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Scylla serrata (Forskal, 1775) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินที่เสียสภาพ 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่ถูกทําใหเสียสภาพของ     ปู

ทะเล โดยการกระตุนภูมิคุมกันหนูขาว (swiss mouse) ดวยสารสกัดจากรังไขของปูทะเลที่ถูกทําใหเสียสภาพ     

นําเซลลมามของหนูขาวมารวมกับเซลล myeloma P3X และจากการคัดเลือก hybridoma clone โดยวิธี 

indirect immunoperoxidase ELISA โดยใชสารสกัดจากรังไขของปูทะเลเปนแอนติเจน และ dot-ELISA โดยใช

สารสกัดจากรังไข เลือดตัวเมียที่รังไขกําลังเจริญ เลือดตัวผู ที่อยูในสภาพธรรมชาติ และเสียสภาพ และหนวย

ยอย 2 หนวยของไวเทลลินจากรังไขที่ไดจากการแยกดวย SDS-PAGE (ขนาด 107 และ 78 กิโลดาลตัน) เปน

แอนติเจน สามารถแยก hybridoma ได 14 โคลน จากการตรวจความจําเพาะของ MAb โดยวิธี dot-blot และ 

Western blot   พบวามี 4 กลุม กลุมที่ 1 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับทั้งสองหนวยยอยของไวเทลลินจากรังไข 

(107 และ 78      กิโลดาลตัน) กลุมที่ 2 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับหนวยยอยขนาด 78 กิโลดาลตัน กลุมที่ 3 

สราง MAb          ที่สามารถจับไดกับหนวยยอยขนาด 107 กิโลดาลตัน  กลุมที่ 4 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับ

โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลสูงในรังไขและในเลือดปูเพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลือดปูเพศผู Mab ที่ผลิตได

เปนอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG1 12 โคลน ชนิด IgG2b 1 โคลน และชนิด IgM  1 โคลน   MAb ที่ผลิตไดสามารถ

จับกับไวเทลลินและ  ไวเทลโลเจนินที่ถูกทําใหเสียสภาพไดดีกวาไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่อยูในสภาพ

ธรรมชาติ และสามารถนํามาใชศึกษาลักษณะโมเลกุลของไวเทลลินและไวเทลโลเจนินของปูชนิดนี้ได ซึ่งพบวา

โปรตีนไวเทลลินในรังไข  มี 2 หนวยยอย (107 และ 78 กิโลดาลตัน) สวนโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดเพศเมีย

ประกอบดวย 3 หนวยยอย ( 190, 107 และ 78 กิโลดาลตัน) 

               การตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดดวยวิธี indirect immunoperoxidase competitive ELISA 

โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่อยูในสภาพธรรมชาติ (นุชนาถ   เกษม

วงศ, 2542) เพื่อตรวจดูความสัมพันธของการเปลี่ยนแปลงไวเทลโลเจนินในเลือดระหวางการเจริญของรังไข    

พบวาระดับไวเทลโลเจนินของปูแตละตัวที่ถูกชักนําใหรังไขเจริญโดยการตัดตาทั้ง 2 ขางใหความสัมพันธ         

ในรูปแบบที่คลายกันคือ หลังจากตัดตาได 2 วัน (ระยะแรกของการเจริญของรังไข) ปริมาณไวเทลโลเจนินเฉลี่ย 

ยังอยูในระดับต่ํา และคอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ ในวันตอมา จนกระทั่งมีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงสุดในชวง 10-18 วัน 

หลังจากตัดตา และลดลงอยางรวดเร็วกอนปูวางไข  คาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทั้ง 8 ตัว อยู

ระหวาง 1-3.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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               Monoclonal antibodies (MAbs) specific to vitellin and vitellogenin of Scylla serrata were 

produced by  fusion of P3X myeloma and spleen cells of a mouse immunized with denatured crude 

ovarian extract isolated from gravid S. serrata ovaries. Hybridoma were selected by indirect 

immunoperoxidase ELISA against ovarian extract, followed by dot-blot against native and denatured 

protein from ovarian extract, female haemolymph, male haemolymph and 2 vitellin subunits (78 and 

107 kD). Fourteen hybridoma clones were selected. After dot-ELISA and Western blot analysis these 

hybridoma clones were divided into four groups.  MAbs in the first group bind specifically with both 

78 kD and 107 kD protein subunits of the ovarian extract, MAbs in the second group bind only with 

78 kD subunit. MAbs in the third group bind only with 107 kD subunits and MAbs of the fourth group 

bind with high molecular weight protein in ovary and haemolymph.  MAbs from twelve hybridoma 

clones belong to the IgG1 subclass and one each belongs to IgM and IgG2b subclasses. All MAbs 

preferentially bind to denatured vitellin and vitellogenin. These MAbs were used for molecular 

characterization of vitellin and vitellogenin in this crab species. Vitellin derived from ovary consists of 

two subunits (107 and 78 kD), while three subunits (190, 107 and 78 kd) of  vitellogenin were found 

in the haemolymph. 

               Indirect immunoperoxidase competitive ELISA using monoclonal antibodies specific to 

native  vitellin and vitellogenin (Nuchanath Kasemwong, 1999) was applied for determination of 

vitellogenin levels in haemolymph in order to determine the alteration of vitellogenin in the 

haemolymph during ovarian development. From 2 days after eye-ablation (early vitellogenesis), 

vitellogenin was detected at low levels then gradually increased to their zenith during 10-18 days 

and abruptly dropped to a low level few days before spawning. The maximum vitellogenin 

concentration of individual crab ranged from 1 to 3.5 mg/ml. 
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อนุเคราะหวัสดุอุปกรณที่ใชในการศึกษา 
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               ขอขอบคุณ ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความ

อนุเคราะหใหใชไนโตรเจนเหลวตลอดการศึกษา 
               ขอขอบคุณทบวงมหาวิทยาลัยที่ใหทุนการศึกษาในโครงการพัฒนาอาจารยสาขาขาดแคลน  
               ขอขอบคุณ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยมหาวิทยาลัย ที่ไดใหทุนอุดหนุนการวิจัย 
               สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม ที่ใหความสนับสนุน และเปนกําลังใจใหเสมอมา 













บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

               ปูทะเล Scylla serrata (Forskal, 1775) มีการแพรกระจายตวัอยูในภาคใต และฝง

ตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะบริเวณที่เปนพืน้ทีป่าชายเลน และบริเวณปากแมน้ํา ปูทะเล

จัดเปนสัตวทีม่ีคุณคาทางเศรษฐกิจของไทยชนิดหนึ่ง มีผูนิยมนํามาบริโภคเปนอาหารกนัอยาง

กวางขวาง เนือ่งจากเนื้อมีรสชาดดี  และมีความตองการบริโภคอยางสูงในหลาย ๆ ประเทศ ไดแก 

มาเลเซยี สิงคโปร ใตหวัน และฮองกง (Liong, 1993) โดยจะนยิมกนิไขของปูทะเลเพศเมีย และ

เนื้อของปทูะเลเพศผูเพราะมีกามใหญ อัตราการจําหนายปทูะเลของประเทศไทยในแตละป อยู

ในชวง 4,200-6,200 ตัน มีมลูคา 168.4-496.0 ลานบาท (Pripanapong และ Tongdee, 1988) ปู

ทะเลที่ใชในการบริโภคในปจจุบันไดมาจากการจับตัวเต็มวัยจากธรรมชาติโดยตรง หรือนําลกูปู

จากธรรมชาติมาเลี้ยงใหเปนตัวเต็มวัย แลวจึงนํามาขาย เห็นไดวาปูทะเลทั้งที่บริโภคในประเทศ

และสงเปนสนิคาออกทุกวนันี ้ สวนใหญไดจากธรรมชาติทัง้สิ้นทําใหในปจจบุันประชากรปูทะเล

ของประเทศไทยมีปริมาณลดนอยลง และยังพบวาปูทะเลที่จับไดในปจจุบันมีขนาดตวัเล็กลง

หลังจากป 2532 ตามรายงานขนาดของปูทะเลที่จับไดในจังหวัดระนองและจงัหวดัใกลเคียงใน

ระหวางป 2532-2536 (ชลธี, 2533; สุภาพ, 2536; สุภาพ, 2539 อางถงึใน บรรจง เทียนสงรัศมี 

และคณะ, 2541) นอกจากนี้ยังมีปจจัยอืน่ทีท่ําใหปูทะเลมีขนาดลดลง ไดแก การลดลงของจํานวน

ปาชายเลนซึง่เปนที่อาศัยและแหลงหากนิของปทูะเล รวมทั้งสิง่แวดลอมของปาชายเลนที่

เปลี่ยนแปลงไป (Liong, 1993) ขอมูลดังกลาวเปนตัวบงชี้วามีการใชทรัพยากรปทูะเลอยางหนกั 

จนเกนิกาํลังทีป่ระชากรปูทะเลในธรรมชาติจะมีการเจรญิทดแทนไดทนัดังนั้นจงึมีผูใหความสนใจ

ศึกษาเกีย่วกับชีววทิยาการสบืพันธุ รวมทัง้นิเวศวทิยาของปูทะเล เพือ่นําขอมูลไปใชประโยชนใน

การเพาะเลี้ยงโดยมีวัตถุประสงคเพื่อผลิตปูทะเลใหมีมากพอกับการบริโภคและเปดโอกาสให

ประชากรปูทะเลในธรรมชาติไดมีโอกาสฟนตัว  

 

               การเพาะเลี้ยงปูทะเลยังอยูในขัน้เริ่มตน และยังไมประสบความสาํเร็จเทาการเพาะเลี้ยง

กุง การเพาะเลี้ยงปทูะเลยงัมีอุปสรรคอีกหลายขัน้ตอน เนื่องจากไมสามารถติดตามการเจริญของ

รังไขปูในระยะตนโดยดูจากภายนอกไดเชนในกุง ดังนัน้การติดตามการเจริญของรังไขโดยเฉพาะ

ในระยะตน ๆ จําเปนตองฆาแมป ูการศึกษาการเจริญของไขในสัตวกลุม decapod นี้ทาํไดหลาย

แบบ เชน การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสีของรังไข โดยมองผานกระดอง (carapace) ซึ่งวธิีนี้

ใชไดกับเฉพาะในกุง เพราะม ี carapace บาง การศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายในรงัไขโดยใช
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เทคนิคทางเนือ้เยื่อวิทยา (histology) และ/หรือ อิมมโูนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) 

นอกจากนีก้ารเจริญของรังไขสามารถตรวจสอบไดโดยการวัดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไวเทลโล

เจนินในเลือดได (ศิวาพร และคณะ, 2537; Byard และ Aiken, 1984; Okumura และคณะ, 1992; 

Lee และคณะ, 1996; Lee และ Chang, 1997) เนือ่งจากในขณะที่รังไขมีการเจริญจะตรวจพบ

โปรตีนในเลือด ที่เรียกวา ไวเทลโลเจนิน  (vitellogenin)  ซึ่งพบเฉพาะในเลือดของเพศเมีย  

(female specific protein)  ที่มกีารเจริญของรังไขเทานัน้ ไมพบในเพศผูและเพศเมยีที่รังไขยงัไมมี

การเจริญ (Kerr, 1969; Tom, และคณะ, 1987b)  ไวเทลโลเจนนิเปนสารตั้งตนของไวเทลลิน  

(vitellin)  ซึ่งเปน  lipoglyco-carotenoprotein ที่สะสมในเซลลไขที่กําลงัมีการเจริญ โดยเปน

โปรตีนที่เปนองคประกอบหลักของไขแดง (Kerr, 1969) ดังนั้นไวเทลลินและไวเทลโลเจนินจงึมี

ความเหมือนกนัในดานอิมมโูน (Wolin และคณะ, 1973; Fyffe และ O’ Connor, 1974) 

กระบวนการสรางและสะสมไขแดงนี้เรียกวา ไวเทลโลเจนซีิส (vitellogenesis)  

 

               จากการศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของครัสตาเชียนพบวามทีั้งชนิดที่สรางภายใน     

รังไขเอง (Dehn และคณะ, 1983; Yano และ Chinzei,1987; Quackenbush, 1989; Browdy 

และคณะ, 1990; Lee และ Watson, 1995) และชนิดที่มีการสรางจากแหลงอื่นนอกรังไข (Kerr, 

1969; Tom และคณะ, 1987a; Rani และ Subramoniam, 1997)  แลวปลอยออกสูกระแสเลือด 

จากนั้นถูกนาํเขาสะสมในเซลลไขที่กําลังมกีารเจริญในรูปของไวเทลลนิโดยวธิ ี endocytosis 

(Wallace และคณะ, 1967; Horn และ Kerr, 1969; Derelle และคณะ, 1986; Chang และคณะ, 

1994) ซึ่งพบกระบวนการนี้ในสัตวมีกระดูกสันหลงัที่ออกไข รวมทัง้แมลงสวนใหญดวยเชนกัน 

(Carlson, 1988) ขอมูลเกี่ยวกับแหลงที่สงัเคราะหไวเทลโลเจนนิและกลไกการสะสมไวเทลลนิของ

ปูทะเลยงัไมมขีอสรุปที่ชัดเจน แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาในกุงพบวาการเจริญของรังไข

สัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด (Byard และ Aiken, 1984; Lee 

และ Chang, 1997) ดังนัน้จึงเชื่อวาการติดตามการเปลี่ยนแปลงระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของ

แมปูจะสามารถบงชี้ระยะการเจริญของรังไขไดโดยไมตองฆาแมป ู ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

วางแผนและจดัการการเพาะเลี้ยงปทูะเลเพื่อผลิตลูกปูวยัออน การศึกษาครั้งนี้จะศึกษาติดตาม

การเจริญของรังไขปูทะเลโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิ

ในการตรวจวดัปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลอืดของปูทะเล โดยคาดวาจะนาํขอมูลที่ไดไปใช

ประโยชนในการติดตามการเจริญของรังไขเพื่อคัดเลือดแมปูทะเลที่อยูในระยะที่เหมาะสมสําหรับ

การเพาะฟกลกูปูวัยออนตอไป ซึ่งเปนวธิีหนึง่ที่เปนทางเลือกที่ดีกวาการสังเกตสีและขนาดของรัง

ไขเพราะสามารถติดตามการเจริญพันธุของปูทะเลโดยไมตองเปดกระดองแมปู นอกจากนีก้าร
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คนพบความสมัพันธระหวางการเจริญของรังไขกับระดับไวเทลโลเจนนิในเลือดไดนั้นจะนําไปสู

ความเขาใจวงจรการสืบพนัธุของปูทะเลได 

  

              ดังนัน้การศึกษาในครั้งนี ้ จะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไว

เทลโลเจนินทีถู่กทาํใหเสยีสภาพ และนําไปใชในการวัดปริมาณไวเทลโลเจนนินในเลอืดของปูทะเล

ที่มีการเจริญของรังไขในระยะตางๆ 
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 
 

               1. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินของปูทะเล 

Scylla serrata (Forskal, 1775) 

               2. เพื่อพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลอืดปูทะเลโดยวิธ ี enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) 

               3. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับการเจริญของรังไข

ระยะตางๆ ของปูทะเลทีถู่กชกันําใหรังไขเจริญโดยการตัดตา 
 
สมมติฐานของการศึกษา 
 

               การเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมีความสมัพันธกับการเจริญของรัง

ไขระยะตางๆ ของปูทะเล Scylla serrata (Forskal, 1775) 



บทที่ 2 
 

สอบสวนเอกสาร 
 

2.1 อนุกรมวธิานของปูทะเล Scylla serrata (Forskal, 1775) 
               ปูทะเล  S. serrata มีลําดับทางอนุกรมวธิานดังนี ้

               Kingdom Animalia 

                              Phylum Arthropoda 

                                             Subphylum Crustacea 

                                                            Class Malacostraca 

                                                                           Order Decapoda 

                                                                                          Suborder Pleocyemata 

                                                                                                         Infraorder Brachyura 

                                                                                                                        Family Portunidae 

 

               ปูทะเลเปนปูชนิดเดียวในครอบครัว Portunidae ที่อาศัยอยูในปาชายเลน จึงมชีื่อสามญั

วา  mud crab หรือ mangrove crab 

               Keenan และคณะ (1998) ไดศึกษาปทูะเลในสกุล Scylla ในทะเลแดง (Red Sea) และ

ทะเลในเขตอินโดแปซิฟก (Indo-Pacific) สามารถจําแนกปทูะเลในสกุล Scylla ไดเปน 4 ชนดิ 

ไดแก  Scylla serrata (Forskal, 1775), Scylla olivacea (Herbst, 1796), Scylla 

tranquebarica (Fabricius, 1798), และ Scylla paramamosain Estampador, 1949 โดยใช

ความแตกตางของเอนไซม (allozyme)ซึ่งจะสามารถบงบอกถึงสภาพจีโนไทป (genotype) ของ

แอลลีล (allele) ที่ควบคุมเอนไซมนัน้ได และใชความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 

(gene) ที่อยูบนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mitocondrial DNA) 2 ยีน คือ cytochrome oxidase I 

และ 16s RNA  ประกอบกบัการวิเคราะห 

ขอมูลทางดานสัณฐานวทิยา (morphometry) 

               Klinbunga และคณะ (2000) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปูทะเล 

(genus Scylla) ในภาคตะวันออกของประเทศไทย (จังหวัดจนัทบุรี และตราด) ดวยวิธ ี randomly 

amplified polymorphic DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR) โดยใช primer 3 ตัว

คือ UBC456, UBC457 และ YNZ22 สามารถแบงแยกปูทะเลออกไดเปน 3 species อยางชัดเจน 

ไดแก ปูแดง หรือปูดํา Scylla serrata  ปูขาว S. oceanica  และปูเขียว S. tranquebarica 
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2.2 ชีววทิยาของปูทะเล 
               2.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) 

               ปูทะเลมีสวนประกอบของรางกาย คือ มีสวนหัวกับสวนอกรวมกันเรียกวา 

cephalothorax  สวนนี้จะมีกระดองหอหุมไว ลักษณะภายนอกที่สังเกตเห็นไดอยางชัดเจนคือ สวน

ทอง (abdomen) ของปูไดววิัฒนาการโดยเปลี่ยนแปลงไปเปนแผนบางๆเรียกวา จับปง พับอยูใต

กระดอง (abdomen)จับปงเปนอวัยวะทีใ่ชเปนที่อุมพยุงไขของแมป ู (ในระยะที่มไีขนอกกระดอง) 

นอกจากนีย้ังเปนอวัยวะที่ใชแยกเพศไดอีกดวย กลาวคือ ในเพศเมียจบัปงจะมีลกัษณะกวางปลาย

มนกลมกวาของเพศผูซึง่มีจบัปงรูปเรียวและแคบ กระดองของปูทะเลมีลักษณะเปนรูปไขมีสวนยาว

แคบกวาสวนกวางของกระดองดานหนา ระหวางตามีหนามแหลม 6 อันเรียงกัน และมีหนามเรียง

ทางดานนอกของตาไปทางดานซายและขวาของกระดองดานละ 9 อัน ปูทะเลมีขา 5 คู ขาคูแรกอยู

หนาสุดมีขนาดใหญมากเปนพิเศษเรียกวา กาม ปลายของกามปูแยกเปน 2 งาม มีลักษณะคลาย

คีม ใชจับเหยือ่กินและปองกันตัว สวนปลายสุดของขาคูที่ 2-4 มีลักษณะแหลมเรียกวา ขาเดนิ 

เพราะทําหนาที่ในการเดินเคลื่อนที ่สวนขาคูที ่ 5 ซึ่งเปนคูสุดทายเรียกวา ขาวายน้าํ ตอนปลายสุด

ของขาคูนี ้ มีลักษณะแบนคลายใบพาย เพื่อความสะดวกในการวายน้ํา (เสนห   ผลประสิทธิ์, 

2541) 
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ภาพที่ 2-1  ภาพวาดโครงสรางภายนอก รยางค และบริเวณตาง ๆ ของปูกลุม Branchyuran  

                  ครอบครัว Portunidae (Pechenik, 1991) 

ก.  ดานหลงั (dorsal) ข.  ดานทอง (ventral) 
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ภาพที ่2-2  ภาพถายของปทูะเล  Scylla serrata  เพศเมีย ตัวเต็มวัย 

               ก. ดานหลัง (dorsal) 

               ข. ดานทอง (ventral) 
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               2.2.2 อวัยวะรบัความรูสึก (Sense Organ) 

               ตาของปูทะเลเปนตารวม ประกอบดวยตาเลก็ ๆ เปนจาํนวนมาก ซึ่งไวตอส่ิงเคลื่อนไหว

ที่อยูรอบตัว และยังมกีานตาชวยในการชลููกตาออกมาภายนอกเบา และหดกลับเขาไปไดทําใหมัน

มองเหน็สิง่ตาง ๆ รอบตัวไดดียิ่งขึ้น ปูบางชนิดสามารถมองเห็นไดไกลถึง 20-30 กิโลเมตร ปู

สามารถไดยนิ และสรางเสยีงไดหลายแบบ เชน การเกี้ยวพาราส ี ปูเพศผูจะเรียกรองความสนใจ

ของปูเพศเมยีโดยใชกามตพีืน้ หรือส่ันขาเดิน เพื่อใหเกิดเสียงดงั ปูแตละชนิดจะมีเสียงเฉพาะ

ภายในชนิดของตัวเอง สําหรับการดึงดูดเพศตรงขาม หรือการขมขูคูตอสู ปูมีขนแข็ง (bristle) และ

