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Scylla serrata (Forskal, 1775) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินที่เสียสภาพ 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่ถูกทําใหเสียสภาพของ     ปู

ทะเล โดยการกระตุนภูมิคุมกันหนูขาว (swiss mouse) ดวยสารสกัดจากรังไขของปูทะเลที่ถูกทําใหเสียสภาพ     

นําเซลลมามของหนูขาวมารวมกับเซลล myeloma P3X และจากการคัดเลือก hybridoma clone โดยวิธี 

indirect immunoperoxidase ELISA โดยใชสารสกัดจากรังไขของปูทะเลเปนแอนติเจน และ dot-ELISA โดยใช

สารสกัดจากรังไข เลือดตัวเมียที่รังไขกําลังเจริญ เลือดตัวผู ที่อยูในสภาพธรรมชาติ และเสียสภาพ และหนวย

ยอย 2 หนวยของไวเทลลินจากรังไขที่ไดจากการแยกดวย SDS-PAGE (ขนาด 107 และ 78 กิโลดาลตัน) เปน

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

Western blot   พบวามี 4 กลุม กลุมที่ 1 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับทั้งสองหนวยยอยของไวเทลลินจากรังไข 

(107 และ 78      กิโลดาลตัน) กลุมที่ 2 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับหนวยยอยขนาด 78 กิโลดาลตัน กลุมที่ 3 

สราง MAb          ที่สามารถจับไดกับหนวยยอยขนาด 107 กิโลดาลตัน  กลุมที่ 4 สราง MAb ที่สามารถจับไดกับ

โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลสูงในรังไขและในเลือดปูเพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลือดปูเพศผู Mab ที่ผลิตได

เปนอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG1 12 โคลน ชนิด IgG2b 1 โคลน และชนิด IgM  1 โคลน   MAb ที่ผลิตไดสามารถ

จับกับไวเทลลินและ  ไวเทลโลเจนินที่ถูกทําใหเสียสภาพไดดีกวาไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่อยูในสภาพ

ธรรมชาติ และสามารถนํามาใชศึกษาลักษณะโมเลกุลของไวเทลลินและไวเทลโลเจนินของปูชนิดนี้ได ซึ่งพบวา

โปรตีนไวเทลลินในรังไข  มี 2 หนวยยอย (107 และ 78 กิโลดาลตัน) สวนโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดเพศเมีย

ประกอบดวย 3 หนวยยอย ( 190, 107 และ 78 กิโลดาลตัน) 

               การตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดดวยวิธี indirect immunoperoxidase competitive ELISA 

โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินที่อยูในสภาพธรรมชาติ (นุชนาถ   เกษม

วงศ, 2542) เพื่อตรวจดูความสัมพันธของการเปลี่ยนแปลงไวเทลโลเจนินในเลือดระหวางการเจริญของรังไข    

พบวาระดับไวเทลโลเจนินของปูแตละตัวที่ถูกชักนําใหรังไขเจริญโดยการตัดตาทั้ง 2 ขางใหความสัมพันธ         

ในรูปแบบที่คลายกันคือ หลังจากตัดตาได 2 วัน (ระยะแรกของการเจริญของรังไข) ปริมาณไวเทลโลเจนินเฉลี่ย 

ยังอยูในระดับต่ํา และคอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ ในวันตอมา จนกระทั่งมีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงสุดในชวง 10-18 วัน 

หลังจากตัดตา และลดลงอยางรวดเร็วกอนปูวางไข  คาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทั้ง 8 ตัว อยู

ระหวาง 1-3.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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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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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

               ปูทะเล Scylla serrata (Forskal, 1775) มีการแพรกระจายตวัอยูในภาคใต และฝง

ตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะบริเวณที่เปนพืน้ทีป่าชายเลน และบริเวณปากแมน้ํา ปูทะเล

จัดเปนสัตวทีม่ีคุณคาทางเศรษฐกิจของไทยชนิดหนึ่ง มีผูนิยมนํามาบริโภคเปนอาหารกนัอยาง

กวางขวาง เนือ่งจากเนื้อมีรสชาดดี  และมีความตองการบริโภคอยางสูงในหลาย ๆ ประเทศ ไดแก 

มาเลเซยี สิงคโปร ใตหวัน และฮองกง (Liong, 1993) โดยจะนยิมกนิไขของปูทะเลเพศเมีย และ

เนื้อของปทูะเลเพศผูเพราะมีกามใหญ อัตราการจําหนายปทูะเลของประเทศไทยในแตละป อยู

ในชวง 4,200-6,200 ตัน มีมลูคา 168.4-496.0 ลานบาท (Pripanapong และ Tongdee, 1988) ปู

ทะเลที่ใชในการบริโภคในปจจุบันไดมาจากการจับตัวเต็มวัยจากธรรมชาติโดยตรง หรือนําลกูปู

จากธรรมชาติมาเลี้ยงใหเปนตัวเต็มวัย แลวจึงนํามาขาย เห็นไดวาปูทะเลทั้งที่บริโภคในประเทศ

และสงเปนสนิคาออกทุกวนันี ้ สวนใหญไดจากธรรมชาติทัง้สิ้นทําใหในปจจบุันประชากรปูทะเล

ของประเทศไทยมีปริมาณลดนอยลง และยังพบวาปูทะเลที่จับไดในปจจุบันมีขนาดตวัเล็กลง

หลังจากป 2532 ตามรายงานขนาดของปูทะเลที่จับไดในจังหวัดระนองและจงัหวดัใกลเคียงใน

ระหวางป 2532-2536 (ชลธี, 2533; สุภาพ, 2536; สุภาพ, 2539 อางถงึใน บรรจง เทียนสงรัศมี 

