยุงตามชวงอายุของยุงเพื่อดูวาโปรตีนที่ขนาดประมาณ 
61 และ 83 kDa วาเพิ่มขึ้นหลังดูดกินเลือด หรือเพิ่มขึ้นตามอายุของยุง 
 ขอมูลดังกลาวที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาโปรตีน
ในตอมน้ําลายยุงเสือในระดับโมเลกุลของโปรตีนที่สนใจ ซ่ึงสามารถแสดงใหเห็นถึงกลไกในการ
ปองกันการแข็งตัวของเลือดในยุงเสือเพศเมียขณะดูดกินเลือด และอาจนําไปใชประโยชนในการ
ตรวจวินิจฉัยผูปวยที่มีอาการแพที่เกิดจากยุงกัดหรือนําไปใชในการอธิบายกลไกที่เกี่ยวของในการ
บุกรุกของพาราไซต ตลอดจนอาจเปนแนวทางในการศึกษาปองกันการถายทอดเชื้อพาราไซตผาน
ทางยุงพาหะ และ สามารถทําการศึกษาตอในดานของจีโนมิกสโดยทําหองสมุด DNA (cDNA 
library construction) ของตอมน้ําลายยุงเสือไดตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
ขั้นตอนการเตรียมสาร 

1. 1X Phosphate-Buffered saline (PBS) ปริมาตร 1000 ml 
NaCl   8.0 g 
KCl   0.2 g 
KH2PO4   0.24 g 
Na2HPO4  1.44 g 
ddH2O   400-500 ml 

ปรับ pH 7.4 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml  
2. 30% Acrylamide mix   100 ml (30.8%T , 2.7%C bis solution) 

40% Acrylamide  75 ml 
Bis acrylamide  0.8 g ละลาย ddH2O ปริมาตร 25 ml 

3. 1.5 M Tris (pH 8.8) 
Tris base  181.71 g 
ddH2O   400-500 ml 

ปรับ pH 8.8 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
4. 1 M Tris (pH 6.8) 

Tris base  121.14 g 
ddH2O   300 ml 

ปรับ pH 6.8 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
5. 10% SDS 

SDS   10 g 
เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 100 ml 

6. 10% APS (Amonium per sulphate) 
APS   0.1 g 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1 ml 
7. SDS-PAGE gel running buffer (10X buffer) 

Tris base  29 g 
   Glycine   145 g 
   SDS   10 g 
   ddH2O   600 ml 
ปรับ pH 8.3 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 



59 

8. Reducing sample buffer (4X RSB) 
0.0625M Tris-HCl pH 6.8 8% (w/v) 
SDS 40% (v/v) glycerol & 0.005% Bromophenol blue 

SDS   0.8 g 
Glycerol  4.0 ml 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 5.0 ml 
Bromophenol blue 0.5 ml 
2-mercaptoethanal (2-ME) 1.0 ml 

9. 70% Ethanol 100 ml 
100% Ethanol  70 ml 
ddH2O   30 ml 

10. Rehydration buffer 
Urea   13.5 g 
CHAPS   1 g 
Bromophenol blue 50 μl 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 25 ml 
11. SDS Equilibration buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.8 50 ml 
Urea   360.35 g 
Glycerol  345 ml 
SDS   20 g 
Bromophenol blue 400 μl 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
12. Agarose sealing mixture 

 1xTAE buffer  50 ml 
 Agarose   0.5 g 

1%Bromophenol Blue 100 μl 
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