ขน (hair) ทําหนาที่รับความรูสึกสัมผัส  bristle มักพบทัว่ตัว แตจะพบมากบริเวณขาเดิน  ทํา

หนาที่รับสัมผัสพื้นผวิ หรือวัสดุที่แข็ง สวน hair มีความไวในการรับสัมผัสกระแสน้ํา นอกจากนีปู้ยงั

ใช smell detector ที่มีอยูบน antennae และขาเดินในการหาอาหาร และเมื่อ smell detector ซึ่ง

มีอยูบนขาเดินไดรับสัญญาณเคมีจากอาหาร กามหนบีจะจับอาหารเขาปากทันทีอยางสมัพนัธกนั 

ซึ่งปูไดอาศัยการทํางานรวมกันของอวัยวะรับความรูสึกเหลานี้ในการหาอาหาร การผสมพันธุและ

การหลบหลีกจากศัตรู (Poore และ Taylor, 2000) 

 
ภาพที ่2-3  โครงสรางของ chemosensory hairs ซึ่งเรียกวา aesthetascs ที่อยูบน antenna ของ

กุง lobster Panulirus sp. (ก.) (Barnes, 1987) ภาพ SEM ของ chemoreceptive 

setae บนผิวลาํตัวของ banded coral shrimp Stenopus hispidus x230 (ข.) และ

บนขาเดินของกุง lobster (ค.) (Harrison and Humes, 1992) 
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               2.2.3 ชีววทิยาการสืบพนัธุของปูทะเล ( Reproduction Biology ) 

 

                (1) การจับคู และการผสมพันธุ (Copulation and Mating)  

 

               ปูทะเลเพศผูจะจบัคูกับเพศเมยีที่มีความสมบรูณทางเพศพรอมที่จะสืบพนัธุโดยปทูะเล

เพศผูจะเกาะอยูดานบนของปูทะเลเพศเมียและใชขาเดิน (pereopods) คูที ่  2-4 กอดรัดเอาไว ปู

ทะเลเพศผูที่จบัคูอยูจะรอจนกระทั่งปทูะเลเพศเมียลอกคราบ แลวจงึทาํการผสมพันธุ โดยจับปู

ทะเลเพศเมียที่อยูดานลางหงายเอาดานทองขึ้น และสวนของจบัปง (abdomen) ของปูทั้งคูจะเปด

อาออกเพื่อผสมพันธุ ปูทะเลเพศผูจะผสมพนัธุกับปูทะเลเพศเมยีที่ผานการลอกคราบภายใน

ระยะเวลาไมเกิน 48 ชั่วโมง โดยจะสอดอวัยวะเพศ (pleopod) และปลอยถุงน้ําเชือ้ 

(spermatophore) ผานเขาไปในแองเก็บน้าํเชื้อ (sperm receptacle) ของปูทะเลเพศเมีย สเปรม

จะมีชีวิตอยูในปูทะเลเพศเมยีไดหลายเดือน การผสมพันธุนี้อาจใชเวลามากกวา 8 ชั่วโมง หลังจาก

การผสมพนัธุปูทะเลเพศเมยี จะคว่ําตัวอยูในสภาพปกติ และอาจอยูกับปูทะเลเพศผูอีก 2 –3 วัน

จนกระทั่งกระดองแข็งแลวจงึแยกออกมา (สุรชาติ และคณะ, 2538) 

 

               (2) การวางไข และการเจริญของตัวออน (Spawning and Larval Development) 

 

               ปูทะเลเพศเมยีมพีฤติกรรมอพยพออกจากชายฝงไปสูทะเลลึก เพื่อหาทีว่างไขในทะเล

หลังจากที่ไดรับการผสมพนัธุจากปทูะเลเพศผู และไขมีการเจริญเต็มที่แลว  พบวาปูทะเลเพศเมยี

จะออกไปวางไขหางจากชายฝงประมาณ 30-50 กิโลเมตร และอยูในระดับน้าํลึก 300 เมตร การ

วางไขของปทูะเลในแตละครั้ง จะใหไขคราวละไมต่ํากวา 2 ลานฟอง (Cheewasedtham, 1989)  

ปูทะเลเพศเมยีเมื่อสรางไขในกระดองจนถงึระยะสุดทายแลว  จะปลอยไขออกมาผสมกับน้าํเชือ้  

โดย Fielder and Heasman (1978) อางถงึใน ชลธี (2539) กลาววา ปูทะเลเพศเมียจะปลอยไข

ออกมาผานทอนําไข (oviduct) และไขจะถูกปฏิสนธโิดยสเปรมทีถู่กเก็บไวระหวางการผสมพนัธุ ไข

ที่ถูกผสมแลวจะออกมาติดอยูตรงรยางคสวนทอง (pleopods)  ซึ่งติดอยูกับสวนปลองทอง ปลอง

ที ่2-5  รวม 4  คู โดย pleopods จะมีขนยาวอยูเปนจํานวนมาก และไขจะออกมาตดิกับขนเหลานี้ 

ไขที่ติดอยูนอกกระดองจะมกีารแบงเซลลและเจริญเปนเอ็มบริโอ (embryo) แลวจึงฟกออกเปนตัว

ออน (larva) ระยะซูเอีย (zoea) ภายในเวลา 2-4 สัปดาห และมีการเจริญตอไปอีกประมาณ 10-12 

วัน จึงเขาสูตัวออนระยะเมกาโลปา (megalopa) ซึ่งมีความยาวประมาณ 4.5 มิลลิเมตร มีลักษณะ

คลายปูมากขึน้ ตัวออนของปูในระยะนีจ้ะมีการอพยพเขาใกลชายฝงทะเลมากขึ้นซึ่งอาศัยทัง้การ

วายน้ํา และกระแสน้ําพัดพาใหกลับเขาสูชายฝง ระยะนี้ใชเวลาประมาณ 8-10 วัน จึงจะมกีาร
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เจริญไปเปนลูกปูทะเลระยะแรก (1st crab instar) มีลักษณะเหมือนปูทะเลตัวเต็มวัย ขนาดความ

กวางของกระดองประมาณ 3-5 มิลลิเมตร ระยะนี้ลูกปูจะเริ่มจมตัวลงสูพืน้ดิน และพากันอพยพ

กลับเขาไปอาศัยหากิน และหลบภัยอยูในบริเวณปาชายเลน 

 

 
ภาพที ่2-4 ตัวออนในระยะซเูอีย  (ก.) และ ตัวออนระยะเมกาโลปา (ข.) (Pechenik, 1991) 

 

                (3) การเจริญของรังไข  (Ovarian Development) 

   

             ในปทูะเลเพศเมียเมื่อถึงวัยเจริญพันธุและมีความสมบูรณเพศ (sexual maturity) รังไขจะ

เจริญและเปลี่ยนแปลงอยางมาก จากการศึกษาพบวารังไขของปทูะเลที่มีอายุยงัไมถึงวัยเจรญิ

พันธุมักจะมีลักษณะเปนเสนยาวและใสไมมีส ี แตเมื่อถึงวยัทีพ่รอมจะไดรับการผสมพันธุแลว  รัง

ไขจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งเราสามารถสงัเกตเห็นไดดวยตาเปลาเมื่อเปดกระดองปูออก 

เนื่องจากรังไขจะมีการเปลีย่นแปลงสภาพทางสัณฐานภายนอกรวมทั้งสีและขนาด ปูทะเลที่เร่ิมจะ

มีความสมบูรณทางเพศ รังไขจะเริ่มเปลี่ยนแปลงจากที่ไมมีสีกลายเปนสีขาวหรือสีน้าํตาลออน

ตามลําดับ จากนัน้รังไขจะเริ่มขยายตัวเนือ่งจากมีการสะสมอาหารภายในเซลลไข (oocyte) และ

รังไขจะมีการเปลี่ยนแปลงสแีละขนาดตอไป กลายเปนสีเหลืองสมและสีสมแดงตามลําดับ ซึ่งใน

ขั้นนี้จะเปนขัน้ตอนการเจรญิขั้นสุดทายของรังไข Quinn and Kojis (1987) และ Heasman, 1985 

อางถงึใน ชลธี, 2539 ไดตั้งขอสังเกตวา การเปลี่ยนสแีละขนาดของรังไขจะไมมีความสมัพนัธกบั

ขนาดของปทูะเล และจากการศึกษาของ Prasad and Neelakantan, 1989 อางถึงใน ชลธี, 2539 

เกี่ยวกับขนาดของปูทะเลเพศเมียที่มีระบบสืบพันธุสมบรูณและสามารถผสมพนัธุได จะมีขนาด
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ตั้งแต 80 มิลลิเมตร ขึ้นไป สําหรับปูทะเลเพศเมยีทีม่ีขนาดความกวางกระดองระหวาง 91-100 

มิลลิเมตร พบวามีความสมบูรณทางเพศ โดยการศึกษาในครั้งนี้แบงระยะการเจริญของรังไขตามส ี 

ขนาดและลักษณะของรังไขตามใชวิธีของ Quinn and Kojis  (1987) ซึ่งแบงการเจริญของรังไข

ของปูทะเลได 5 ระยะ ดังนี ้

 
ระยะที ่ 1 รังไขจะมีขนาดเล็ก ลักษณะเปนเสนบางใส 
ระยะที ่ 2 รังไขจะมีขนาดเล็ก ลักษณะสีขาวขุนหลังจากนั้นจะเปลีย่นเปนสีน้าํตาล

ออน 
ระยะที ่ 3 รังไขขยายขนาด มีรอยหยัก และมีสีเหลืองออน 
ระยะที ่ 4 รังไขขยายใหญมากขึ้น มีรอยหยกัเพิม่ และมีสีเหลืองสม ปกคลุมประมาณ 

1/2-3/4 สวนของตับ-ตับออน (hepatopancreas) 
ระยะที ่ 5 รังไขเจริญเต็มที ่ขยายขนาดเกือบเต็มกระดอง มีสีสมหรือสมแดง ปกคลุม

สวนของตับ-ตับออนเกือบหมด 

   

             (4)  การเจริญของไข (oocyte development) 

 

               แบงออกเปน 2 ระยะใหญ ๆ (Harrison และ Humes, 1992) ไดแก 

               1.  ระยะ Previtellogenesis ปนระยะที่มกีารสะสมโมเลกุลหลายชนดิในเซลลไขเกิด

กิจกรรมหลายอยางของออรกาเนลในไซโตพลาสซึม  อัตราการสรางไรโบโซม และ rough 

Endoplasmic Recticulum (RER) สูงมาก 

               2. Vitellogenesis เปนระยะทีม่ีการสรางและสะสมไขแดง (yolk) และจากการศึกษา

ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาใน decapods บางชนิด มีการเคลื่อนที่ของสารภายใน

นิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซมึ ซึ่งปรากฏการณนี้อาจจะเปนการสงผาน RNA หรือ mRNA จาก

นิวเคลียสสูไซโตพลาสซึม และยังมีลกัษณะบางอยางที่สามารถนํามาใชบงบอกวาไขอยูในระยะที่

มีการสรางและสะสมไขแดง (vitellogenic oocyte) เชน microvilli ที่ยืน่ออกมาจากเซลลไขจํานวน

มาก 
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               กระบวนการสรางและสะสมไขแดง หรือไวเทลโลเจนีซีส (vitellogenesis) เปน

กระบวนการทีส่ําคัญซึ่งเกิดขึ้นระหวางการเจริญของไข (oocyte) ในสัตวกลุมครัสตาเชียนซึ่งมไีข

ชนิดที่มีไขแดงสะสมอยูในไซโตพลาสซึมของโอโอไซตจํานวนมาก (polylecithal egg) ไขแดง

ประกอบดวย น้ํา โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และสารอาหารอืน่ ๆ ที่จําเปนสาํหรบัการเจริญของ

เอ็มบริโอ สวนประกอบของไขแดงจะแตกตางกนัไปในสัตวแตละชนิดโปรตีนหลักที่สะสมใน

ระหวางกระบวนการสะสมไขแดงของไขที่กําลังเจริญ คือ ไวเทลลนิ(vitellin) หรือไลโปไวเทลลนิ 

(lipovitellin) ไวเทลลนิเปนโปรตีนที่มีขนาดใหญ และมีน้าํหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยโปรตีน

หนวยยอย (subunit) จํานวนตั้งแต 2-11 หนวยยอย ซึ่งแตละหนวยยอยจะมีน้าํหนกัโมเลกุลอยู

ระหวาง 40-200 กิโลดาลตัน  ขึ้นอยูกับชนิดของครัสตาเชียน (Eastman-Reks and Fingerman, 

1985) จากรายงานการศึกษาในครัสตาเชียนขณะที่รังไขมีการเจริญจะตรวจพบโปรตีนในเลือดซึง่

เปนสารตั้งตนของไวเทลลนิ เรียกวา   ไวเทลโลเจนิน (vitellogenin) โดยจะพบเฉพาะในเลือดของ

เพศเมีย (female specific protein) ที่รังไขกําลังมกีารเจริญเทานั้น ไมพบในเพศผูและเพศเมียทีรั่ง

ไขยังไมมีการเจริญ (Kerr, 1969; Tom, Goren and Ovadia, 1987b) และจากการศึกษาแหลง

สรางไวเทลโลเจนินของครัสตาเชียนพบวามีทั้งชนิดที่สรางภายในรังไขเองและ/หรือสรางจากแหลง

อ่ืนนอกรงัไข (heterosynthetic vitellogenesis) เชน ตับ-ตับออน เนื้อเยือ่ไขมันใตผิวหนัง 

(subepidermal adipose tissue) จะมีการสรางออกมาในรูปของไวเทลโลเจนนิ หลงัจากนัน้ปลอย

ออกสูกระแสเลือด และถูกนําเขาสะสมในรังไขที่กาํลงัมีการเจริญในรูปของไวเทลลินหรือไลโปไว

เทลลิน (Kerr,1969) สวนรายงานการศึกษาในครัสตาเชียนที่พบวาไวเทลลนิสรางภายในรังไข มี

ดังนี ้

 

               Lui และ O’ Connor (1976) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของกุง crayfish Procambarus 

sp.  โดยบมรังไขในอาหารเลี้ยงทีม่ ี 3H leucine และแยกโปรตีนจากสารสกัดรังไขโดย 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) และ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) จากนัน้ตรวจวัด 3H leucine บนเจลที่ไดจากการทาํอิเล็กโตร

โฟรีซีสโดยวธิ ี densitometry และเทียบกบั densitometric tracing ของไวเทลลนิที ่ purify แลว

พบวารังไขสามารถสังเคราะหไลโปไวเทลลนิไดเอง ซึ่งในปตอมา (1977) ศึกษาโดยใชเทคนิค

เดียวกนัพบวารังไขของปูแสม (lined shore crab) Pachygrapsus crassipes สามารถสรางไว

เทลลินไดเชนกัน 
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               Eastman-Reks และ Fingerman (1985) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของปูกามดาบ 

Uca pugilator โดยติดตามการสรางไวเทลลินดวย 4,5-3H leucine แยกโปรตีนโดย PAGE และ 

SDS-PAGE พบวารังไขเปนแหลงสรางไวเทลลนิเชนกนั  

 

               Yano และ Chinzei (1987) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลินของกุงคุรุมะ (kuruma) 

Penaeus japonicusโดยการนําเนื้อเยื่อรังไขและตับ-ตับออนบมในอาหารเลี้ยงทีม่ ี14    

C-amino acid และติดตามการสังเคราะหไวเทลลินดวยวิธีอิมมูโนอิเลก็โตรโฟรีซีส 

(immunoelectrophoresis) และ SDS-PAGE (sodium dodesyl-polyacrylamide gel 

electrophoresis) พบวาเฉพาะรงัไขเทานัน้ที่สามารถสรางไวเทลลนิได 

 

               Rankin และคณะ (1989) ศึกษาอัตราการสรางโปรตีนของรังไข และตับ-ตับออนระหวาง

การเจริญของรังไขใน South American white prawn Penaeus vannamei ดวยวธิ ี

radiolabelled amino acid (14C leucine) จากนัน้ตวจสอบผลโดยวิธี autoradiography พบวา

เฉพาะรงัไขที่เปนแหลงสรางโปรตีนไวเทลลิน 

   

             Browdy และคณะ (1990) ศึกษาการสรางไวเทลลนิของรังไขในกุง Penaeus 

semisulcatus โดยนํารังไขทีอ่ยูในระยะตาง ๆ มาบมในอาหารเลี้ยงที่ม ี 14C  leucine และตรวจวัด

โปรตีนไวเทลลินที่สรางโดยรังไขดวยวิธ ี radioimmunoprecipitation พบวาปริมาณการสรางไว

เทลลินมีความสัมพนัธกับระยะของรังไขเมื่อรังไขมีเซลลไข (oocyte) ที่มีขนาดอยูระหวาง 100-380 

μm และยังพบวารังไขมีเซลลไขที่มีขนาด 100-300 μm สามารถสรางไวเทลลนิไดถึง 40-60% 

ของโปรตีนทัง้หมดที่รังไขสรางขึ้น 

  

              Lee และ Walker (1995) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ lipoprotein I และ II ซึ่ง 

lipoprotein 2 รูปนี้ไดพบและแยกไวโดย Lee และ Pupione, 1988 เพื่อใชศึกษาแหลงสรางไวเทล

โล-เจนนิของเนื้อเยื่อรังไข และตับ-ตับออนของปู  Callinectes sapidus  ดวยวิธอิีมมูโนไซโตเค

มิสทรี พบวาเฉพาะรงัไขที่สามารถสรางไวเทลลนิไดเนื่องจากพบปฏิกิริยาทางอิมมูโนตอไลโปไว

เทลลินเกิดขึ้นในเซลลไขที่กาํลังมกีารเจรญิเทานั้น 

 

               Lee และ Watson (1995) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของปูมา Callinectes sapidus 

โดยนําเนื้อเยือ่รังไข ตับ-ตับออน และเหงือกมาบมใน 35S methionine จากนัน้นาํเนื้อเยื่อไปสกัด 
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และตรวจสอบคุณลักษณะโดย SDS-PAGE, Western blotting และ autoradiography พบวารัง

ไขเปนแหลงสรางไวเทลลิน 

 

               ครัสตาเชียนชนิดที่มีการสรางไวเทลลนิจากแหลงอืน่นอกรังไขมีรายงานการศึกษาโดย 

Wolin และ คณะ (1973) ไดศึกษาติดตามการนาํเขาของไลโปไวเทลลินของเซลลไขโดยใชสารเรือง

แสงในปูกามดาบ (fiddler crab) Uca pugilator  กุง crayfish Cambarus clarkii และปูแมงมุม 

(short-clawed spider crab) Libinia emarginata พบวาเกิดพิโนไซโตซีส (pinocytosis) ของไล

โปไวเทลลนิโดยเซลลไขที่กําลังมีการเจริญ 

 

               Paulus และ Laufer (1987) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของเนื้อเยื่อตับ-ตับออนของ 

green crab Carcinus maenas และ short-clawed spider crab Libinia emarginataโดย

วิธีอิมมูไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) และพบเซลลที่เชื่อวาทําหนาที่สรางไวเทลโลเจนิน

ในตับ-ตับออน ซึ่งเรียกวา vitellogenocytes   

 

               Tom และคณะ (1987a) ศึกษาโดยใชวธิีอิมมูไซโตเคมิสทรี และรายงานวาพบสารตั้งตน

ของไวเทลลนิในเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงัของกุง Parapenaeus longirostris. 

 

               Charniaux-Cotton และ Payen (1988) ไดรวบรวมขอมูลแหลงสรางไวเทลโลเจนินซึง่ได

จากการศึกษาดวยวิธีตางๆ ไดแก  autoradiography โดยบมเนื้อเยื่อไวในอาหารทีม่ี 14C-leucine-

labelled และ immunofluorescence รายงานวาไขมัน (fat body) ของ Orchestia gammarella 

(amphipod), Porcellio dilatatus (isopods), Idotea balthica และกุง Palaemon serratus เปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนิน โดยที ่ fat body จะสะสมและปลอยไวเทลโลเจนินสูรังไขเฉพาะเมื่อถึง

ระยะที ่2 ของไวเทลโลเจนีซสีเทานั้น 

 

               Fainzilber และคณะ (1992) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออนของกุง Penaeus semisulcatus โดยบมเนือ้เยื่อเหลานี้ในอาหารเลี้ยงที่มี 
14C  leucine และตรวจสอบการสังเคราะหไวเทลลินโดยวิธ ี immunoprecipitation โดยใชแอนติ

ซีรัมตอไวเทลลินพบวาเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงัไมมีการสรางไวเทลโลเจนิน ในขณะที่เนื้อเยื่อตับ-

ตับออนมีการสรางไวเทลโลเจนิน และสรุปวามีอัตราการสรางที่ต่าํมาก เนือ่งจากไดนําผล

การศึกษาการสรางไวเทลโลเจนินในตับ-ตับออนมาเทียบกับรังไขซึ่งศกึษาไวโดย Browdy และ

คณะ (1990)พบวาตับ-ตับออนมีอัตราการสรางไวเทลโลเจนนินอยกวารังไขถงึ 23 เทา  
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               Han และคณะ (1994) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของกุง Macrobrachium 

nipponense ดวยวิธีอิมมูไซโตเคมิสทรี ในเนื้อเยื่อตับ-ตับออน เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั กลามเนือ้ 

และรังไข พบวาตับ-ตับออน และเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนัง เปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิจาก

ภายนอกรงัไข 

 

               Vafopoulou และ Steel (1995) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนินของ Oniscus asellus 

(isopod)โดยบมเนื้อเยื่อที่ศกึษาในอาหารเลี้ยงที่มี 3H-leucine และตรวจสอบการสังเคราะหไว

เทล-ลินโดยวธิี immunoprecipitation โดยใชแอนติซีรัมตอไวเทลลนิพบวารังไขและ fat body เปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนิน 

 

               Rani และ Subramoniam (1997) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของปูทะเล Scylla 

serrata ซึ่งเปนการศึกษาแบบ in vivo โดยใช 14C phenylalanine เปนตัวติดตามการสรางไลโปไว

เทลลินในเนื้อเยื่อรังไข เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั เนื้อเยื่อตับ-ตับออน และเลือด โดยเก็บเลือดและ

เนื้อเยื่อตาง ๆ มาตกตะกอนโปรตีนโดยใช trichloroacetic acid จากนัน้นําโปรตนีไปแยกใน 3-

MM Whatman chromatography paper discs (filter-paper disc method) และตรวจวัด 

isotope บนกระดาษโดย Liquid Scintillation Counter พบวาเนื้อเยื่อรังไข เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออน สามารถสรางไวเทลโลเจนินไดโดยขณะที่รังไขมีการเจริญอยูในระยะที ่ 1 

พบวาเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั และเนื้อเยือ่ตับ-ตับออน มีการสรางไวเทลโลเจนนิในระดับที่สูงกวา

ในรังไข ในการเจริญของรังไขในระยะที ่ 2 ระดับของ 14C phenylalanine ในรงัไขเพิ่มสูงขึน้อยาง

มาก ในขณะที่ในเลือดมีระดับ 14C phenylalanine ลดลง ดังนั้นจงึสรุปวา เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออน มีบทบาทในการสรางและสงมาตามกระแสเลือดเพื่อเขาสะสมเปนไว

เทลลินในรังไข 

               Lee และ Chang (1999) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii โดยใชวิธอิีมมูไซโตเคมสิทรี และเทคนิค tracer พบวาเนื้อเยื่อตับ-

ตับออน เกิดปฏิกิริยาทางอิมมโูนกับแอนติบอดีตอไวเทลลนิในทุกระยะของการเจริญของรังไข 

ในขณะทีพ่บปฏิกิริยาทางอิมมูโนกับแอนตบิอดีตอไวเทลลินของเซลลไขเฉพาะในระยะที่มกีาร

สะสมไขแดง (vitellogenic phase) เทานัน้ และจากการติดตามการสรางไวเทลโลเจนนิโดยบม

เนื้อเยื่อใน 14C -glycine จากนั้นนํามาตรวจสอบผลโดยวิธ ี immunoprecipitation พบวาเฉพาะ

สารสกัดจากตบัออนที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัมตอไวเทลลิน ดังนัน้จึงสรุปวา ตับ-ตับออนเปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนินที่สาํคัญ 
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               ในปเดียวกนั (1999) Chen  และคณะ ศึกษาโดยใช mRNA ของไวเทลโลเจนนิในการ

ติดตามแหลงสรางไวเทโลเจนินของ M. rosenbergii โดยวิธ ีNorthern blot และพบวาเนื้อเยื่อตับ-

ตับออน เปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิ เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Lee และ Chang (1999)   

 

               Tsutsui และคณะ (2000) ไดติดตามแหลงสรางไวเทลโลเจนินใน Penaeus japonicus 

(kuruma prawn) โดยวธิ ีNorthern blot และ In situ hybridization ดวย mRNA ของไวเทลโลเจ

นิน ของกุงชนดินี้ และไดแบงระยะการเจรญิของรังไขตามคาดัชนีรังไข (GSI) ดังนี ้GSI เทากับ 0.2-

0.5% เปนระยะ previtellogenesis (ระยะที ่ 1) GSI เทากับ 1.2-3.7% เปนระยะ early 

exogenous vitellogenesis (ระยะที ่ 2) GSI เทากับ 4.4-7.2% เปนระยะ late exogenous 

vitellogenesis (ระยะที ่3) และ GSI เทากับ 7.7-8.9% เปนระยะ late exogenous vitellogenesis 

(ระยะที ่4)  พบ mRNA ที ่code ไวเทลโลเจนินทัง้ในเซลลฟอลลิเคิล และเซลลของตบั-ตับออนของ

กุงเพศเมียที่อยูในระยะที่มกีารสรางและสะสมไวเทลลนิ (vitellogenic female) และระดับของ 

mRNA ที่พบในรังไขมีคาสูงที่สุดในระยะที ่ 2 และลดลงอยางรวดเร็วในระยะที ่ 3 และ 4 ในขณะที่

ในตับ-ตับออนปริมาณ mRNA มีคาเพิ่มสูงขึ้นในระยะที ่ 2 จนกระทัง่ถึงระยะที ่ 3 และเริ่มลดลงใน

ระยะที ่4  แสดงวากุงชนิดนี ้

มีการสรางไวเทลโลเจนิภายในรังไขกอนทีจ่ะมีการสรางจากตับ-ตับออน 

 

               (5) การควบคุมไวเทลโลเจนซีีสในครัสตาเชียน 

 

               การสังเคราะหไวเทลโลเจนินและไวเทลลนิในสัตวกลุมครัสตาเชียน อยูภายใตการ

ควบคุมของฮอรโมนหลายกลุม เชน ฮอรโมนยับยั้งการเจริญของรังไข หรือการสะสมไขแดงของรัง

ไข (Gonad or Vitellogenesis Inhibiting Homone, GIH or VIH) ฮอรโมนนี้สรางจาก X-organ 

และเก็บสะสมใน sinus gland ซึ่งอยูในกานตา โดยจากการศึกษาทีผ่านมาพบวาในกุงและปชูนดิ

ตางๆ มีฮอรโมนยับยั้งการสะสมไขแดงของรังไขอยูในสวนของกานตา เมื่อมีการทําลายกานตา จะ

มีผลทําใหเกิดการเจริญของรังไขอยางรวดเร็ว (Anikumar and Adiyodi, 1980)  

 

               วิมล สุขตั้งมั่น และคณะ (2539) พบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิของกุงกามกราม M. 

rosenbergii  คอย ๆ ลดลงถึงระดับตํ่าสุด หลังจากฉีดสารสกัดจากกานตากุง แสดงวาในสารสกัด

จากกานตามสีารที่ยับยั้งการสังเคราะหไวเทลโลเจนิน และเมื่อเวลาผานไป 28 ชั่วโมง ระดับไวเทล

โลเจนนิเพิม่สูงขึ้นจนใกลเคยีงกับระดับไวเทลโลเจนินเมือ่เร่ิมตนทดลอง   
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               Meusy และคณะ (1987) ศึกษา VIH ในครัสตาเชียนโดยวิธ ี dot-immunobinding, 

ELISA และอิมมูโนไซโตเคมิสทรี  และพบวาโครงสรางของ VIH ไมไดเปนแบบที่เฉพาะเจาะจง

สําหรับ ครัสตาเชียนชนิดใดชนิดหนึ่ง เนื่องจากเขาพบวาแอนติซีรัมตอ VIH ของ Homarus 

americanus สามารถทาํปฏิกิริยาขามกับสารสกัดจากตอมไซนัสของ Palaemonetes varians, 

Palaemon serratus, M. rosenbergii, Carcinus maenas และ Porcellio dilatatus   

 

               Quackenbush และ Keeley (1988) พบวาสารสกัดหยาบจากกานตาของกุง Penaeus 

setiferus สามารถยับยั้งการเพิ่มน้าํหนักของรังไขของปูกามดาบ Uca pugilator ที่ถูกตัดตาได  

 

               นอกจากนี้ยงัสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนเมื่อทาํการศึกษาในสภาพ in vitro ของ

รังไขของปูกามดาบ Uca pugilator ที่ถูกตัดตา 

 

               Chen และ Chen (1994) พบวากระบวนการสรางและสะสมไขแดงของกุงกุลาดาํ 

Penaeus monodon ถูกกระตุนไดโดยการตัดตา ซึ่ง 80% ของกุงทีต่ัดตาจะวางไขหลังจากตัดตา

แลว 7 วัน  

 

               Lee และ Watson (1995) พบวาเมื่อใสสารสกัดจากกานตาในอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อรังไข

ของปู Callinectus sapidus สารสกัดจากกานตามีผลยับยั้งการสังเคราะหโปรตนีตาง ๆ ในสวน

ของเนื้อเยื่อรังไข โดยผลของการยับยัง้นัน้ขึ้นอยูกับปริมาณของสารสกัดจากกานตาดวย 

 

               สวน VIH ของครัสตาเชียนมีรายงานวา มีขนาดอยูระหวาง 2-7.5 กิโลดาลตัน VIH ของ  

Homarus americanus ประกอบดวยกรดอะมิโน 77 ตัว (ขนาด 9.135 กิโลดาลตัน) (Soyez และ

คณะ, 1991) 

 

               ฮอรโมนอีกกลุมหนึ่งที่เกีย่วของกับกระบวนการไวเทลโลเจนีซีสและออกฤทธิ์ตรงขามกบั 

VIH คือ ฮอรโมนกระตุนพฒันาการหรือการสะสมไขแดงของรังไข (gonad or vitellogenesis 

stimulating hormone, GSH or VSH) ซึ่งเปนฮอรโมนที่พบในสารสกัดจากสมองและปมประสาท

สวนอกของกุง Paratya compressa และสารสกัดนี้สามารถกระตุนการเจริญของรังไขได 

(Takayanagi และคณะ, 1986) 
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               Eastman-Reks และ Fingerman (1984) พบวาสารสกัดจาก thoracic ganglion ซึ่ง

เปนแหลงสราง VSH ของปูกามดาบ Uca pugilator เพศเมียสามารถกระตุนใหรังไขเจริญอยาง

รวดเร็วโดยการออกฤทธิ์ของฮอรโมนในการกระตุนจะแปรผันไปตามระยะการเจริญของรังไข  

ดังนัน้จึงบอกไดวา VSH มีความสมัพนัธกบัระยะการเจริญของรังไข นอกจากนี้ยงัพบวาเมื่อตัดตา

ปูสามารถกระตุนการเจริญของรังไขได จากขอมลูที่ไดในปูกามดาบนี้เปนขอมูลที่ชวยสนบัสนุน

สมมติฐานทีว่าการเจริญของรังไขในสัตวกลุม decapod ถูกควบคุมโดย VIH และ VSH 
 
2.3 การศกึษาเกี่ยวกับความสมัพันธระหวางปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลอืดกับการเจริญ
ของรังไขในครัสตาเชยีน  (ตารางที ่2-2) 

 

               ศิวาพร ลงยันต และคณะ (2537) ไดประเมินความแนนอนของวธิ ี competitive ELISA 

ในการวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด โดยสุมตัวอยางเลือดกุงตะกาด Metapenaeus affinis มา

ตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินดวยวธิ ี competitive ELISA โดยใชแอนติซีรัมที่จําเพาะตอไว

เทลลินหรือแอนติซีรัมที่จาํเพาะตอไวเทลโลเจนิน ซึ่งทาํในถาด ELISA ที่ตางกนัในเวลาตาง ๆ กัน

พบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในแตละครั้งจะมีคาใกลเคียงกันในแตละตวัอยางเลือดที่

ใชถึงแมวาจะใชแอนติซีรัมทีแ่ตกตางกนักต็าม ดังนัน้จึงเชื่อวาวิธทีี่ใชตรวจหาปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือดโดยใชแอนติซีรัมทั้ง 2 ชนิดมคีวามแนนอนมากพอสมควร หลังจากนัน้ไดศึกษาระดบั

ไวเทลโลเจนนิในเลือดกับการเจริญของรังไขของกุงตะกาด Metapenaeus affinis ดวยวิธี 

competitive ELISA พบวาไวเทลโลเจนนิมีปริมาณต่ําในกุงที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1 (0.193 + 

0.167 mg/ml) แตจะเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆในระยะที ่2-3 (2.343 + 0.906 ถึง 2.673 + 0.951 mg/ml) 

และในระยะที ่ 4 ซึ่งเปนระยะกอนวางไขระดับไวเทลโลเจนินจะลดลง (0.708 + 0.508 mg/ml) 

และผลจากการฉีดสารสกัดจากกานตาใหกุงที่ถกูตัดตาทัง้สองขางจะชกันําใหระดับไวเทลโลเจนนิ

ในเลือดเพิ่มสูงขึ้น และคอยๆลดลงดวยอตัราเร็วตาง ๆ กันจนถงึระดับตนภายใน 24 ชั่วโมง 

 

               Byard และ Aiken (1984) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางการลอกคราบ วงจรการ

สืบพันธุ และระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงลอบสเตอร Homarus americanus โดยใชเทคนิค

อิมมูโน-อีเล็กโทรโฟรีซิส (immunocleclrophoresis) และ enzyme-linked immunosorbent 

assay พบวาระดับของไวเทลโลเจนินเพิม่ขึ้นเรื่อย ๆ ระหวางกระบวนการสรางและสะสมไขแดง 

และจะเพิ่มข้ึนสูงที่สุดในชวงเวลากอนที่กุงลอบสเตอรจะวางไข โดยมคีาตั้งแต 0-12 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร นอกจากนี้ยงัพบวาในชวงฤดูหนาวซึ่งตรงกับระยะกอนการลอกคราบจะไมสามารถตรวจ

พบไวเทลโลเจนินในเลือดได 
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               Derelle และคณะ (1986) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินของกุงกามกราม 

M. rosenbergii และตรวจวัดไวเทลโลเจนินในเลือดกุงเพศเมยีโดยวธิี indirect ELISA พบวา         

ในระยะเริ่มตนของการเจริญของรังไขและในระยะสุดทายของการลอกคราบปริมาณไวเทลโลเจนิน

ในเลือดมีคาต่าํกวา 1 mg/ml สวนในระยะที่รังไขกาํลงัมีการเจริญปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมี

คาอยูในชวง 10-15 mg/ml และปริมาณไวเทลโลเจนนิจะลดลงอยางรวดเร็วกอนทีกุ่งจะวางไข 

 

               Lee และ Pupione (1988) สามารถแยก lipoprotein ในเลือดของปู Callinectes 

sapidus ไดเปน 2 รูปแบบคือ lipoprotein I และ II ซึ่ง lipoprotein II พบเฉพาะในปูเพศเมีย และ

ประกอบดวยโปรตีน 3 หนวยยอยไดแก โปรตีนที่มนี้ําหนักโมเลกุล 109, 107 และ 78 กิโลดาลตัน 

จากนั้นวัดปริมาณ lipoprotein II หลงัจากแยกดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีสแลว ดวยวิธีของ Lowry 

(Lowry’s method) พบวาปริมาณ lipoprotein II ของการเจริญของรังไขในระยะที ่ 1-8 เปนดังนี ้

ระยะที ่ 1 และ 8 เทากับ 0 mg/ml ระยะที ่ 2 เทากับ 0.1 + 0.1mg/ml ระยะที ่ 3 เทากับ 0.2 + 

0.1mg/ml ระยะที ่ 4 เทากบั 0.3 + 0.2 mg/ml ระยะที ่ 5 เทากับ 1.1 + 0.8 mg/ml ระยะที ่ 6 

เทากับ 4.1 + 2.1 mg/ml ระยะที ่7 เทากับ 0.2 + 0.1 mg/ml 

 

               Okumura และคณะ (1992) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับไวเทลโลเจนิน ในเลือดกุง 

M. nipponense โดยใชเทคนิค rocket immunoelectrophoresis พบวาระดบัไวเทลโลเจนนิ

ระหวางการเจริญของรังไขในกุงชนิดนี้มีคาตั้งแต 1-9 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร    และในปเดียวกนั  

Shafir และคณะ (1992) ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลือดและไวเทลลนิใน

รังไขระหวางการเจริญของรังไขกุง Penaeus semisulcatus โดยวิธ ี rocket 

immunoelectrophoresis พบวาระดับไวเทลโลเจนนนิระหวางการเจริญของรังไขในกุงชนิดนีม้ี

คาเฉลี่ยตั้งแต 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรถึง 0.439 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  และปริมาณไวเทลลนิข

องรังไขมีคาเฉลี่ยตั้งแต 0.0126 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัวถงึ 4.55 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว แตอยางไร

ก็ตาม ไวเทลโลเจนินในเลือดและไวเทลลนิในรังไขยงัไมมีความสมัพนัธกันในเชงิปริมาณ  

 

               Quinitio และคณะ (1994) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ steroid hormone และปริมาณ

ไวเทลโลเจนนิระหวางการเจริญของรังไขของกุงกุลาดํา Penaeus monodon โดยวัดฮอรโมนใน

เลือด รังไข และตับ-ตับออนโดยวธิ ี radioimmunoassay (RIA) และวัดไวเทลโลเจนินในเลือดโดย

วิธ ี single radial immunodiffusion ซึ่งใชระยะการเจริญของรังไขเปนหลกัโดยไดแบงการเจรญิ

ของรังไขออกเปน 6 ระยะ พบวาปริมาณฮอรโมน estradiol-17β ในเลือดสามารถตรวจวัดได

เฉพาะในระยะการเจริญของรังไขที ่5 เทานั้นโดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 30.4 pg/ml  estradiol-17β ใน
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รังไขสามารถตรวจวัดไดในระยะที ่ 3-6 โดยมีคาขึ้นลงไมคงที ่สวน estradiol-17β ในตับ-ตับออน

ตรวจวัดไดในปริมาณนอยในระยะที ่2-4 (<20-23.8 pg/g) และเพิ่มข้ึนในระยะที ่5 (752.6 pg/g) 

จากนั้นลดลงในระยะที่กุงวางไข (ระยะที ่ 6; 225.5 pg/g)  ปริมาณ progesterone ในเลือด

สามารถวัดไดในระยะที ่ 2 (49.3 pg/ml) ระยะที ่ 3 (83.3 pg/ml) มีปริมาณสงูสุดที่ระยะที ่ 4 

(137.1 pg/ml) และลดลงหลังการวางไขจนถึงระยะที ่3 (60.0 pg/ml) ปริมาณ progesterone ใน

รังไขมีคาสูงสดุอยูในระยะที ่ 5 (234.7 pg/g) ปริมาณ progesterone ในตับ-ตับออนมีปริมาณต่าํ

ในระยะที ่ 2 (103.3 pg/g) และ 3 (48.8 pg/g) แตมีคาเพิ่มข้ึนในระยะที ่ 4 (232.9 pg/g) และ 5 

(269.4 pg/g) จากนั้นมีคาลดลงหลงัจากกุงวางไข (66.2 pg/g) ปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด

สามารถวัดไดในระยะการเจริญของรังไขระยะที ่ 3 (0.441 mg/ml) และมีปริมาณเพิ่มข้ึนในระยะที ่

4 (2.640 mg/ml) และ 5 (6.973 mg/ml) จากนั้นลดลงมีคาเทากับ 2.546 mg/ml หลงัจากที่กุง

วางไข   

 

               ในป ค.ศ.1994 Lee และ Watson ไดนําไวเทลลินที่สกัดไดจากรังไขของป ูCallinectus 

sapidus ไปผลิตแอนติบอดีตอไวเทลลินเพื่อนาํไปใชในการพัฒนาวิธกีารตรวจวัดปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือดของปูเพศเมยีโดยวิธ ี ELISA ไดชวงกราฟ standard vitellin ที่เปนเสนตรงอยูในชวง 

62.5-1,500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งหาคาความไวในการตรวจวัดไดในปริมาณ 148 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตอมาในป ค.ศ.1996 Lee และคณะไดนําวิธ ีELISA ที่ไดพัฒนาขึน้ในป 1994 มาศึกษา

ความสัมพันธระหวางการเจริญของรังไขกับการเปลี่ยนแปลงปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของป ู

Callinectes sapidus  พบวาการเจรญิของรังไขระยะที ่  1  และ 2 ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไว

เทลโลเจนนนิได  แตเร่ิมวัดไดในระยะที ่3–6 (0.02+0.07 ถึง 0.14+0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ซึ่ง

ปริมาณไวเทลโลเจนนินที่ตรวจวัดไดมีปริมาณต่ํากวาคาไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในครัสตาเชียน

ชนิดอื่นๆ ที่มกีารรายงานผลมากอนหนานี ้ โดยผูทําการศึกษาอธิบายวาปูชนิดนี้ไวเทลโลเจนินถกู

สรางภายในรังไข ไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในเลือดในปริมาณต่าํและมีปริมาณเพิ่มสูงสุดหลัง

การวางไขเปนผลมาจากไวเทลลินในรังไขถูกปลอยออกมาในเลือด และจากการใชเทคนิคอิมมูโน

ฮิสโตเคมิสตรี ซึ่งใชแอนติบอดีตอไวเทลลินเพื่อระบุแหลงที่สรางและสะสมไวเทลลนิ และ/หรือไว

เทลโลเจนิน  ทําใหทราบวารังไขที่มีการเจริญอยูในระยะที ่ 1 และ 2 ไมมีไวเทลลนิสะสมอยูแตจะ

พบวามีไวเทลลินสะสมอยูในรังไขที่เจริญอยูในระยะที ่ 3–6 และไมพบปฏิกริยาทางอิมมูโนในสวน

ของเนื้อเยื่อตับ-ตับออน ซึ่งแสดงวาภายในเนื้อเยื่อตับ-ตับออนไมมีการสรางและสะสมไวเทลโลเจ

นิน   
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               Chang และ Shih (1995) ศึกษาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดระหวางการเจริญของรัง

ไขของกุงกามกราม  M.  rosenbergii โดยเทคนิค ELISA ซึ่งไดแบงระยะการเจริญของรังไข

ออกเปน 5 ระยะ พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินเริ่มวัดไดตั้งแตระยะที ่ 1 (1.82 mg/ml) และเพิ่มข้ึน

ในระยะที ่ 2 (2.12 mg/ml) หลังจากนัน้มีระดับคงที่อยูในระดับนี้จนถึงระยะที ่ 4 (ระยะที ่ 3 มีคา

เทากับ 2.05 mg/ml; ระยะที ่ 4 มีคาเทากับ 2.48 mg/ml) และมีระดบัลดลงในระยะกอนกุงวางไข

หรือกําลงัวางไข(ระยะที ่5 มีคาเทากับ 1.42 mg/ml) 

 

               Lee และ Chang (1997) ไดใชเทคนิค ELISA ตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนนิ และ

โปรตีนในเลือดในรังไข และในตับ-ตับออน ของกุงกามกราม M. rosenbergii ที่มรัีงไขเจริญอยูใน

ระยะตาง ๆ พบวาไวเทลโลเจนินในเลือดมีปริมาณต่ําในขณะที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1 

(0.05+0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และระยะที ่2 (1.19+0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นระดบั

ไวเทลโลเจนนิจะเพิ่มสูงสุดในระยะที ่ 3 (2.89+0.32 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และยังคงมีปริมาณสงู

ในระยะที ่ 4 (2.67+0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และระยะที ่ 5 (2.51+0.36 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

หลังจากนั้นพบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิลดลงจนเกือบจะตรวจวัดไมไดเมื่อใกลถึงเวลาที่กุงจะ

วางไข 

 

               Longyant (1999) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิ เพือ่

นําไปใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon โดยวิธ ี

competitive ELISA และหาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับระยะการเจรญิ

ของรังไขของกุงกุลาดาํ พบวาระดับไวเทลโลเจนินในกุงแตละตัวหลังจากชักนําใหรังไขเจริญโดย

การตัดตาแสดงความสมัพนัธที่คลายกนั โดยในวนัที ่ 2 หลังจากตัดตา (รังไขเร่ิมเจริญระยะที ่ 2 มี

คาเทากับ 1.427 + 1.701 mg/ml) ระดับไวเทลโลเจนนิในเลือดเริ่มสูงขึ้นอยางรวดเรว็ (ระยะที3่ มี

คาเทากับ 2.910 + 3.601 mg/ml) จนกระทั่งถึงจุดสงูสดุในชวง 2-5 วัน (รังไขเจริญเต็มที)่ จากนั้น

ระดับไวเทลโลเจนินจะลดลงอยางรวดเร็วประมาณ 1 วันกอนการวางไข (ระยะที ่ 4 มีคาเทากับ 

1.384 + 1.105 mg/ml) 

  

              Jasmani และคณะ (2000) ไดพัฒนาวิธ ี enzyme immunoassay (EIA) เพื่อใชตรวจวัด

ปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของกุง kuruma Penaeus japonicus  สามารถตรวจวัดไวเทลโลเจ

นินใดในชวง 1.56-100 ng/well คาความเชื่อมั่นภายในถาดเดียวกันเทากับ 6% และระหวางถาด

เทากับ 10.5% ไดแบงระยะการเจริญของรังไขโดยใชลักษณะทางเนื้อเยื่อวทิยาของเซลลไขไว 3 

ระยะ คือ previtellogenesis (เปนระยะเซลลไขอยูในระยะเริ่มตนของการแบงเซลลพบวาเซลลไข
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ในระยะนี้มีไซโตพลาสซึมนอย  พบโครโมโซมที่มาเขาคูกันจัดเรียงตัวคลายชอดอกไม และพบนิ

วคลีโอลัสอยูชดิกับเยื่อหุมเซลล) ในระยะนี้พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินมีระดับตํ่ามาก (0.14 

mg/ml) และเพิ่มสูงขึน้อยางรวดเร็วในระยะ endogenous vitellogenesis (เปนระยะทีย่อมติดสี 

periodic acid schiff) มีคา 2.93 mg/ml  และมีปริมาณสูงสุดในชวงตนของระยะ exogenous 

vitellogenesis (เปนระยะทีพ่บ yolk granule) มีคา 5.07 mg/ml และคอย ๆ ลดลงในชวงปลาย

ของระยะนี ้(3.79 mg/ml) 
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ตารางที ่2-1 การศึกษาเกีย่วกับแหลงสรางไวเทลโลเจนินของสตัวกลุมครัสตาเชียน 

Species Methods Sites of 
vitellogenesis 

References 

Procambarus sp. 

(crayfish) 

In vitro radiolabelled 

( 3H-leucine) 

OV Lui และ O’ Connor, 

1976 

Pachygrapsus 

crassipes 

(lined shore crab)  

In vitro radiolabelled 

( 3H-leucine) 

OV Lui และ O’ Connor, 

1977 

Uca pugilator 

(fiddler crab)  

In vitro radiolabelled  

(4,5-3H leucine)  

OV Eastman-Reks และ 

Fingerman ,1985 

Penaeus japonicus 

(kuruma prawn)  

In vitro radiolabelled  

(14C-amino acid) 

OV Yano และ Chinzei, 

1987  

Carcinus maenas 

(green crab) and 

Libinia emarginata 

(short-clawed spider 

crab) 

Immunocytochemistr

y 

OV, HP Paulus และ Laufer, 

1987 

Parapenaeus 

longirostris 

Immunocytochemistr

y 

SAT Tom และคณะ,  1987a 

Orchestia gammarella 

(amphipod), Porcellio 

dilatatus (isopods), 

Idotea balthica, 

Palaemon serratus  

Immunocytochemistr

y,autoradiography, 
14C-leucine-labelled, 

immunofluorescence 

Fat body Charniaux-Cotton 

และ Payen, 1988 

Penaeus vannamei In vitro Radiolabelled 

(14C leucine) 

OV Rankin และคณะ, 

1989 

OV = Ovary          HP= Hepatopancreas          SAT = Subepidermal adipose tissue 
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ตารางที ่2-1 การศึกษาเกีย่วกับแหลงสรางไวเทลโลเจนินของสตัวกลุมครัสตาเชียน (ตอ) 
Species Methods Sites of 

vitellogenesis 
References 

Penaeus semisulcatus  In vitro Radiolabelled 

(14C leucine) 

OV Browdy และคณะ, 

1990 

Penaeus semisulcatus  In vitro Radiolabelled 

(14C leucine) 

HP Fainzilber และคณะ,  

1992 

Macrobrachium 

nipponense  

Immunocytochemistr

y 

HP, SAT Han และคณะ, 1994 

Callinectes sapidus  In vitro radiolabelled  

(35S methionine)  
OV Lee และ Watson, 

1995 

Callinectes sapidus  Immunohistochemistry OV Lee และ Walker, 

1995 

Scylla serrata In vitro radiolabelled 

(14C phenylalanine)  
OV, HP, SAT Rani และ 

Subramoniam,  1997 

Macrobrachium 

rosenbergii 

In vitro radiolabelled 

(14C –glycine), 

Immunocytochemistry 

HP Lee and Chang, 

1999 

Macrobrachium 

rosenbergii 

Immunohistochemistry 

In situ hybridization 

(mRNA) 

OV, HP Chen และคณะ, 1999 

Oniscus asellus 

(Isopod) 

In vitro radiolabelled 

( 3H-leucine) 

OV, fat body Vafopoulou และ 

Steel, 1995 

Penaeus japonicus In situ hybridization 

(mRNA) 

OV, HP Tsutsui และคณะ, 

2000 

OV = Ovary          HP= Hepatopancreas          SAT = Subepidermal adipose tissue 
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ตารางที ่2-2  การศึกษาเกีย่วกับความสมัพันธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับ
การเจริญของรังไขในสัตวกลุมครสัตาเชียน 

Species Methods References 

Metapenaeus affinis Competitive ELISA ศิวาพร ลงยันต, 2537 

Homarus americanus Immunoelectrophoresi

s, Competitive ELISA 

Byard และ Aiken, 1984 

Macrobrachium 

rosenbergii 

Competitive ELISA Derelle และคณะ, 1986 

Callinectes sapidus Ultracentrifugation 

PAGE, SDS-PAGE, 

Lowry’s method 

Lee และ Puppione, 1988 

Macrobrachium 

nipponense 

Rocket 

Immunoelectrophoresis 

Okumura และคณะ, 1992 

Penaeus semisulcatus Rocket 

Immunoelectrophoresis 
Shafir และคณะ, 1992 

Penaeus monodon Single radial 

immunodiffusion 

Quinitio และคณะ, 1994 

Callinectes sapidus Competitive ELISA Lee และ Watson, 1994-1996 

Macrobrachium 

rosenbergii 

Competitive ELISA Chang และ Shih, 1995 

Macrobrachium 

rosenbergii 

Competitive ELISA Lee และ Chang, 1997 

 Penaeus monodon Competitive ELISA Longyant, 1999 

Penaeus japonicus Competitive ELISA Jasmani และคณะ, 2000 

 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ และวธิีดําเนนิการศึกษา 

 
3.1 สัตวทดลอง 
 
               3.1.1 ปูทะเล Scylla serrata ตัวเต็มวยั (ขนาดความกวางกระดอง 90-140 

เซนติเมตร) ซื้อจากตลาดเทศบาล อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ เพื่อนาํรังไขที่เจริญเต็มที่

มาสกัดไวเทลลินและซื้อจากฟารมเลี้ยง ตําบลบางแกว อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรสงคราม 

เพื่อใชในการทดลองตรวจวดัระดับไวเทลโลเจนินระหวางที่รังไขเจริญ โดยนาํปูทะเลมาเลีย้ง

ในน้าํทะเลที่มคีวามเค็ม 30 ppt อุณหภูมิ 26-28 องศาเซลเซียส ในอางพลาสติกกลมขนาด

เสนผาศนูยกลาง 35 เซนตเิมตร โดยใหเนื้อหอยแมงภู และปลาทูสดเปนอาหาร วันละ 2 คร้ัง 

เปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วัน ภาพที ่ 3-1 แสดงสภาพโดยทั่วไปของฟารมเลี้ยงปทูะเล ในจงัหวัด

สมุทรสงคราม และวิธกีารจบัปูโดยใชจั่น 
 

 
 

ภาพที ่  3-1 แสดงฟารมเลีย้งปทูะเล ตําบลบางแกว อําเภอเมือง จังหวัดสมทุรสงคราม (ก.) และ

การจับปูทะเลโดยใชจั่น (ข.) 
 

               3.1.2 หนูขาว (Swiss mouse) ซื้อจากศูนยสัตวทดลอง ศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล 
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3.2 ขั้นตอนดําเนินการศกึษา 
               ประกอบดวย 

               1.   การเตรียมสารสกัดไวเทลลนิจากรังไขของปูทะเล 

               2.   การปลูกภูมิคุมกันตอไวเทลลินทีถู่กทําใหเสียสภาพใหกบัหนูขาว  

               3.   การตรวจสอบความจาํเพาะและคุณภาพของแอนติซีรัมโดยวิธ ี double 

immunodiffusion 

               4.   การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนนิที่เสยีสภาพ 

               5.   การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลนิ และไวเทลโลเจนนิโดยวิธ ี

indirect ELISA (indirect enzyme linked immunosorbent assay) และ dot-blotting 

               6.   การตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีWestern blotting และ

ตรวจสอบ class และ subclass โดยใชชุด Mouse MonoAB ID kit (HRP) (ZYMED)  

               7.   การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ    

ไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิดวยวิธ ีcompetitive ELISA 

               8.   ศึกษาความสมัพันธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนนิกับการเจริญของรังไข (ดัง

แผนภาพที ่3-2) 
 

3.3 วิธีดําเนนิการศึกษาโดยละเอียด 
 
1.  การเตรียมสารสกัดไวเทลลินจากรงัไขของปูทะเล (ดัดแปลงจาก Longyant et al., 1999) 

               ผาตัดเอารังไขจากปูทะเลที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่5 (รังไขมีสีเหลืองสมหรือสม

แดง) และเก็บรวบรวมไวที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซยีส  บดรังไขในสารละลาย phosphate 

buffered saline (PBS) ที่ม ีethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0.5 มิลลิโมลาร ที่

อัตราสวน 1 กรัมตอ 2 มิลลิลิตร บดดวย homogenizer (Janke & Kunkel) จนละเอียด 

จากนั้นนํามาปนที ่10,000 g ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ีแยกเอาสวนไขมนั

และตะกอนทิง้ แยกสวนสารละลายสีเหลอืงสมสวนหนึง่ไปหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ 

Bradford (Bradford, 1976) โดยเปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีนมาตรฐานของ bovine serum 

albumin (BSA) ปรับความเขมขนของสารละลายเปน 10 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร แบงใส

หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูม ิ–20  
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แผนภาพที ่3-2 แสดงสรุปข้ันตอนดําเนนิการศึกษา 
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องศาเซลเซยีส นาํสารสกดัไวเทลลินบางสวนไปทําใหเสียสภาพโดยตมกับ treatment buffer 

(ภาคผนวก ข) ในอัตราสวน 1: 1 เปนเวลา 1 นาท ีและกอนทีจ่ะนําไปปลูกภูมิคุมกนัใหกับหนู

ขาว ตองกําจดั SDS และ mercaptoethanol ใน treatment buffer โดยนํามาทํา dialysis ใน 

phosphate buffered saline(PBS) ที ่4 องศาเซลเซยีส 4 คร้ัง เปนเวลา 2 วัน 

 

2.  การปลกูภูมิคุมกันตอไวเทลลนิที่ถกูทําใหเสียสภาพใหกับหนูขาว (ดัดแปลงจาก 

Goding, 1983) 

               นําสารสกัดไวเทลลินที่เสยีสภาพผสมกับ complete Freund’s adjuvant ใน

อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาทางชองทองของหนูขาวปริมาณ 0.5 มิลลิกรัมตอตัว หลังจากนัน้ฉีดซ้ําอีก 

2 คร้ัง ทุกๆ 2 สัปดาห  โดยการฉีดครั้งที ่ 2 จะผสมไวเทลลนิทีเ่สียสภาพกับ incomplete 

Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1:1 และฉีดครั้งที ่ 3 และ 4 โดยไมตองผสม adjuvant หนึ่ง

สัปดาหหลังจากฉีดครั้งที ่4 เก็บเลือดจากแองเลือดบริเวณเบาตาหนูขาว (retroorbital plexus) 

จากนั้นนําเลือดไปปนที ่ 5,000 g เปนเวลา 15 นาท ี แยกสวนทีเ่ปนซีรัมเก็บไวที่อุณหภูมิ –70 

องศาเซลเซยีส นําซีรัมของหนูแตละตัวไปตรวจสอบความจาํเพาะและคุณภาพโดยวิธ ี  double 

immunodiffusion 

 
3.  การตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพของแอนติซีรัมโดยวธิ ี double 
immunodiffusion  
(ดัดแปลงจาก Longyant et al., 1999) 

               เทวุน 1.2 % ที่ละลายใน PBS ลงบนแผนสไลดปริมาตร 4.5-5 มิลลิลิตร ปลอยทิง้ไว

ใหเยน็จนวุนแข็งตัว และเจาะวุนเปนหลมุตามแบบในแผนภาพที ่ 3-3 หยอดแอนติซีรัมที่

ตองการทดสอบลงในหลุมแถวกลางปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ หยอดแอนติเจนชนิดตางๆ  

คือ  สารสกดัไวเทลลินจากรังไขในสภาพปกต ิ และเสียสภาพ  เลือดปูทะเลเพศเมียที่มกีาร

เจริญของรังไขอยูในระยะที ่ 5   เลือดปูทะเลเพศผู ปริมาณหลุมละ 10 ไมโครลิตร บมไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ในกลองชืน้ทีม่ีฝาปด เปนเวลานาน 48-72 ชั่วโมง ตรวจดูลักษณะ

ของแนวตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจน ลางโปรตนีสวนที่ไมเกิด

แนวตะกอนออก โดยแชในสารละลาย PBS หลายๆ คร้ัง ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 

48-72 ชั่วโมง นําไปยอมดวย 0.1% Coomassie brillant blue ที่ละลายใน 50% methanol 

และ 10% acetic acid เปนเวลา  4-6 ชั่วโมง และลางดวย destain I (50% methanol, 10% 

acetic acid) (ภาคผนวก ข) จากนัน้ลางตอดวย destain II (5% methanol, 7% acetic acid) 

(ภาคผนวก ข) จนกระทั่งวุนใส นําไปทําใหแหงโดยชุด gel air drying (BIO-RAD) หนูขาวตัวที่
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ใหผลของปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจนที่ดทีี่สุดจะถูกนํามาใชในขั้นตอนของการผลิตโม

โนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

 

 
 

แผนภาพที ่ 3-3  แสดงรูปแบบการหยอดแอนติซีรัมจากหนูแตละตัว และแอนติเจนชนิดตาง ๆ  ลง

ในหลุมบนวุนสําหรับการทาํ double immunodiffusion 

 
O(N) = Native ovarian extract O(SDS) = Denatured ovarian extract 

F = Female haemolymph M = Male haemolymph 

 
= Mouse anti-vitellin antisera   
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4.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดตีอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนินที่เสียสภาพ (แผนภาพที่ 3-4) 

  

              วิธีการทํา cell fusion ในการศกึษาครั้งนี้ไดปรับปรุงพัฒนามาจากวิธีของ Köhler และ 

Milstein (1976) ซึ่งไดอธิบายไวโดย Mosmann และคณะ (1979) ทาํโดยฉีดสารสกัดไวเทลลนิเขา

ชองทองหนูขาวตัวที่ใหผลของปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจนที่ดีที่สุด กอนทํา fusion 3 วัน 

สวน myeloma cell  (P3X)1 ตองเลี้ยงใหไดจํานวนเซลลประมาณ 2X107 เซลล  จากนัน้นาํ spleen 

cell ของหนูขาวมาเชื่อมรวมกับ myeloma cell โดยใช polyethyleneglycol (PEG) 40% หลงัจาก 

fusion นําเซลลกระจายเลีย้งใน selective medium (HAT medium ประกอบดวย hypoxanthine, 

aminopterin, thymidine, 20% fetal calf serum ใน RPMI medium ซึ่งม ี1% mouse red blood 

cell เปน feeder layer)  ใน 96 well culture plate ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 21 

plate บมไวในตูบมเลี้ยงเซลลภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5%  อุณหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1-2 สัปดาห ตรวจดูการเจริญของ hybridoma cell ใน 96 well culture plate 

ดวยกลองจุลทรรศนแบบ inverted microscope เพื่อนําไปคดัเลือกตอไป โดยหลังจากการ

คัดเลือก  hybridoma โคลนที่ผลิตแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนินจะถกู reclone อยาง

นอย 2 คร้ัง ดวยเทคนิค limiting dilution (Eshhar, 1985) เพื่อใหแนใจวาเปน monoclone ของ 

hybridoma 

 

               4.1  การเกบ็เซลลแชแข็ง (cell freezing) (ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

               หลงัจากเก็บ hybridoma conditioned media และตรวจสอบความจาํเพาะของแตละ 

hybridoma clone โดยวิธ ี indirect ELISA และ dot-blotting แลว เก็บเซลลที่อยูในชวงทีม่ีการ

เจริญดีของโคลนที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิ และไวเทลโลเจนิน โดยนําไปปนที ่ 1,000 

g เปนเวลา 5 นาท ีดูด media ทิ้ง เติม 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่เจือจางใน RPMI ที่

แชไวที ่4 องศาเซลเซียส แบงใสหลอดเก็บเซลล (cryotube) หลอดละ 1 ลานเซลลในปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร เก็บที ่–70 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชั่วโมง จากนัน้จงึยายไปเก็บไวในไนโตรเจนเหลว

ตอไป 

                                                           
1 ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมูโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
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แผนภาพที ่3-4  แสดงการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและ ไวเทลโลเจนินที่เสีย

สภาพ 
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               4.2  การละลายเซลล (cell thawing) เพื่อนํามาเลี้ยงใหม (ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

               นําหลอดที่เกบ็เซลลออกจากถงัไนโตรเจนเหลว และนําไปแชในน้าํอุณหภูม ิ 37 องศา

เซลเซียสทันท ีจนกระทัง่อาหารเลี้ยงเซลลละลาย ใช pasteur pipette ดูดเซลลในอาหารเลี้ยงจาก

หลอดเก็บเซลลไปใสใน RPMI medium ที่ไมม ี serum ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจากนั้นนําไปปนที ่

1,000 g เปนเวลา 5 นาท ีดูดสวนที่เปนของเหลวทิง้ กระจายเซลลจากสวนที่เปนตะกอนใน RPMI 

medium ที่ม ี 10% fetal calf serum และยายลงจานเลี้ยงเชื้อขนาด 25 มิลลิลิตร บมไวในตูบม

เลี้ยงเซลลภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5%  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้ตอง

ทําการแยกเซลลที่เพิม่จํานวนขึ้นทุก ๆ 2-3 วัน 

 

                4.3  การผลิต ascites fluid จากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจ

นิน(ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

               เลี้ยง hybridoma โคลนที่ตองการผลิต ascites fluid ใหเซลลมีจํานวนมากอยูในชวงทีม่ี

การเจริญดี ดูดใสหลอดเซนตริฟวจ ปนที ่ 1,000 g เปนเวลา 5 นาท ี เท RPMI ทิ้ง เติม PBS ที่

ปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเซลลกระจายตวั นําไปฉีดเขาชองทองของหนูขาวที่ไดรับ

การฉีด pristane กอนฉีดเซลล hybridoma (ประมาณ 1 ลานเซลลตอตัว) ประมาณ 1-2 สัปดาห 

ซึ่งเปนการชวยให hybridoma เจริญไดดีในรางกายหน ู เมื่อมีการเจริญของ hybridoma cell 

ประมาณ 1-2 สัปดาห เก็บ ascites  fluid ในชองทองออกโดยเจาะชองทอง และนําไปปนแยกเก็บ

สวนที่เปน ascites fluid ไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีส 
 
5.  การคัดเลอืกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินทีเ่สียสภาพ 
 

               5.1 การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีindirect ELISA  (แผนภาพที ่3-5) 

               ใสสารสกัดไวเทลลินที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรใน PBS ปริมาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม บมทิง้ไวที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส นาน 12-24 ชั่วโมง ในกลองชื้นที่มีฝาปด 

จากนั้นลางไวเทลลินสวนเกนิซึ่งไมสามารถจับในกนหลมุไดอีกออกดวย 0.5% blotto (0.5% นมผง

พรองมนัเนย, 0.01% merthiolate, Triton X-100 และ PBS) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 

ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีใช  5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรเคลือบ

บริเวณภายในหลุมทีย่ังไมมีโปรตีนไวเทลลนิจับอยู นาน 30 นาท ี นํา hybridoma conditioned 

media ในแตละหลุมจากขอ 4   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงใน microtiter plate บมไวที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซยีส นาน 12-24 ชั่วโมง ลางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน hybridoma conditeion 

media ที่ไมไดทําปฏิกิริยาดวย 0.5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุมจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 
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15 นาท ี  ใส second antibody ไดแก goat anti-mouse IgG ซึ่ง conjugate ดวย horseradish 

peroxidase (GAM-HRP) ที่เจือจางอัตราสวน 1:1,500 ใน 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอ

หลุม อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาลาง second antibody ที่ไมได

ทําปฏิกิริยาออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที 

และลางครั้งสดุทายดวยสารละลาย PBS เติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 

0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดสี (color developer) ซึ่งไดแก O-Phenylenediamine 

dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่ละลายในซเิตรตบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย

กรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไปวดัคาดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader หลมุที่ใหคาดดูกลืนแสงสงูกวา

หลุมควบคุม แสดงวา hybridoma นั้นสรางแอนติบอด ีซึ่งจะนําไปทําการคัดเลือกตอไป 
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แผนภาพที ่3-5  แสดงการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีELISA (Indirect 

Immunoperoxidase)  



 36 

               5.2  การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ี dot-blotting (Hawkes et al., 1982 

cited in Cambell et al., 1984: 58) (แผนภาพที ่3-7) 

               หยดสารสกัดไวเทลลิน ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตัวอยางเลือดปูทะเลเพศ

เมียที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่5 และเลือดปูทะเลเพศผูทีเ่จือจาง 1:10 ที่อยูในสภาพปรกติ และเสยี

สภาพ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ตามแบบในแผนภาพที ่3-6 นําไปอบ

ที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ีแลวลาง SDS ที่อยูในแอนติเจนทีเ่สียสภาพดวย 

PBS 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ีบล็อคบริเวณอื่นบนกระดาษทีไ่มมีแอนติเจนดวย 5% blotto เปนเวลา 30 

นาท ี จากนัน้นําไปแชใน hybridoma conditioned media  ที่ตองการทดสอบซึง่เจือจางใน 5% 

blotto ที่อัตราสวน 1:20 บมไว 8-12 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 4 คร้ังๆ ละ 15 นาท ี แลวนําไป

บมใน GAM-HRP ที่ดูดซับดวยเลือดปูทะเลเพศผู 40 % (เพื่อปองกนั background ที่เกิดจากการ

จับแบบไมจําเพาะของสารละลาย GAM-HRP กับโปรตีนอื่น ๆ ในเลือด) เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 

ลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย 0.5% blotto 4 คร้ังๆ ละ 15 นาท ี และลางครั้งสุดทายดวย PBS แลว

นําไปทาํปฏิกริิยาโดยเติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่

ทําใหเกิดส ี (color developer) ในกรณีนี้ไดแก  0.03% diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB) ใน PBS ที่มีโคบอลตคลอไรด  เปนเวลา 5 นาท ี ลางดวยน้ํากลัน่หลาย ๆ คร้ัง ตรวจดู

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 

 

Ovarian 

extract 
(Native) 

Female 

haemolymph 
(Native) 

Male 

haemolymph 
(Native) 

Vitellin 

subunit 1 

(107 kD) 
Ovarian 

extract 
(Denatured) 

Female 

haemolymph 
(Denatured) 

Male 

haemolymph 
(Denatured) 

Vitellin 

subunit 2 

(78 kD) 
 

แผนภาพที ่3-6  แสดงรูปแบบการหยดแอนติเจนชนิตาง ๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
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แผนภาพที ่3-7  แสดงการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีdot-blotting 
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6.  การตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนิน 
  

              แยกโปรตีนไวเทลลินในสารสกัดจากรังไขและโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใช 

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) หรือ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)  ซึ่งการแยกโปรตีนโดย PAGE ประกอบดวย separating gel 

5% และ stacking gel 4% (ภาคผนวก ข) หรือ แยกโดย SDS-PAGE ซึ่งประกอบดวย separating 

gel 7.5% และ stacking gel 4% (ภาคผนวก ข) เมื่อทําการแยกโปรตีนบนเจลดวยกระแสไฟฟา

เรียบรอยแลว เจลสวนหนึง่นาํไปยอมเพือ่ดูองคประกอบของไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินโดยยอม

ดวยส ีCoomassie brilliant blue ยอมสวนไขมันดวย Sudan black B และยอมคารโบไฮเดรตดวย 

periodic acid Schiff (PAS) อีกสวนหนึง่นาํไปยายลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส เพื่อตรวจสอบ

ความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธ ี Western blotting 

 

               6.1  วิธกีารยอมโปรตีนดวยส ีCoomassie brilliant blue R-250 มีขั้นตอนดังนี ้  

               นําแผนเจลแชใน  0.1% Coomassie brilliant blue ที่ละลายใน 50% methanol และ 

10% acetic acid เปนเวลา 5-6 ชั่วโมง ลางสีสวนที่ตดิบริเวณอื่นที่ไมใชแถบปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นออก

ดวย destain I (50% methanol, 10% acetic acid) (ภาคผนวก ข)  เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง และลาง

ตอดวย destain II (5% methanol, 7% acetic acid) (ภาคผนวก ข) จนกระทัง่แผนเจลใส นําไป

ทําใหแหงดวยเครื่อง gel air drying  

 

               6.2  วิธกีารยอมไขมันดวย Sudan black B (ดัดแปลงจากวิธีของ Humason, 1979) มี

ข้ันตอนดังนี ้  

 

               นําแผนเจลแชใน 10% ฟอรมาลิน ทิ้งไวขามคืน เพื่อ fix แถบโปรตีนบนเจลใหอยูใน

ตําแหนงเดิม ลางดวยน้าํกลัน่ 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีแชแผนเจลใน ethyleneglycol 2 คร้ัง ๆ ละ 10 

นาท ี เพื่อใหส ี Sudan black B แทรกซึมเขาในเนื้อเจลไดดีเนื่องจากทําละลาย Sudan black B 

ดวย ethyleneglycol จากนั้นแชแผนเจลใน Sudan black B นาน 4-6 ชั่วโมง ลางดวย destain 

solution (20% acetone, 15% acetic acid) (ภาคผนวก ข) จนแผนเจลใส ลางน้าํกลั่นกอนนําไป

ทําใหแหง  
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               6.3 วิธีการยอมคารโบไฮเดรตดวยเทคนิค Periodic Acid Schiff  (PAS) (ดัดแปลงจาก

วิธีของ Humason, 1979) มีขั้นตอนดังนี ้  

               นําแผนเจลแชใน 10% ฟอรมาลิน ทิ้งไวขามคืน ลางดวยน้าํกลั่น 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีใส 

periodic acid แชไวเปนเวลา 30-40 นาท ีลางดวยน้าํกลั่น 2 คร้ังๆ ละ 15 นาท ีจากนัน้ใส Schiff 

reagent (ภาคผนวก ข) ทิ้งไวขามคนื ลางดวยสารละลายโซเดียมไบซัลไฟดจนแผนเจลใส ลางน้าํ

กลั่นกอนนาํไปทําใหแหง  

 

               6.4  Western blot (แผนภาพที ่3-8) 

               ยายโปรตีนจากแผนเจลลงสูกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยเครื่อง Trans-Blot®    

Electrophoretic Transfer Cell โดยผานกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนําแผน

ไนโตรเซลลูโลสไปแชใน 5% blotto เปนเวลา 30 นาท ี แลวบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยแชใน 

hybridoma conditioned media ของ แตละโคลน ที่เจอืจางใน 5% blotto ในอัตราสวน 1:500 บม

ไวขามคืน ลางดวย 0.5% blotto  4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีแลวนาํไปบมตอใน GAM-HRP ที่เจือจาง 

1:1,500 ใน 5% blotto ขั้นตอนตอไป ทําเชนเดียวกับในขอ  3.2.5 ข  สําหรับแผนไนโตรเซลลูโลสที่

ไดจาก PAGE ตองตมใน 0.1% SDS เปนเวลา 1 นาท ีและลางดวยน้าํกลั่น 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

จากนั้นทําตามขั้นตอนดังกลาวขางตน 

 

               6.5  การตรวจสอบ class และ subclass ของ monoclonal antibody (แผนภาพที ่3-9) 

               ตรวจสอบโดยใชชดุ Mouse MonoAB ID kit (HRP) (ZYMED) โดยมีขั้นตอนดงันี้ 

เตรียมสารละลาย goat anti-mouse IgG ที่ละลายใน plate coating solution อัตราสวน 1:100 

(ภาคผนวก ข) จากนัน้หยอดลงในหลมุของ 96 well culture plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ

หลุม บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังๆ ละ 

10 นาท ี หลุมละ 150 ไมโครลิตร ใส hybridoma conditioned media ของ hybridoma ที่จะ

ตรวจสอบลงในคอลัมน 1-11 หลุมละ 50 ไมโครลิตร หลุม 12A ใส mouse serum เจือจาง

อัตราสวน 1:500 ใน PBS-surfactant (positive control) หลุม 12B-12E ใส subclass specific 

rabbit anti-mouse (negative control) หลุม 12F-12H ใส PBS-surfactant 100 ไมโครลิตร 

(Blank) (แผนภาพที ่3-10) บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ัง ๆ 

ละ 10 นาท ีใส typing sera (ภาคผนวก ข) แตละชนดิลงในหลมุ ๆ ละ 2 หยด (100 ไมโครลิตร) 

(แผนภาพที ่ 3-10) บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังๆ ละ 10 

นาท ี เติม goat anti-rabbit IgG-peroxidase conjugate ที่เจือจางอัตราสวน 1:4,000 ใน 5% 

blotto ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% 
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blotto 3 คร้ังๆ ละ 10 นาท ีและลางครั้งสุดทายดวยสารละลาย PBS เติม substrate ของเอ็นไซม 

peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดส ี (color developer) ซึ่งไดแก O-

Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่ละลายในซิ

เตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.5 หลมุละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที 

หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไป

วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader 
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แผนภาพที ่3-8  แสดงการตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีWestern Blot 
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แผนภาพที ่3-9  แสดงการตรวจสอบ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

                        โดยวธิ ีsandwich ELISA 
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แผนภาพที ่3-10  แสดงการหา class และ subclass ของ hybridoma conditioned media ดวย

วิธ ี  ELISA    + = positive control,   - = negative control,   O = blank 

 

               6.6  การตกตะกอนไวเทลลนิจากสารสกัดรังไข และไวเทลโลเจนนิจากเลอืดโดยใชแอน

ติ-ซีรัมตอไวเทลลิน 

               ปลูกภูมิคุมกันตอไวเทลลนิใหกบัหนูขาวจาํนวน 4 ตัว โดยทําตามขั้นตอนในขอ 2 (หนา 

29) หลังจากตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแลว นําแอนติซีรัมที่ไดจากหนทูั้ง 4 ตัวรวมกัน

ตกตะกอนไวเทลโลเจนินจากเลือดโดยผสมเลือดปูเพศเมียที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่ 5 กับแอนติ

ซีรัมที่อัตราสวน 8:1 ทิ้งไวที ่4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 คืน จากนัน้นําไปปนที ่5000 g 15 นาที 

ลางตะกอนดวย PBS 3 คร้ัง และละลายตะกอนเกบ็ไวใน PBS การตกตะกอนไวเทลลินจากสาร

สกัด   รังไข ทําเชนเดียวกนั แตใชสารสกัดจากรังไขผสมกับแอนติซรัีมที่อัตราสวน 4:1 จากนั้นนํา

โปรตีนไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิที่ตกตะกอนมาไดไปแยกเพื่อตวรจสอบขนาดโดยใช SDS-

PAGE และ Western blot (ขอ 6.4)  
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7.  การวัดปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลอืดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไว
เทลลิน และไวเทลโลเจนนิดวยวิธ ีcompetitive ELISA 
               7.1  การเกบ็ตัวอยางเลือดเพื่อตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนิน 

               หลงัจากนาํปูทะเลมาเลี้ยงเพื่อปรับสภาพรางกาย 3 วัน ตัดตาทั้ง 2 ขางเพื่อชักนาํใหรัง

ไขเจริญ ใช syringe ที่เคลอืบดวย EDTA 0.5 มิลลิโมลาร เก็บตัวอยางเลือดปูจากโคนขาวายน้ํา 

ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ตั้งแตกอนตัดตา 1 วนั และทุกๆ 2 วัน หลังจากตัดตา จนกระทั่งปูวางไข 

เก็บรวบรวมตวัอยางเลือดไวที ่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนนิโดยวธิี 

competitive ELISA ตอไป  

 

               7.2  การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดดวยวิธี competitive ELISA (แผนภาพที่ 3-11) 

               การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในครั้งนี้ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลนิและ

ไวเทลโลเจนนิ โคลนที ่71 ซึง่ผลิตโดย นุชนาถ เกษมวงศ (2542) โดยมีขั้นตอนดังนี ้ ใสสารสกัด ไว

เทลลินที่เจือจางใน PBS ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแตละ

หลุมของ maxisorp microtiter plate (NUNC) บมไวที ่ 12-24 ชั่วโมง ในกลองชื้นที่มีฝาปด 

จากนั้นลางดวย 0.5% blotto  ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีและ

ใช 5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม เคลือบบริเวณภายในหลุมที่ยงัไมมีโปรตีนไวเทลลิ

นจับอยู นาน 30 นาท ี หยอดสารสกัดไวเทลลนิทีเ่จือจางดวย 5% blotto ที่ความเขมขนดงันี ้

0.015625, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 ไมโครกรัม ตัวอยางเลือดปูทะเลเพศ

เมียทีม่ีรังไขเจริญในระยะที ่5 และตัวอยางเลือดเพศผู ซึ่งเจือจางที่คา dilution เดียวกับสารสกัดไว

เทลลินมาตรฐาน ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน microtiter plate จากนัน้เติม ascites fluid โคลนที ่

71 ที่เจือจาง 1:10,000 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไป บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-

24 ชั่วโมง ลางantigen-antibody complex ที่ไมไดเกาะที่กนหลมุออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 

150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ี  ใส second antibody ซึ่งไดแก goat anti-

mouse IgG ที ่ conjugate ดวย horseradish peroxidase (GAM-HRP) ที่เจือจางอัตราสวน 

1:1,500 ใน 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-

24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาลาง second antibody ที่ไมทาํปฏิกิริยาออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 

150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ีและลางครั้งสดุทายดวยสารละลาย PBS 

เติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดส ี (color 

developer) ซึ่งไดแก O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรที่ละลายในซิเตรตบัฟเฟอร ความเขม-ขน 0.1โมลารพเีอช 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร

ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาทหียดุปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 
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ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

microplate reader  

               เขียนกราฟเปรียบเทียบคาการดดูกลืนแสงที่ระดับความเขมขนตางๆ ของสารสกัดไว

เทลลินมาตรฐาน เลือดปูทะเลเพศเมีย และเลือดปูทะเลเพศผู  

               คํานวณหาคาไวเทลโลเจนินในเลือดโดยเปรียบเทียบกับกราฟที่ไดจากไวเทลลินมาตร

ฐาน 
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แผนภาพที ่ 3-11  แสดงการตรวจวัดระดับไวเทลโลเจนินในเลือดปทูะเลโดยวิธ ี  competitive 

ELISA 



บทที่ 4 
 

ผลการศึกษา และอภิปรายผลการศกึษา 
 

4.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินที่เสยี
สภาพ 
               หลงัจากการปลูกภูมิคุมกันดวยสารสกัดจากรงัไขที่ถูกทําใหเสียสภาพของปูทะเล

ใหกับหนูขาว 4 ตัว และไดตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติซีรัมที่ไดดวยวิธ ี  double 

immunodiffusion พบวา แอนติซีรัมจากหนทูั้ง 4 ตัวสามารถทําปฏกิิริยากับสารสกัดจากรังไข 

และเลือดปูทะเลเพศเมียที่มรัีงไขเจริญเต็มที ่  (ระยะที ่ 5)  ในสภาพธรรมชาติ และเสียสภาพ

ธรรมชาติได โดยแนวตะกอนเชื่อมตอกันสมบูรณแสดงใหเห็นวาแอนติบอดีสามารถจับกับไว

เทลลินสภาพธรรมชาติและไวเทลลนิที่ถกูทําใหเสียสภาพไดดีเชนเดียวกัน แตไมทําปฏิกิริยา

กับเลือดปูเพศผู แตจะสังเกตเห็นวาแถบปฏิกิริยาที่เกิดระหวางสารสกัดไวเทลลนิจากรังไขที่

อยูในสภาพธรรมชาติกับแอนติซีรัมจากหนูตัวที ่ 2 และ 3 ไมถึงกับเชื่อมตอกันจงึทําใหยังไม

แนใจวาแอนติบอดีจะสามารถจับกับไวเทลลินสภาพธรรมชาติและไวเทลลินที่ถกูทาํใหเสีย

สภาพไดดีเทากัน เนื่องจาก SDS ในสารสกัดไวเทลลนิทีเ่สียสภาพอาจจะแพรมามีผลทําใหไว

เทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติบางสวนเสียสภาพ จึงทาํใหเกิดแนวตะกอนเชื่อมถึงกนัได  

อยางไรก็ตามพบวาหนูตัวที ่ 4 ใหแนวตะกอนเขมและคมชัดที่สุด (ภาพที ่ 4-1) ดังนัน้จึงเลือก

หนูตัวที ่4 ไปใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

  

              จากการทาํ fusion ระหวางเซลล P3X myeloma กับเซลลมามของหนูตวัที ่ 4 และ

คัดเลือก hybridoma clone ในขั้นแรกโดยวิธ ีELISA สามารถคัดเลือก hybridoma clone ที่

ผลิตแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยากับสารสกัดจากรังไขไดดีจํานวน 121 โคลน จากนั้นนํามา

คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธ ีdot-blot เพื่อตรวจสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได

ตอสารสกัดไวเทลลินจากรงัไขไวเทลโลเจนินจากเลือดปูเพศเมียที่มีรังไขเจริญเต็มที ่ และเลือด

ปูเพศผูที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ และถูกทาํใหเสียสภาพ  รวมทั้งตอหนวยยอยของไวเทลลนิ 2 

หนวยยอย พบวาสามารถคดัเลือก hybridoma clone ไดจํานวน 14 โคลน ซึ่งผลิตแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอสารสกัดไวเทลลินจากรังไข และไวเทลโลเจนนิจากเลือดตัวเมียทีม่ีรังไขเจริญ

เต็มที่ในสภาพธรรมชาต ิ และถูกทาํใหเสียสภาพ  และสามารถแบงความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ไดเปน 4 กลุม คือ  
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ภาพที่ 4-1 การตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแอนติซีรัมของหนูขาว 4 ตัวที่ถูกปลูกภูมิคุมกันดวย 

                 สารสกัดรังไขที่เสียสภาพธรรมชาติ ตอแอนติเจนตางๆ โดยวิธีอิมมูโนดิฟฟวชั่น 

 

O(N) =   Native ovarian extract M =   Male haemolymph 

O(SDS) =   Denatured ovarian extract F =   Female haemolymph 

1-4 =  Anti-vitellin antiserum ของหนูตัวที่ 1-4   
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กลุมที ่1 แอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินทัง้ 2 หนวยยอย มีจํานวน 3 โคลน ไดแก

โคลน SSVS-20, SSVS-27, SSVS-32.3 กลุมที ่2 แอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยที่มนี้ําหนกั

โมเลกุล 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 6 โคลน ไดแกโคลน SSVS-10, SSVS-25, SSVS-32.7, SSVS-

42, SSVS-71 และ SSVS-120  กลุมที ่3 แอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินที่มี

น้ําหนกัโมเลกลุ 107 กิโลดาลตัน มีจํานวน 4 โคลน ไดแกโคลน SSVS-11, SSVS-16, SSVS-19, 

SSVS-38 และกลุมที ่4 ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญที่อยูในสารสกัดรังไข แต

ไมจับกับโปรตีนในเลือดปทูะเลเพศผู มีจํานวน 1 โคลน ไดแกโคลน SSVS-86 (ภาพที ่4-2  และ

ตารางที ่4-1) 

               แสดงวาไวเทลลนิเปนองคประกอบที่เปน immunodominant ในสารสกัดจากรังไข

เนื่องจาก hybridoma สวนใหญสรางแอนติบอดีตอไวเทลลิน แตอยางไรก็ตามมีองคประกอบอื่น ๆ 

ในรังไขดวยทาํใหไดโคลนที ่SSVS-86 

 

               จากการศึกษาความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธ ีWestern blot โดย

แยกโปรตีนจากสารสกัดรังไข และเลือดของปูทะเลเพศเมียดวย PAGE พบวาโมโนโคลนอล-

แอนติบอดีทุกโคลนไมสามารถจับกับแถบของโปรตีนได ซึ่งไมสอดคลองกับผลที่ไดจาก dot-blot ที่

โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับไดทัง้โปรตีนในสภาพธรรมชาติและเสียสภาพ คาดวา

เนื่องจากในระหวางกระบวนการของการหยดแอนติเจนที่อยูในสภาพธรรมชาติลงบนกระดาษไน

โตร-เซลลูโลสและทําใหแหงมีแอนติเจนบางสวนเสยีสภาพธรรมชาติทาํใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดีสามารถจับได ทัง้นี้เพราะหลังจากทาํใหโปรตีนที่แยกมาโดย PAGE และยายลงบน

กระดาษไนโตร-เซลลูโลสเสียสภาพธรรมชาติดวยการตมกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน 1% SDS 

แลว พบวาโมโน-โคลนอลแอนติบอดีทุกโคลน ยกเวนโคลนที ่86 (SSVS-86) สามารถจับกับแถบ

โปรตีนเดียวกนัทัง้ในสารสกดัจากรังไข และเลือดของปูทะเลเพศเมยี ซึ่งเปนแถบของ 

lipoglycoprotein  ทัง้นี้เนื่องจากแถบนี้ติดสี Coomassie blue, PAS และ Sudan black B (ภาพ

ที ่4-2 A, B, และ C)แตไมจับกับโปรตีนของเลือดปูเพศผู สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่86 

(SSVS-86) จับกับโปรตีนทีม่ีขนาดใหญในสารสกัดรังไขและในเลือดปูทะเลเพศเมยี  
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ภาพที่  4-2  การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได (SSVS-….)  โดยวิธี dot-blot 

O =   Native (บน) and denatured (ลาง) ovarian extract 

F =   Native (บน) and denatured (ลาง) female haemolymph 

M =   Native (บน) and denatured (ลาง) male haemolymph 

1 =   Vitellin 107 kD subunit 2 =    Vitellin 78 kD subunit 

 

หมายเหตุ  :  โคลนที่  25.7  กับ  25.12  เปนโคลนเดียวกัน 
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ภาพที่  4-3   การตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดย PAGE ของสารสกัดรังไข (a; 20 

μg/lane) และเลือดปูทะเลเพศเมีย (b; 50 μg/lane) ยอมดวย Coomassie blue (A),  PAS 

(B),  Sudan black B (C)  และ  Western blot  ของสารสกัดรังไข  (a;  0.8 μg/lane) และ

เลือดของปูทะเลเพศเมีย (b; 80 μg/lane) ซึ่งยอมดวย MAb โคลนตาง ๆ ที่เปนตัวแทนของทั้ง 

4 กลุม ไดแก SSVS-20 (D), SSVS-25 (E),  

                         SSVS-38 (F) และ SSVS-86 (G) 
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               โปรตีนไวเทลลนิจากสารสกัดรังไข และไวเทลโลเจนนิจากเลอืดของปูทะเลเพศเมีย

แยกโดย SDS-PAGE และนําเจลมายอมสี Coomassie brilliant blue พบวาไวเทลลนิจากรัง

ไขของปูทะเลประกอบดวย 2 หนวยยอย (subunit) ที่มนี้ําหนกัโมเลกลุ 107 กิโลดาลตัน และ

หนวยยอยทีม่นี้ําหนกัโมเลกลุ 78 กิโลดาลตัน สวนไวเทลโลเจนนิในเลอืดของปูทะเลเพศเมีย

ไมสามารถตรวจพบโดยการยอมสี Coomassie brilliant blue เนื่องจากมีปริมาณของไวเทล

โลเจนนิในเลือดต่ํามาก และไมสามารถเพิม่ปริมาณโดยใชตัวอยางเลอืดมาก ๆ ได เพราะใน

เลือดมี haemocyanin อยูในปริมาณมากจึงมีผลตอการเคลื่อนที่ของโปรตีนชนิดอื่น ดังนัน้จึง

ใชวิธ ีWestern blot เพื่อศึกษาคุณลักษณะและความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

ไวเทลโลเจนนิในเลือดตอไปและจากผลของ Western blot พบวาความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอหนวยยอยของไวเทลลิน สอดคลองกับผลที่ไดจากวธิ ีdot-blot คือมีโม

โนโคลนอลแอนติบอดีแบงเปน 4 กลุมตามความจาํเพาะ ดังนี ้ 

               (1)โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินทัง้ 2 หนวยยอยที่ม ี

น้ําหนกัโมเลกลุ 107 และ 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 3 โคลน  

               (2)  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยที่มีน้าํหนักโมเลกุล 78 กิโลดาลตนั  

มีจํานวน 6 โคลน  

               (3)  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยที่มีน้าํหนักโมเลกุล 107 กิโลดาล

ตัน มีจํานวน 4 โคลน  

               (4)  โมโนโคลนอลผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญที่อยูในสารสกัดรัง

ไข และในเลือดปูทะเลเพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลอืดปูทะเลเพศผู จํานวน 1 โคลนซึ่งไดเลือก

ตัวแทนกลุมละ 1 โคลนมาแสดงดังนีก้ลุมที ่1 - SSVS-20  

                 กลุมที ่2 - SSVS-25 

                 กลุมที ่3 - SSVS-38  

                 กลุมที ่4 - SSVS-86  

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่20 (SSVS-20) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ทั้ง 2 หนวยยอย (107 และ 78 กิโลดาลตัน) และสามารถจับกับโปรตนีในเลือดของปูทะเลเพศเมยี

ที่มีขนาดเทากบัหนวยยอยทีม่ีน้ําหนักโมเลกุล 107 กิโลดาลตันของไวเทลลินในรังไข แตไม

เกิดปฏิกิริยากบัแถบโปรตีนที่มีขนาด 78 กิโลดาลตัน ทั้งนี้อาจเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

SSVS-20  นี้มีแรงจับ (binding affinity) ตอหนวยยอยขนาด 78 นอยกวา SSVS-25 และอาจ

ประกอบกับในเลือดของปูทะเลที่มีรังไขเจริญเต็มที่ (ระยะที ่5) มีปริมาณของหนวยยอยขนาด 78 

กิโลดาลตันนอย เพราะในระยะนี้ไวเทลโลเจนินในเลือดสวนใหญไดเขาสะสมเปนไวเทลลินใน    รัง

ไขแลว 
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               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่25 (SSVS-25) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ที่มีน้าํหนกัโมเลกุล 78 กิโลดาลตัน และสามารถจับกับโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศเมียที่มีขนาด

เทากัน  แตปฏิกิริยาเกิดไมชัดเจน เนื่องจาก haemocyanin ในเลือดมีปริมาณมากและอยูตําแหนง

ที่ตรงกับหนวยยอย 78 กิโลดาลตันพอดทีาํใหหนวยยอยนี้ถกูยายลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสไดนอย 

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่38 (SSVS-38) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ที่มีขนาด 107 กิโลดาลตนั และสามารถจับกับโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศเมียที่มีขนาดเทากนั  

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนไมจับกับแถบโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศผู 

นอกจากนีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่38 และ 20 ยังสามารถจับกับโปรตีนในเลือดปูทะเล

เพศเมียที่มนี้ําหนกัโมเลกุล 190 กิโลดาลตัน ซึ่งไมพบในรังไขโดยคาดวาแถบของโปรตีนในเลือดนี้

นาจะเปนสารตั้งตน (precursor) ของไวเทลลินในรังไขที่สรางออกมาในเลือดกอนมกีาร

เปลี่ยนแปลงขนาดและเขาสะสมในรังไข แตจะสงัเกตไดวาแถบปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นเปนแถบบาง ซึ่ง

แสดงวามีปริมาณโปรตีนนอย ทั้งนี้อาจเนือ่งจากในระยะที่รังไขมีการเจริญเต็มที ่มีการสะสมของไว

เทลลินเพียงพอแลว หนวยยอยของสารตั้งตน (น้ําหนักโมเลกุล 190 กิโลดาลตัน) จึงพบปริมาณ

นอยในเลือด 
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ภาพที่  4-4  SDS-PAGE ของสารสกัดจากรังไข (a; 4 μg/lane) เลือดปูทะเลเพศเมียและเพศผู(b&c;  80  

μg/lane)   ยอมดวย Coomassie blue (A)  และผล  Western blot  ของสารสกัดจากรังไข (a; 

0.6 μg/lane) เลือดของปูทะเลเพศเมียและเพศผู  (b&c; 50  μg/lane)  ซึ่งยอมดวย  MAb; 

SSVS-20 (B), SSVS-25 (C),SSVS-38 (D) และ SSVS-86 (E) 

 

s =     Protein marker h =    Haemocyanin 

1 =     Vitellin 107 kD subunit 2 =    Vitellin 78 kD subunit 

* =     Vitellin precursor (190 kD) O =    High molecular weight protein 
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               อยางไรก็ตามขนาดของไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิที่แนนอนตองทาํการยืนยนัโดย

การตกตะกอนไวเทลลินในสารสกัดรังไข และตกตะกอนไวเทลโลเจนินในเลือดของปูทะเลเพศ

เมียที่รังไขกําลังเจริญดวยแอนติซีรัมตอไวเทลลิน (polyclonal anti-vitellin) เพื่อใหไดไวเทลลิน

และไวเทลโลเจนินที่เขมขนมากขึ้นกอนทีจ่ะนําไปแยกโดย  SDS-PAGE  โดยเริ่มจากการ

กระตุนภูมิคุมกันหนูขาวดวยสารสกัดรังไขที่อยูในสภาพธรรมชาต ิซึง่ไดตรวจสอบคุณภาพแอน

ติซีรัมโดยวิธีอิมมูโนดฟิฟวชัน่ (ภาพที ่4-5) จากรูปแบบของแถบตะกอนที่เกดิขึ้นแสดงวาแอนติ

ซีรัมจากหนูตวัที ่ 3 และ 4 สามารถจับกบัสารสกัดจากรังไขที่อยูในสภาพธรรมชาติไดดีกวาใน

รูปเสียสภาพทัง้นี้เนื่องจากในการกระตุนภมูิคุมกันหนูคร้ังนี้ใชสารสกัดจากรังไขที่อยูในสภาพ

ธรรมชาติ เพราะคาดวานาจะใชตกตะกอนไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิซึ่งอยูในสภาพธรรมชาติ

ไดดี แอนติซีรัมจากหนทูัง้ 4 ตัว สามารถทําปฏิกิริยากบัเลือดปูทะเลเพศเมียโดยใหแนวตะกอน

ที่เขมและคมชดัทั้ง 4 ตัว ดังนัน้จงึนาํแอนติซีรัมของหนทูั้ง 4 ตัว มารวมกนัเพื่อนาํไปใช

ตกตะกอนไวเทลลินในสารสกัดจากรังไข และไวเทลโลเจนินในเลือด จากการที่แอนติซีรัมอยูใน

รูป polyclonal antibody ซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีตอโปรตีนไวเทลลินและไวเทลโลเจนิน

และแอนติเจนอื่น ๆ ที่ปะปนอยูในสารสกัดที่ใชกระตุนภูมิคุมกนัของหนูขาวทาํใหเห็นวาผล 

Western blot ที่ไดจากยอมดวยแอนติซีรัมม ี background สูงกวาผลที่ไดจากการยอมดวยโม

โนโคลนอลแอนติบอดีอยางเห็นไดชัด และจากผล Western blot ที่ยอมดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดียืนยันวาโปรตีนไวเทลลนิในรังไขมีขนาด 107 และ 78 กิโลดาลตัน สวนโปรตีนไว

เทลโลเจนินในเลือดมีขนาด 190, 107 และ 78 กิโลดาลตัน (ภาพที ่ 4-6) ซึ่งมีขนาดใกลเคียง

กับหนวยยอยของไวเทลลนิของปูมา Callinectes sapidus ซึ่งเปนปูที่จัดอยูในวงค (family) 

เดียวกนั (Lee และ Puppione, 1988) แตกรณีจากการศึกษาของ Lee และ Watson (1994-

1995) ใน Callinectus sapidus พบวาหนวยยอยของไวเทลลนิประกอบดวยโปรตีนขนาด 

188, 168, 109 และ 68 กิโลดาลตัน อาจเนื่องจากเปนปูตาง species หรืออาจเนื่องจากการใช

แอนติซีรัมซ่ึงมีแอนติบอดีตอโปรตีนอื่น ๆ ปะปนอยู ทําใหสามารถตรวจพบไดโดยใชแอนติซีรัม

เชนเดียวกนั (ภาพที ่ 4-6 B) แตจากการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะไมสามารถพบการ

จับของแอนตบิอดีตอโปรตีนเหลานี ้ จึงคาดวาโปรตีนขนาด 188 และ 168 กิโลดาลตันนาจะ

เกิดจากแอนติบอดีตอโปรตีนอื่น ๆ มากกวาที่จะเปนองคประกอบของไวเทลลนิ และจาก

การศึกษาในปูที่อยูตางวงคพบวาจํานวนหนวยยอยของไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิของปูมี

จํานวนอยูระหวาง 2-4 หนวยยอยซึง่ขนาดจะแตกตางกนัไปในแตละ species (ตารางที ่4-2) 
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              จากการตรวจสอบ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 

พบวาเปนอมิมูโนโกลบูลินชนิด IgG1 จํานวน 12 โคลน (SSVS-10, SSVS-11, SSVS-16, 

SSVS-20, SSVS-25, SSVS-27, SSVS-32.3, SSVS-32.7, SSVS-38, SSVS-42, SSVS-71, 

SSVS-120) ชนิด IgG2b จํานวน1 โคลน (SSVS-86) และชนิด IgM จํานวน 1 โคลน (SSVS-19) 

(ตารางที ่ 4-1) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสวนใหญเปนชนิด IgG เพราะแอนติบอดีที่

สรางขึ้นหลังจากการกระตุนดวยแอนติเจนตัวเดิมครั้งที ่ 2  สวนใหญจะเปนอิมมโูนโกลบูลิน

ชนิด  IgG  ซึ่งจะม ีIgM อยูเพียงเล็กนอย 

 
ภาพที่ 4-5 การตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแอนติซีรัมของหนูขาว 4 ตัวที่ถูกปลูกภูมิคุมกันดวยสารสกัด

รังไขที่อยูในสภาพธรรมชาติ ตอแอนติเจนตางๆ โดยวิธีอิมมูโนดิฟฟวชั่น 

 

O(N) =   Native ovarian extract M =   Male haemolymph 

O(SDS) =   Denatured ovarian extract F =   Female haemolymph 

1-4 =   Anti-vitellin antiserum ของหนูตัวที่ 1-4   
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ภาพที่ 4-6  SDS-PAGE ของสารสกัดจากรังไข (a), สารสกัดรังไขและเลือดตัวเมียที่ตกตะกอนดวย mouse anti-

vitellin antiserum (b&c) โดยนํามายอมดวย Coomassie blue (A) และ Western blot โดยใช 

mouse anti-vitellin antiserum (B), SSVS-20 (C), SSVS-25 (D), SSVS-38 (E) และ SSVS-86 (F) 

ความเขมขนของโปรตีน a = 4, b = 5 และ c = 6 μg/lane สําหรับการยอม Coomassie blue และ 

a = 4, b = 0.8 และ c = 3 μg/lane สําหรับ Western blot 

 

S =   Protein marker 1 & 2 =  Vitellin 107 & 78 kD subunits 

h =   Haemocyanin H & L =  Heavy and light chain 

* =   Vitellin precursor (190 kD) O =   High molecular weight protein 
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ตารางที ่ 4-1  คุณสมบัติและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน  
                   และไวเทลโลเจนิน 

 Dot-ELISA Test / Western Blot 

Hybridoma Clones Ovarian Extract Female haemolymph 
Vitellin subunits 

(kD) 
 

Class & 
Sub-class 

Native Denatured Native Denatured 107 78 

SSVS-20, 27, 32.3 IgG1 + + + + + + 

SSVS-10, 25, 32.7,  

           42, 71, 120 
IgG1 + + + + - + 

SSVS-11, 16, 38 IgG1 

SSVS-19 IgM 
+ + + + + - 

SSVS-86 IgG2b + + + + - - 

+     =     strongly bind               +     =     not strongly bind 
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ตารางที ่4-2 การศึกษาไวเทลลิน และไวเทลโลเจนินของปู 5 ชนิด 
Species Molecular weight (kD) References 

 Vn Vn subunits Vg Vg subunits  

Uca pugilator ND 123.5, 100.6 ND ND Eastman-Reks and  

Fingerman, 1985 

Pachygrapsus crassipes ND 118, 105, 83 ND ND Lui and O’ Connor, 1987 

Callinectes sapidus ND 

ND 

107, 78 

188,168, 109, 86 

ND 

ND 

190, 107, 78 

ND 

Lee and Puppione, 1988 

Lee and Watson, 1994-1995 

Potamon potamios 510 115, 105, 85 511 115, 105, 85 Pateraki and Stratakis, 1997 

Scylla serrata ND 107, 78 ND 190, 107, 78 This study 

ND     =     Not determined,          Vn     =     Vitellin,           Vg     =     Vitellogenin 
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4.2 การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและ 
ไวเทลโลเจนิน 
 

               4.2.1 การทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีcompetitive 

ELISA 

               จากการใชวธิ ี competitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไว

เทลลินที่ถกูทาํใหเสียสภาพของหนวยยอยตาง ๆ ทั้ง 2 หนวย พบวาแอนติบอดีทุกโคลนไมสามารถ

ใหปฏิกิริยาถงึจุด maximum binding ไดเมื่อเทียบกบัการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับไว

เทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติ  นอกจากนีส้ารสกัดไวเทลลินจากรังไขและเลือดจากปูทะเลเพศเมยี

ไมสามารถแทนทีก่ารจับของแอนติบอดีกับแอนตเิจนในหลุมไดอยางสมบูรณ ถึงแมจะใชสารสกัด

ไวเทลลนิมาตรฐานที่มีความเขมขนสูง (2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากโมโนโคล-นอล

แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นจากการใชไวเทลลนิที่เสียสภาพธรรมชาติเปนแอนติเจนในครั้งนี ้ ไมไดโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่จับกับไวเทลลนิหรือไวเทลโลเจนนิในเลือดของปทูะเลที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ

ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีอาจจะจับไวเทลลินในสภาพธรรมชาติไดบาง แตไมดีนัก และไมเลือกที่

จะทําใหไวเทลโลเจนนิในเลอืดเสียสภาพกอนทีจ่ะนํามาตรวจวัดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในรูปเสียสภาพ เนื่องจากโปรตีนไวเทลลินมาตรฐานทีน่ํามาทําใหเสีย

สภาพธรรมชาติโดยตมกับ SDS แลวนําไปหาปริมาณโปรตีนไมได เพราะ SDS ไปรบกวนปฏิกิริยา

ของ reagent กับโปรตีนทาํใหไมสามารถสรางกราฟมาตรฐานของไวเทลลินที่เสียสภาพได หรือถา

สามารถสรางกราฟมาตรฐานไดการทาํใหโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดเสียสภาพโดยตมกับ SDS 

กอนนาํไปทาํปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในรปูเสียสภาพ 

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกบัแอนติบอดีจะถูกรบกวนโดย SDS อีกเชนกนั หรือถาทาํใหเสียสภาพ

โดยใชความรอนอาจทําใหตัวอยางเลือดที่มีไวเทลโลเจนินมากเกิดการเกาะตัวเปนกอนไมสามารถ

วัดปริมาณไวเทลโลเจนินได นอกจากนี้ตวัอยางเลือดที่ทําในการทดลองนี้มจีํานวนมากจึงไม

สะดวกที่ตองตมทุกตัวอยาง และทุก ๆ dilution ของตัวอยางกอนตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนิน

โดยวิธ ี competitive ELISA   ดังนั้นในการศึกษาในชวงตอมาจึงไดใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติ (SSV-71) ที่ผลิตโดย 

นุชนาถ เกษมวงศ (2542) ซึ่งพบวาสารสกัดไวเทลลนิมาตรฐานและไวเทลโลเจนินในเลือดของปู

ทะเลสามารถแทนที่การจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนนี้กับแอนติเจนในหลมุไดอยาง

สมบูรณเมื่อมคีวามเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และใหเสนกราฟที่ขนานกนั สวนเลือดของปู

ทะเลเพศผูไมมีผลในการแทนทีก่ารจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับแอนติเจน ซึ่งชวงความ

เขมขนของระดับไวเทลโลเจนินในเลือดที่ตรวจวัดไดแมนยําอยูในชวงความเขมขน 0.1-4 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4-7) 
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ภาพที่ 4-7  Competitive ELISA ของไวเทลลินมาตรฐานและตัวอยางเลือดปูทะเล S. serrata เพศเมียและเพศผู

ที่ระดับเจือจางตางๆ โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี (SSV-71) ที่เจือจาง 1:10,000  ความเขมขน

ของไวเทลลินมาตรฐานเริ่มตนเทากับ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

                   Std Vn  =  standard vitellin,  HF =  female haemolymph,   HM  =  male haemolymph 
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               4.2.2 การประเมนิความแมนยาํของวิธ ี competitive ELISA ในการวัดปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือด 

               จากการสุมตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมยีมาตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินดวยวิธ ี

competitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่ 71 (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) ซึ่งทํา

ใน microtiter plate เดียวกนั และ microtiter plate ทีต่างกนั ในเวลาตางๆ กัน พบวาปริมาณไว

เทลโลเจนินทีต่รวจวัดไดในแตละครั้งมีคาใกลเคียงกนั มีคาความแปรปรวนอยูในชวง 2-5% และ

แมจะทาํตาง microtiter plate ที่ตางเวลากนัมีคาเฉลี่ยความแปรปรวน 3.7%  (ภาคผนวก ค 

ตารางที ่ 1) ซึ่งมีคาสอดคลองกับคาที่นชุนาถ เกษมวงศ (2542) ไดทําไวคือ คาความแปรปรวน

ภายในและภายนอก microtiter plate เทากับ 3.8-7.5% และ 5% ตามลําดับ ดังนัน้จึงเชื่อวาวิธ ี

competitive ELISA ที่ใชตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมีความแมนยาํและนาเชื่อถือ จาก

การศึกษาของนุชนาถ เกษมวงศ (2542) พบวาเมื่อเปรียบเทียบคาของไวเทลโลเจนนิในเลือดกับคา

ดัชนีรังไข ขอมูลมีลักษณะกระจายและมคีวามแปรปรวนคอนขางสูง (ภาคผนวก ค ภาพที ่ ค-1) 

แสดงวาการหาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับการเจริญของรังไขโดย

ศึกษาจากปหูลาย ๆ ตัวเปนไปไดยากทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความสมบูรณของปูแตละตัวทําใหปู

สรางไวเทลโลเจนินปลอยออกสูกระแสเลอืดไดในปริมาณตางกนั และอัตราการสะสมไวเทลลนิโดย

เซลลไขในแตละระยะอาจจะไมเทากัน ทําใหคาดัชนีของรังไขไมสามารถบงบอกระยะการเจริญ

ของรังไขที่แนนอนได นอกจากนี้การเจริญของรังไขเปนการเจริญที่ตอเนื่องไมสามารถแบงระยะ

การเจริญของรังไขไดอยางเที่ยงตรงซึ่งมีการศึกษาในแบบเดียวกนันี้ในกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii (Lee and Chang, 1997) (ภาคผนวก ค ภาพที ่ค-2) โดยไดผล

คลายกับผลการทดลองของนุชนาถ ดังนัน้การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของปูตวั

เดียวกนัตลอดตั้งแตรังไขยังไมเจริญจนกระทั่งถงึระยะที่ปวูางไข นาจะสามารถบอกความสัมพันธ

ระหวางระยะการเจริญของรังไขกับระดับไวเทลโลเจนนิไดดีกวา  

               รายงานการศึกษาที่ผานมาพบวาในกุง และปูชนิดตาง ๆ มีฮอรโมนยับยั้งการสรางและ

สะสมไขแดงของรังไขอยูในสวนของกานตา เมื่อมกีารทาํลายกานตาจะมีผลทาํใหเกิดการเจริญ

ของรังไขอยางรวดเร็ว (Anikumar และ Adiyodi, 1980) ดังเชนมีการทดลองตัดตากุงกุลาดํา 

Penaeus monodon (Chen และ Chen, 1994) และกุงกามกราม Macrobrachium rosenbergii 

(Wilder et al., 1994) พบวาสามารถกระตุนใหเกิดกระบวนการสรางและสะสมไขแดง 

(vitellogenesis) ไดภายหลงัจากตัดตาในชวง 3-7 วัน  ดังนั้นจงึไดมกีารทดลองตดัตาปูทะเลที่รัง

ไขยังไมเจริญเพื่อกระตุนใหรังไขมีการเจรญิโดยการกาํจัดแหลงที่ผลิตฮอรโมนยับยั้งการเจริญของ

รังไข (gonad inhibiting hormone หรือ GIH) พบวาวิธีนี้สามารถชกันําใหรังไขของปูทะเลเจรญิ
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จนกระทั่งวางไขได   ภาพที ่4-8  และ ภาพที ่4-9 แสดงการวางไขของปูทะเล S. serrata และไขที่

ยังไมไดรับการผสมถูกปลอยออกมาติดอยูที ่pleopod ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4-8 ปูทะเล S. serrata ที่ถูกกระตุนใหรังไขเจริญโดยการตัดตากําลังวางไขโดยการเปดจับปง  

 
ภาพที่ 4-9 ไขที่ไมไดรับการผสม ที่ถูกปลอยออกมา  บางสวนยังติดอยูที่ pleopod 
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                4.2.3  การหาความสมัพนัธของระดับไวเทลโลเจนนิในเลอืดกับการเจรญิของรังไขในปู

ทะเลที่ชักนําใหรังไขเจริญโดยการตัดตา 

 

               จากการเก็บตัวอยางเลือดปทูะเลเพศเมียทุก ๆ 2 วันหลงัจากตัดตาเพือ่นํามาตรวจวดั

ปริมาณไวเทลโลเจนนิโดยวธิี competitive ELISA พบวาปูแตละตวัใหความสัมพันธในรูปแบบที่

คลายกนั (ภาพที ่ 4-10) โดยในระยะกอนการเจริญของรังไข ปริมาณไวเทลโลเจนนิเฉลี่ยยังอยูใน

ระดับตํ่า    (0.018 + 0.019 mg/ml) (ตารางที ่ 4-3) และหลังจากตัดตาได 2 วัน รังไขเร่ิมมีการ

เจริญอยูในระยะแรกปริมาณไวเทลโลเจนินเพิ่มข้ึนโดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.315 + 0.236 mg/ml 

(ตารางที ่4-3) ซึ่งมีคาทั้งสงูกวาและต่าํกวารายงานการศึกษาในครัสตาเชียนอื่น ๆ ดังตารางที ่4-4 

และมีคาใกลเคียงกับกุงตะกาด Metapenease affinis, American lobster Homarus 

americanus, Macrobrachium rosenbergii (Derelle และคณะ, 1986) และ kuruma prawn 

Penaeus japonicus จากนัน้ปริมาณไวเทลโลเจนนิมีการเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ปูบางตวั (ตัวที ่5 และ 6) 

(ภาพที ่ 4-11) มีปริมาณไวเทลโลเจนินขึน้ ๆ ลง ๆ ในชวงแรกของการเจริญของรังไข ในขณะที่ตวั

อ่ืน ๆ มีแนวโนมคอย ๆ สูงขึ้นอยางคอนขางคงที ่ แสดงใหเห็นวาอัตราการเขาสะสมเปนไวเทลลนิ

โดยเซลลไขนัน้แตกตางกัน คาดวานาจะเกิดจากความเครียดของปูเมื่อนํามาเลี้ยงในบอเลีย้ง 

ถึงแมจะพยายามเลยีนแแบบสภาพในธรรมชาติมากที่สดุแลวก็ตาม ซึ่งความเครียดที่เกิดขึ้นจะ

สงผลใหการกนิอาหารลดลง และความสมบูรณของรางกายลดลงดวย  

 

               ปริมาณไวเทลโลเจนินจะเพิ่มข้ึนสูงสุดในปูแตละตัวใชเวลาตางกันอยูในชวง 10-18 วัน 

หลังจากตัดตา คาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทัง้ 8 ตัว อยูระหวาง 1.007-3.432 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรโดยเมื่อเปรียบเทียบคาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทะเลกับ

รายงานการศกึษาในครัสตาเชียนอืน่ในตารางที ่ 4-4  พบวามคีาต่ํากวารายงานการศึกษาใน 

American lobster H. americanus, M. rosenbergii (Derelle และคณะ, 1986), M. 

nipponense และ P. monodon (Quinitio และคณะ, 1994)  มีคาสูงกวาในกุง  P.  semisulcatus  

และมีคาใกลเคียงกับกุงตะกาด M. affinis, Callinectes sapidus (Lee และ Puppione, 1988),  

M. rosenbergii (Chang และ Shih, 1995;  Lee และ Chang, 1997) และกุงกุลาดํา P. 

monodon (Longyant, 1999)  
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             ความแตกตางของคาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินครัสตาเชียนแตละชนดินี้อาจ

เนื่องมาจากความตองการในการสะสมไวเทลลินในแตละชนิดไมเทากนั และอัตราการนําเขาของไว

เทลโล-เจนินโดยเซลลไขตางกัน แตอยางไรก็ตามจากผลการทดลองในครั้งนี้ขอมูลของปูทะเลแต

ละตัวชี้ใหเหน็วาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดจะเพิ่มข้ึนสูงสุด และลดลงอยางรวดเร็ว จนกระทั่ง

ไวเทล-โลเจนนิมีคาต่ํากวา 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปูจึงวางไข ซึ่งเปนเวลา 3-4 วันหลังจากระดับไว

เทลโลเจนินเพิม่ข้ึนถงึจุดสูงสุด  โดยวนัทีปู่วางไขอยูในชวง 13-21 วนัหรือเฉลี่ยประมาณ 16 วัน

หลังจากตัดตา  หลงัจากปทูะเลวางไขแลวสวนใหญระดับไวเทลโลเจนินจะลดลงหรือเทาเดิม และ

ปูจะตายภายใน 0-3 วัน หลงัจากการวางไข ทั้งนี้เนื่องจากสภาพรางกายของปูทะเลจะออนแอมาก

หลังจากวางไขและรางกายจะกลับมาสูสภาพสมดุลดังเดิมไดยากเนือ่งจากถูกตัดกานตา 

(eyestalk) ทัง้ 2 ขาง ซึ่งภายในกานตานอกจากจะมีฮอรโมนยับยั้งการเจริญของรังไขแลวยังมี

ฮอรโมนอื่น ๆ ที่มีความสาํคัญตอการควบคุมการทํางานของระบบภายในรางกายอีกหลายอยาง 

เชน ฮอรโมนที่ควบคุมการกระจายตัวของเม็ดส ี ฮอรโมนควบคุมเมตาบอลิซึมของน้าํ ฮอรโมน

ควบคุมเมตาบอลิซึมของน้าํตาล ฮอรโมนควบคุมอัตราการเตนของหัวใจ เปนตน  นอกจากนีก้าร

เจริญของไขและการวางไขเปนการใชสารอาหารและพลงังานอยางสงูมากซึง่จะสงผลกระทบใหปู

ไมสามารถมีการปรับตัวของระบบสรีระของรางกาย (physiological adaptation) เพื่อกลับเขาสู

สภาวะสมดุลตามปกติได 

 

               มีการศึกษาที่พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดลดลงอยางรวดเร็วกอนการวางไขใน 

ครัสตาเชียนหลายชนิด ไดแก american lobster Homarus americanus (Byard และ Aiken, 

1984);            กุงกุลาดาํ Penaeus monodon (Quinitio และคณะ, 1994) (ภาคผนวก ค ภาพที่ 

ค-3);  กุง Penaeus nipponense (Okumura และคณะ, 1992);  M. rosenbergii (Derelle และ

คณะ, 1986) (ภาคผนวก ค ภาพที ่ค-4);  M. rosenbergii (Chang และ Shih, 1995) (ภาคผนวก 

ค ภาพที ่ค-5); P. monodon (Longyant, 1999) (ภาคผนวก ค ภาพที ่ค-6)   และมีการทดลองที่

ยืนยนัวากระบวนการสะสมไขแดงของกุงกามกราม มีการสังเคราะหมาจากภายนอกรังไข 

เนื่องจากสามารถวัดไวเทลโลเจนินในเลือดเพศเมียไดตั้งแตรังไขเร่ิมมีการเจริญ (Lee และ Chang, 

1997) และการวัดไวเทลโลเจนินในป ูCallinectes sapidus โดยใชเทคนิค ELISA ระดับไวเทลโล

เจนินอยูในระดับที่ต่ําตลอดระยะการเจรญิของรังไข แตจะเพิ่มสูงขึน้หลงัจากวางไข (Lee และ

คณะ, 1996) ซึ่งไมเปนไปตามสมมติฐานทีว่าไวเทลโลเจนินเปนสารต้ังตนของไวเทลลิน โดยสราง

มาจากภายนอกรังไขและสงมาตามกระแสเลือดเพื่อไปสะสมในรังไข และจากรายงานการศึกษา

แหลงสรางไวเทลลินในป ู C. sapidus  โดยวิธีอิมมูโนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) 

พบวาแหลงการสรางไวเทลลินในป ู C. sapidus อยูที่รังไขเทานั้น (Lee และ Watson, 1995) จึง
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เปนไปไดที่ไวเทลโลเจนินที่วดัไดในเลือดเปนสวนทีเ่กิดจากการปลอยออกจากรังไข สวนการศึกษา

ในปูทะเล Scylla serrata โดยเทคนิค radiolabelled amino acid (14C phenylalanine) พบวามี

แหลงสรางไวเทลโลเจนินจากภายนอกรังไข ไดแก ตับ-ตับออน เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงักอนนาํเขา

สะสมโดยเซลลไขซึ่งอยูในรปูไวเทลลนิ (Rani และ Subramonium, 1997) และจากการใชวธิีอิมมู

โนไซโตเคมิสทรีติดตามแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของ ปูทะเล S. serrata ซึ่งเปนการศึกษาเบื้องตน

กอนทีจ่ะทําการทดลองในครั้งนี ้พบวานอกจาก 

รังไขแลวตับ-ตับออนยังเปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิดวย ดังนั้นทําใหสามารถวัดปริมาณไวเทล-โล

เจนินในเลือดปูทะเลได และทําใหพบไวเทลโลเจนินหนวยยอยที่มีขนาด 190 กิโลดาลตันในเลือด

ซึ่งเปน precursor ของไวเทลลินในรังไขดวย 

 

               ถึงแมวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตใดในครั้งนี้จะไมสามารถนาํมาใชในการตรวจวดั

ปริมาณไวเทลโลเจนนิได แตไดนํามาใชในการศึกษาขนาดของโปรตีนหนวยยอยของไวเทลลนิและ 

ไวเทลโลเจนนิไดดีเนื่องจากผลิตไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอทัง้ 2 หนวยยอย

ของไวเทลลนิ และยังสามารถนํามาใชในการศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิโดยวธิีอิมมูโนไซโต-เค

มิสทรีไดดีกวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอไวเทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ เพราะ

แอนติเจนในเนื้อเยื่อที่จะตรวจสอบนัน้อยูในรูปที่เสียสภาพ 
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ตารางที ่4-3 ปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดปูทะเล S. serrata หลังจากตัดตา 

ปริมาณไวเทลโลเจนิน (mg/ml) หลังจากตัดตาจนกระทั่งปูวางไข (วัน) 
ตัวที่ 

CW (cm.) BW1 (g.) BW2 (g.) 

0 2 4 6 8 10 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

1 109 226 232 0.032 0.262 0.295 0.206 0.339 0.329 1.141  0.879 0.054* =       

2 101 168 178 0 0.006 0.274 0.156 0.173 0.431 0.669  1.007  0.674 * 0.133  =   

3 108 224 228 0.016 0.044 0.047 0.064 0.899 0.843 0.705  0.667  0.447  1.189  0.31 * 0.250= 

4 101.5 180 200 0.023 0.479 0.171 0.54 0.708 1.324 0.402 * 1.369  1.79  =     

5 110 220 237 0.001 0.585 0.236 0.717 0.105 0.259 0.26  0.409  1.285  0.358 * 1.932  2.791= 

6 110 206 232 0.004 0.511 0.331 0.539 0.305 2.627 0.468 * 1.012  =       

7 110 208 237 0.008 0.119 0.085 0.243 0.494 0.758 2.857  0.14  0.221*  0.159 =    

8 107 204 226 0.057 0.521 0.465 0.592 1.239 3.432 0.084 * 0.099   =      

Mean 107.063 204.500 221.250 0.018 0.315 0.238 0.382 0.533 1.250 0.823  0.698    0.745  0.459  1.121  1.520 

SD 3.746 20.805 21.104 0.019 0.236 0.135 0.242 0.390 1.169 0.882  0.452  0.667  0.496  1.146  1.797 

CW = ความกวางของกระดอง     BW1 = น้ําหนักเริ่มตนกอนการตัดตา     BW2 =  น้ําหนักสุดทายกอนการวางไข 

*     =   วันที่ปูทะเลวางไข     =     =     วันที่ปูตาย



 

 
ภาพที่ 4-10 ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดปูทะเล (แกน Y, มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) กับระยะการ

เจริญของรังไขหลังจากตัดตา (แกน X, วัน) ของปูแตละตัว (n=8) 

*  =   วันที่ปูทะเลวางไข 



 
ตารางที ่4-4  การศึกษาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดในสัตวกลุมครัสตาเชียน 

Species Methods Min 
(mg/ml) 

Max 
(mg/ml) 

References 

Callinectes sapidus Ultracentrifugation 

PAGE, SDS-PAGE, 

Lowry’s method 

0 4.1 Lee และ Puppione, 1988 

C.  sapidus Competitive ELISA 0 0.14 Lee และ Watson, 1994-

1996 

Metapenaeus affinis Competitive ELISA 0.193 2.673 ศิวาพร ลงยันต, 2537 

Homarus 

americanus 

Immunoelectrophoresis, 

Competitive ELISA 

0.107 12 Byard และ Aiken, 1984 

Macrobrachium 

rosenbergii 

Competitive ELISA 0.1 15 Derelle และคณะ, 1986 

M.  rosenbergii Competitive ELISA 1.86 2.48 Chang และ Shih, 1995 

M.  rosenbergii Competitive ELISA 0.05 2.89 Lee และ Chang, 1997 

M. nipponense Rocket 

Immunoelectrophoresis 

1 9 Okumura และคณะ, 1992 

Penaeus 

semisulcatus 

Rocket 

Immunoelectrophoresis 

0.05 0.439 Shafir และคณะ, 1992 

P.  monodon Single radial 

immunodiffusion 

0 6.973 Quinitio และคณะ, 1994 

 P.  monodon Competitive ELISA 0 2.91 Longyant, 1999 

P.  japonicus Competitive ELISA 0.14 5.07 Jasmani และคณะ, 2000 

Min   =   Minimal vitellogenin level          Max   =   Maximal vitellogenin level 



บทที่ 5 
สรุปผลการศกึษา และขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการศกึษา 
               1.  สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่จําเพาะตอไวเทลลนิในรังไข และไวเทลโล

เจนินในเลือดของปูทะเล Scylla serrata โดยใชสารสกัดจากรงัไขที่ถูกทาํใหเสียสภาพ เปน

แอนติเจนในการปลูกภูมิคุมกันใหกับหนูขาว 

                        1.1  Hybridoma clone ทีผ่ลิตไดแบงตามความจาํเพาะไดเปน 4 กลุม ดังนี ้ กลุม

ที ่ 1ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอทัง้ 2 หนวยยอย มีจํานวน 3 โคลน กลุมที ่ 2 ผลิตแอนติบอดีที่

จําเพาะตอหนวยยอยที่มีขนาด 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 6 โคลน กลุมที ่ 3  ผลิตแอนติบอดีที่

จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินที่มนี้ําหนักโมเลกุล 107 กิโลดาลตนั มีจํานวน 4 โคลน และ

กลุมที ่ 4 ผลิตแอนติบอดีที่จาํเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญอยูในสารสกัดรังไข และในเลือดปูทะเล

เพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลือดปูทะเลเพศผู มีจํานวน 1 โคลน 

                        1.2 Hybridoma ทุกโคลน สามารถจับกับไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินที่อยูในรูปที่

เสียสภาพธรรมชาต ิ 

 

               2.  โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลิตไดสามารถนํามาใชสาํหรับตรวจหาหนวยยอยของไว

เทลลินและไวเทลโลเจนินได ไวเทลลนิจากรังไขปูทะเลทีม่ีการเจริญเตม็ที ่(ระยะที ่5) ประกอบดวย

โปรตีน 2 หนวยยอย ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุล 107 และ 78 กิโลดาลตัน และไวเทลโลเจนินในเลือดของ

ปูทะเลเพศเมยี ประกอบดวยโปรตีน 3 หนวยยอย ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกลุ 190, 107 และ 78 กิโลดาล

ตัน 

 

               3. การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดของปูทะเลที่ถูกชกันาํใหรังไขเจริญโดย

การตัดตา ดวยวิธ ีcompetitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและ 

ไวเทลโลเจนนิที่อยูในสภาพธรรมชาติ (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) พบวาการเพิ่มข้ึนของปริมาณ    

ไวเทลโลเจนนิในเลือด ของปูทะเลแตละตัวมีรูปแบบที่คลายกนั คือมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ 

ไวเทลโลเจนนิในเลือดเพียงเล็กนอยในระยะแรกของการเจริญของรังไข จนกระทัง่ถงึจุดสูงสุดและ

ลดต่ําลงอยางรวดเร็วกอนการวางไข 
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5.2 ขอเสนอแนะ 
 

               1. ควรนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนําไปใชศึกษาชวีวทิยาการสืบพนัธุ

ของปูทะเล ติดตามการทํางานของฮอรโมนที่เกี่ยวของกบัการเจริญของรังไข และใชตรวจหาแหลง

สรางไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินของปูทะเลได 

 

               2. ควรนําสารสกดัจากรังไข และเลือดของปูทะเลที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1-5 มา

ตรวจสอบดวยวิธ ีWestern blot โดยยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยตาง 

ๆ เพื่อที่จะสามารถอธิบายความสัมพันธของหนวยยอยไวเทลลนิในรังไข และ precursor ของไว

เทลลินไดดียิง่ขึ้น 

 

               3. เนื่องจากปญหาที่พบมากในการทดลองครั้งนี้คือ ปทูี่เลี้ยงมีรังไขที่เจริญจนถึงระยะ

สุดทายแลวแตไมวางไขและทําใหตายในที่สุด ซึ่งอาจจะแกไขไดโดยการศึกษาขอมูลเกี่ยวกบั

สภาพแวดลอมที่ปูตองการในชวงกอน หลัง และระหวางการวางไข เชน ความเค็มของน้าํ 

กระแสน้ําเปนตน ถาทราบขอมูลและนํามาปฏิบัติโอกาสที่ปูจะปลอยไขและไมตายหลังการวางไข

นาจะมีมากขึน้ ดังนั้นถาสามารถเลีย้งปูใหวางไขไดมากกวานี ้ จะทําใหปญหาความแตกตาง

ระหวางปูแตละตัวลดลง เนื่องจากจะมีขอมูลมากขึน้สาํหรับการวิเคราะหความสมัพันธที่แนนอน

ระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินกับการเจรญิของรังไข ปญหาความแตกตางที่เกิดขึน้ดังกลาวไดแก 

ขอมูลปริมาณไวเทลโลเจนนิสูงสุดของปูทะเลแตละตัวไมเทากัน วันที่คาไวเทลโลเจนนิเพิ่มข้ึน

สูงสุดของปูแตละตัวแตกตางกนั นอกจากนี้ถาปูไมตายหลังจากวางไขคร้ังแรกจะทาํใหสามารถ

ติดตามการเปลี่ยน-แปลงของปริมาณไวเทลโลเจนนิใหไดมากกวา 1 รอบของการเจริญของไข ซึ่ง

เปนขอมูลที่ดสํีาหรับใชยนืยนัวารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนนิ   คาสูงสุดและ

คาต่ําสุดของปริมาณไวเทลโลเจนนิ และระยะเวลาของการเจริญของไขในปู species นี ้ เปนดังผล

ที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้จริง 

 

               4. ขอมูลเกีย่วกับการเปลีย่นแปลงระดบัไวเทลโลเจนนิในเลือดนี้จะเปนดัชนีของการ

เจริญของรังไขไดเปนอยางดี สามารถนําขอมูลที่ไดไปติดตามการเจริญของรังไขของปูทะเลโดย

การตรวจวัดระดับไวเทลโลเจนินในเลือด สําหรับการคัดเลือกปูเพื่อการคา และการคัดเลือกแม

พันธุปเูพื่อการเพาะเลี้ยงลกูปูวัยออนตอไป 
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               5. หลังจากตัดตาปูแลวควรชั่งน้ําหนกั และเก็บตัวอยางรังไข ตับ-ตับออน และเนื้อเยือ่

อ่ืน ๆ ที่สนใจศึกษาจากปทูกุ ๆ 2 วัน เหมือนการเก็บตัวอยางเลือด เพื่อนาํมาศึกษาแหลงสรางไว

เทลโลเจนินโดยวิธีอิมมูโนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) และเพื่อนาํขอมูลดัชนีรังไข 

(gonadosomatic index, GSI) มาเปรียบเทียบกับคาไวเทลโลเจนินในเลือด รวมทั้งศกึษาลักษณะ

เนื้อเยื่อรังไข ซึ่งจะทําใหสามารถแบงระยะการเจริญของรังไขไดแนนอนมากขึ้น โดยดูจากคา GSI 

และลักษณะภายในเนื้อเยื่อรังไขที่เปลี่ยนแปลงไป เนือ่งจากการสงัเกตสี และขนาดของรังไข

ภายนอกอาจทําใหแบงระยะการเจริญของรังไขผิดพลาดได  เมื่อสามารถแบงระยะที่แนนอนได

แลวจะสะดวกตอการศึกษาชีววทิยาของปทูะเลในดานอืน่ ๆ ตอไป 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 

อุปกรณ 
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อุปกรณ 
 

- Centrifuge : VARISPEED 

 Centurion scientific, Ltd., England 

- Color negative film : Eastman kodax company, USA 

- Conical centrifuge tube 15 ml. : NUNC. Inc. 

- Cover slips : Menzel-Glaser, Germany 

- CO2  incubator : Model 3327/3337 Dual chamber 

  Forma Scientfic, Inc., USA 

- ELISA reader : EL 312e 

BIO-TEX Instrument, USA 

- Freezer –20 oC : Sharp FC-27 

  Thai City Electrics, Thailand 

- Freezer –70 oC : Revco Scientific, Inc. 

 Asheville, N.C., USA 

- Hemacytometer : Hausser Scientific, USA 

- Inverted microscope : Olympus CK-2, Japan 

- 14-L glass jar : Commercial source, Thailand 

- Laboratory oven : Model 600, Memmert Gm + Co. RG, 

   Schwabach 

- Laminar flow hood : Model BV-124, 

  DWYER instrument, Inc., USA 

- Light microscope : Olympus BH-2, Japan 

- Magnetic stirer : M 21/1, Framo-Geratetechnik 

- Microcentrifuge tube 0.5 ml : TreffLab 20 μl, 200 μl, 1000 μl 

   Treff AG, CH-9113 Degersheim, 

   Switzerland 

- Microscope slides : Shanghai Machinery Import and Export 

  Company, China 

- Microtiter plate 96 wells : F96 maxisorp, NUNC, Inc. 

- Mixer : Vortex-Gene 2 

  Scientific Industries, Thailand 
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- Micropipettes : Pipetman P20, P200, P1000 

Gilson, France 

- Micropipette tips : TreffLab 20 μl, 200 μl, 1000 μl 

Treff AG, CH-9113 Degersheim, 

Switzerland 

- pH meter : Model 330 Perphect logrmeter, 

Portugal 

- Refrigerater : Sharp SJ-438F 

Thai City Electrics, Thailand 

- Rotary microtome : A.O.,  USA 

- Scintillation vials : Wheaton,  England 

- Shaker bath : Forma Scientific, Inc.,  USA 

- Slide warmer : K.V. Science Co., Lid.,  Thailand 

- Surgical blades : Feather,  Japan 

- Surgical scissors and forceps : PT Germany Stainless,  Germany 

- Thermometer : Brannan,  England 

- Vacuum healer : National Appliance Company, USA 

- Vernier caliper : 0.05 mm graduation 

Mitutoyo, Japan 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีและการเตรียมสารเคมี 
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- Acetic acid : Merck, Germany 

- Acetone : Merck, Germany 

- Acrylamide : BIO-RAD, USA. 

- Aminopterin : Sigma, USA. 

- Ammonium persulfate : BIO-RAD, USA. 

- Basic fuchsin : SERVA, USA. 

- Bis (N,N’-methylene-bis-acrylamide) : BIO-RAD, USA. 

- Bovine calf serum : Starrate, Australia 

- Coomassie brilliant blue G-250 : Sigma, USA. 

- D-glucose : Sigma, USA. 

- Dimethylsulfoxide (DMSO) : Sigma, USA. 

- Disodium hydrogenphosphate : Merck, Germany 

- Ethanol : Merck, Germany 

- Ethanol Absolute : Merck, Germany 

- Ethylenediamine Tetraacetic acid (EDTA) : Sigma, USA. 

- Fetal calf serum : Starrate, Australia 

- Glycerol : BDH chemical Ltd., England 

- Glycine : BIO-RAD, USA. 

- HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-n’-2-ethanesulfonic acid) : Sigma, USA. 

- Hypoxanthine, Thymidine (HT) Supplement : Gibco BRL, USA 

- Hydrochloric acid : Merck, Germany 

-  L-glutamine : Sigma, USA. 

- 2-Mercaptoethanol : Sigma, USA. 

- Methanol : Merck, Germany 

- Nitric acid : Merck, Germany 

- Periodic acid : BDH chemical Ltd., England 

- Phosphoric acid : Merck, Germany 

- Polyethylene glycol (PEG) : Sigma, USA. 

- Potassium chloride : Merck, Germany 

- Potassium dihydrogenphosphate : Merck, Germany 

- RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) : Gibco BRL, USA 

- SDS molecular weight markers : Sigma, USA. 
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- Sodium bicarbonate : Sigma, USA. 

- Sodium chloride : Merck, Germany 

- Sodium citrate : Merck, Germany 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) : BIO-RAD, USA. 

- Sodium metabisulfite : Merck, Germany 

- Sodium pyruvate : Sigma, USA. 

- Sudan black B : Sigma, USA. 

- Sulfuric acid : Merck, Germany 

- N, N, N’, N’ Tetramethyethylene diamine (TEMED) : BIO-RAD, USA. 

- Thimerosal : Sigma, USA. 

- Tris (hydroxymethyl) aminomethane : BIO-RAD, USA. 
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- Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 M pH 7.2 
 

วิธีการเตรียม : Sodium chloride (NaCl) 8 g. 
 Potassium chloride (KCl) 0.2 g. 
 Potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4) 0.2 g. 
 Disodium hydrogenphosphate (Na2HPO4 ) 1.15 g. 
 or Na2HPO4 . 7H2O 2.15 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 1,000 ml. 
 
- Bradford solution (Bradford, 1976) 
 
วิธีการเตรียม : Coomassie brilliant blue G-250 100 mg. 
 Methanol 50 ml. 
 85% Phosphoric acid 100 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 1,000 ml. 
 
- 1% Merthiolate 
   

วิธีการเตรียม : Thimerosal 1 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 100 ml. 
 
- RPMI medium 
   

วิธีการเตรียม : RPMI 1640 10.4 g. 
 D-glucose 3.6 g. 
 L-glutamine 0.2923 g. 
 Sodium pyruvate 1.1005 g. 
 Sodium bicarbonate (NaHCO3) 2.0160 g. 
 HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-n’-2-ethanesulfonic acid) 5.9525 g. 
 H2O (Milli Q water) 1,000 ml. 
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ใส penicillin G, streptomycin and kanamycin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 20,000 units, 200 mg and 

200 mg / liter ตามลําดับ นํา medium กรองโดย millipore membrane (pore size 0.22 μm) และเก็บไวที่ 4 
oC. 
 
- RPMI medium with serum 
   

วิธีการเตรียม : RPMI medium 80 ml. 
 Fetal calf serum (FCS) หรือ  

 Bovine calf serum (BCS) 20 ml. 
 100 X HT supplement 1 ml. 
 
- Hybridoma selective medium (HAT medium) 
   

วิธีการเตรียม : RPMI medium 80 ml. 
 FCS 20 ml. 
 HT supplement 1 ml. 
 50 X  Aminopterin 2 ml. 
 1% Mouse red blood cell  
 
- Fusion solution (40% polyethylene glycol) 
วิธีการเตรียม : Polyethylene glycol (PEG) 4 g. 

 

ละลาย polyethylene 4 g. ใน RPMI medium 6 ml. เก็บสารละลายไวที่ 34 oC ใน CO2 incubator กอน

นํามาใช 

 
- Freezing medium (12% DMSO) 
วิธีการเตรียม : Dimethylsulfoxide (DMSO) 12 ml. 
 RPMI medium 88 ml. 

เก็บสารละลายไวที่ 4 oC กอนนํามาใช 
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- Monomer solution (30% T, 2.7% CBis) 
   

วิธีการเตรียม : Acrylamide 58.4 g. 
 Bis (N,N’-methylene-bis-acrylamide) 1.6 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 200 ml. 

เก็บสารละลายไวในที่มืดที่ 4 oC  

 
- 4X Running gel buffer (1.5 M tris-Cl pH 8.8) 
   

วิธีการเตรียม : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 36.3 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 200 ml. 

ปรับ pH ดวย HCl 
 
- 4X Stacking gel buffer (0.5 M tris-Cl pH 6.8) 
   

วิธีการเตรียม : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 3 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 50 ml. 

ปรับ pH ดวย HCl 
 
- 10% SDS 
   

วิธีการเตรียม : SDS 50 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 500 ml. 
 
- 10% Ammonium persulfate (freshly prepared) 
   

วิธีการเตรียม : Ammonium persulfate 0.1 g. 
 H2O (distilled water) 1 ml. 
 
- Running gel overlay (0.375 M tris-Cl pH 8.8, 0.1% SDS) 
   

วิธีการเตรียม : 1.5 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane 25 ml. 
 10% SDS 1 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 100 ml. 
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- 2X Treatment buffer (0.125 M tris-Cl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycol,  
  10% 2-mercaptoethanol) 
 
วิธีการเตรียม : 0.5 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane 2.5 ml. 
 10% SDS 4 ml. 
 Glycerol 2 ml. 
 2-Mercaptoethanol 1 ml. 
 H2O (distilled water) 0.5 ml. 

(บัฟเฟอรสําหรับ PAGE ไมใส SDS และ 2- mercaptoethanol) 

 
- Separating gel and stacking gel for PAGE 5% gel (5% T, 2.7% CBis) 
   

วิธีการเตรียม : Monomer solution 5 ml. 
 1.5 M tris-Cl 7.5 ml. 
 H2O (distilled water) 17.05 ml. 
 10% Ammonium persulfate 150 μl. 
 TEMED 20 μl. 
 
- Separating gel for SDS-PAGE 7.5% gel (7.5% T, 2.7% CBis) 
   

วิธีการเตรียม : Monomer solution 7.5 ml. 
 1.5 M tris-Cl pH 8.8 7.5 ml. 
 10% SDS 0.3 ml. 
 H2O (distilled water) 14.55 ml. 
 10% Ammonium persulfate 150 μl. 
 TEMED 20 μl. 
 
- Stacking gel for SDS-PAGE 4% gel (4%T, 2.7% CBis) 
   

วิธีการเตรียม : Monomer solution 10 μl. 
 0.5 M tris-Cl pH 6.8 5 ml. 
 10% SDS 0.2 ml. 
 H2O (distilled water) 12.2 ml. 
 10% Ammonium persulfate 100 μl. 
 TEMED  
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- PAGE-Upper tank buffer (37.6 mM tris, 40 mM HCl, pH 8.89) 
   

วิธีการเตรียม : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 4.56 g. 
 Glycine 3 g. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 1,000 ml. 
 
- PAGE-Lower tank buffer (63 mM tris, 50 mM HCl, pH 7.47) 
   

วิธีการเตรียม : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 22.7 g. 
 1N Hydrochloric acid 150 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 3,000 ml. 
 
- SDS-PAGE Tank buffer (.0025 M tris pH 8.3, 0.192 M glycine, 0.1% SDS) 
   

วิธีการเตรียม : Tris 12 g. 
 Glycine 57.6 g. 
 10% SDS 40 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 4,000 ml. 
 
- Coomassie blue 
 
วิธีการเตรียม : 1% Coomassie blue G-250 50 ml. 
 Methanol 250 ml. 
 Acetic acid 50 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 500 ml. 

Destaining solution for Coomassie blue 
- Destain I  
   

วิธีการเตรียม : Methanol 500 ml. 
 Acetic acid 100 ml. 
 H2O (distilled water) 1,000 ml. 
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- Destain II 
   

วิธีการเตรียม : Methanol 50 ml. 
 Acetic acid 70 ml. 
 H2O (distilled water) 1,000 ml. 
 
- Periodic Schiff reagent  
   

วิธีการเตรียม : Periodic acid (HIO4) 0.6 g. 
 14 M Nitric acid 0.3 ml. 
 H2O (distilled water) 100 ml. 
 
- Schiff reagent 
   

วิธีการเตรียม : Basic fuchsin 0.5-1.0 g. 
 Sodium metabisulfite (Na2S2O5) 1.9 g. 
 1N Hydrochloric acid 15 ml. 
 H2O (distilled water) 85 ml. 

เขยาสารละลายเปนเวลา 2 ชั่วโมง หรือขามคืน จากนั้นเติม activated charcoal เขยาเปนเวลา 1 นาที 

จนกระทั่งสารละลายเปนสีขาว 
 
- Sodium metabisulfite solution 
   

วิธีการเตรียม : Sodium metabisulfite (Na2S2O5) 0.5 g. 
 H2O (distilled water) 100 ml 
 
- Staining solution for lipid (Sudan black B-SBB) 
   

วิธีการเตรียม : Sudan black B 0.7 g. 
 Ethylene glycol 100 ml. 
 
- Destaining solution for sudan black B ( 20% acetone, 15% acetic acid) 
   

วิธีการเตรียม : Acetone 20 ml. 
 Acetic acid 15 ml. 
 H2O (distilled water) 65 ml 
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- SDS molecular weight markers ประกอบดวย 
   

วิธีการเตรียม : Myosin, Rabbit muscle 205 kD 
 β Galactosidase, Escherichia coli 116 kD 

 Phosphorylase β , Rabbit muscle 97.4 kD 

 Albumin, Bovine plasma 66 kD 
 Albumin, Egg (Ovalbumin) 45 kD 
 Carbonic anhydrase (Bovine erythrocytes) 29 kD 
 
- Towbin transfer buffer pH 8.8 สําหรับทํา Western blot analysis (25 mM tris, 192 mM glycine, 20% 
methanol) 
   

วิธีการเตรียม : Tris 3.03 g. 
 Glycine 14.4 g. 
 Methanol 200 ml. 
 H2O (distilled water) adjusted to 1,000 ml 

แชสารละลายที่ 4 OC กอนนํามาใช 
 
- 5% Blotto solution (Johnson et al., 1984) 
   

วิธีการเตรียม : Skimmed milk 5 g. 
 PBS 0.15 M pH 7.2 100 ml. 
 1% Merthiolate 1 ml. 
 Triton X-100 (Sigma) 0.1 ml. 
 
- 0.1 M Citrate Buffer pH 4.5 
   

วิธีการเตรียม : Sodium citrate 29.41 g. 
 1% Merthiolate 10 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 1,000 ml. 

ปรับ pH ใหได 4.5 ดวย 0.1 M HCl 
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- 1 N H2SO4 

   

วิธีการเตรียม : 18 M H2SO4 27.6 ml. 
 H2O (distilled water) adjust volume to 1,000 ml. 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลการวัดปริมาณไวเทลโลเจนิน 
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ตารางที่ ค-1 คาความแมนยําของวิธี competitive ELISA 
 

ตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมียตัวที่ 1 

Well No.  

1 2 3 4 

Mean SD % 

 

1 1.564 1.541 1.476 1.527 1.527 0.037 2.440 

2 1.400 1.312 1.416 1.447 1.394 0.057 4.153 

3 1.499 1.537 1.506 1.554 1.524 0.026 1.701 

4 1.302 1.425 1.377 1.506 1.402 0.086 6.102 

5 1.443 1.433 1.383 1.416 1.419 0.026 1.855 

 

 

Plate 

No. 

6 1.393 1.326 1.406 1.518 1.410 0.079 5.645 

      1.446 0.052 3.649 

 
 
ตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมียตัวที่ 2 

Well No.  

1 2 3 4 

Mean SD % 

 

1 7.177 6.865 7.630 7.527 7.299 0.348 4.777 

2 6.663 6.060 6.372 6.015 6.277 0.302 4.812 

3 6.739 6.929 7.171 7.563 7.100 0.355 5.006 

4 6.150 6.494 6.070 6.376 6.272 0.196 3.132 

5 6.368 6.313 6.629 6.360 6.417 0.143 2.229 

 

 

Plate 

No. 

6 6.815 7.136 7.159 6.830 6.985 0.188 2.691 

      6.725 0.256 3.774 
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ภาพที่  ค-1   ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดกับดัชนีของรังไขของปูทะเล  

                Scylla serrata  เพศเมียแตละตัว (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) 

 
ภาพที่ ค-2  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดกับดัชนีของรังไขของกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii เพศเมียแตละตัว   

                  (Lee and Chang, 1997) 
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ภาพที่ ค-3  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon  

                  กับระยะการเจริญของรังไข (Quinitio และคณะ, 1994)  

                 หมายเหตุ : stage 6 คือระยะหลังการวางไข 

 

 
ภาพที่ ค-4  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกามกราม  

             Macrobrachium rosenbergii กับระยะการลอกคราบ (Derelle และคณะ, 1986) 



 103 

 
 

ภาพที่ ค-5  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกามกราม Macrobrachium  

              rosenbergii กับระยะการเจริญของรังไข (Chang และ Shih, 1995) 

                0 = วันที่เห็นไขปรากฏอยูที่โคนขาวายน้ํา 

 

 
ภาพที่ ค-6  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon  

                  กับการเจริญของรังไขซึ่งบงชี้โดยจํานวนวันหลังจากตัดตา (Longyant, 1999) 

                   * = วันที่กุงวางไข;   เสนกราฟ 1 เสนแทนขอมูลของกุง 1 ตัว (n=7) 
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ประวัติผูเขยีน 
 

               นางสาวดวงใจ งามสม เกิดวันที ่ 10  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2517  ที่จังหวัด

พระนครศรีอยธุยา สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต   สาขาชีววทิยา   คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั เมื่อปการศึกษา 2539   ในป พ.ศ. 2540 ไดรับทุน

โครงการพฒันาอาจารยสาขาขาดแคลนจากทบวงมหาวิทยาลัย ในสวนความตองการของภาควชิา

ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร และไดบรรจุเขารับ

ราชการ ตําแหนงอาจารยระดับ 3 ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิ

โรฒ ประสานมิตร  จากนั้นเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาสัตววทิยา 

คณะวิทยาศาสตร ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2541 
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