และคณะ, 2541) นอกจากนี้ยังมีปจจัยอืน่ทีท่ําใหปูทะเลมีขนาดลดลง ไดแก การลดลงของจํานวน

ปาชายเลนซึง่เปนที่อาศัยและแหลงหากนิของปทูะเล รวมทั้งสิง่แวดลอมของปาชายเลนที่

เปลี่ยนแปลงไป (Liong, 1993) ขอมูลดังกลาวเปนตัวบงชี้วามีการใชทรัพยากรปทูะเลอยางหนกั 

จนเกนิกาํลังทีป่ระชากรปูทะเลในธรรมชาติจะมีการเจรญิทดแทนไดทนัดังนั้นจงึมีผูใหความสนใจ

ศึกษาเกีย่วกับชีววทิยาการสบืพันธุ รวมทัง้นิเวศวทิยาของปูทะเล เพือ่นําขอมูลไปใชประโยชนใน

การเพาะเลี้ยงโดยมีวัตถุประสงคเพื่อผลิตปูทะเลใหมีมากพอกับการบริโภคและเปดโอกาสให

ประชากรปูทะเลในธรรมชาติไดมีโอกาสฟนตัว  

 

               การเพาะเลี้ยงปูทะเลยังอยูในขัน้เริ่มตน และยังไมประสบความสาํเร็จเทาการเพาะเลี้ยง

กุง การเพาะเลี้ยงปทูะเลยงัมีอุปสรรคอีกหลายขัน้ตอน เนื่องจากไมสามารถติดตามการเจริญของ

รังไขปูในระยะตนโดยดูจากภายนอกไดเชนในกุง ดังนัน้การติดตามการเจริญของรังไขโดยเฉพาะ

ในระยะตน ๆ จําเปนตองฆาแมป ูการศึกษาการเจริญของไขในสัตวกลุม decapod นี้ทาํไดหลาย

แบบ เชน การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสีของรังไข โดยมองผานกระดอง (carapace) ซึ่งวธิีนี้

ใชไดกับเฉพาะในกุง เพราะม ี carapace บาง การศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายในรงัไขโดยใช
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เทคนิคทางเนือ้เยื่อวิทยา (histology) และ/หรือ อิมมโูนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) 

นอกจากนีก้ารเจริญของรังไขสามารถตรวจสอบไดโดยการวัดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนไวเทลโล

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

Lee และคณะ, 1996; Lee และ Chang, 1997) เนือ่งจากในขณะที่รังไขมีการเจริญจะตรวจพบ

โปรตีนในเลือด ที่เรียกวา ไวเทลโลเจนิน  (vitellogenin)  ซึ่งพบเฉพาะในเลือดของเพศเมีย  

(female specific protein)  ที่มกีารเจริญของรังไขเทานัน้ ไมพบในเพศผูและเพศเมยีที่รังไขยงัไมมี

การเจริญ (Kerr, 1969; Tom, และคณะ, 1987b)  ไวเทลโลเจนนิเปนสารตั้งตนของไวเทลลิน  

(vitellin)  ซึ่งเปน  lipoglyco-carotenoprotein ที่สะสมในเซลลไขที่กําลงัมีการเจริญ โดยเปน

โปรตีนที่เปนองคประกอบหลักของไขแดง (Kerr, 1969) ดังนั้นไวเทลลินและไวเทลโลเจนินจงึมี

ความเหมือนกนัในดานอิมมโูน (Wolin และคณะ, 1973; Fyffe และ O’ Connor, 1974) 

กระบวนการสรางและสะสมไขแดงนี้เรียกวา ไวเทลโลเจนซีิส (vitellogenesis)  

 

               จากการศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของครัสตาเชียนพบวามทีั้งชนิดที่สรางภายใน     

รังไขเอง (Dehn และคณะ, 1983; Yano และ Chinzei,1987; Quackenbush, 1989; Browdy 

และคณะ, 1990; Lee และ Watson, 1995) และชนิดที่มีการสรางจากแหลงอื่นนอกรังไข (Kerr, 

1969; Tom และคณะ, 1987a; Rani และ Subramoniam, 1997)  แลวปลอยออกสูกระแสเลือด 

จากนั้นถูกนาํเขาสะสมในเซลลไขที่กําลังมกีารเจริญในรูปของไวเทลลนิโดยวธิ ี endocytosis 

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

1994) ซึ่งพบกระบวนการนี้ในสัตวมีกระดูกสันหลงัที่ออกไข รวมทัง้แมลงสวนใหญดวยเชนกัน 

(Carlson, 1988) ขอมูลเกี่ยวกับแหลงที่สงัเคราะหไวเทลโลเจนนิและกลไกการสะสมไวเทลลนิของ

ปูทะเลยงัไมมขีอสรุปที่ชัดเจน แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาในกุงพบวาการเจริญของรังไข

สัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด (Byard และ Aiken, 1984; Lee 

และ Chang, 1997) ดังนัน้จึงเชื่อวาการติดตามการเปลี่ยนแปลงระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของ

แมปูจะสามารถบงชี้ระยะการเจริญของรังไขไดโดยไมตองฆาแมป ู ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

วางแผนและจดัการการเพาะเลี้ยงปทูะเลเพื่อผลิตลูกปูวยัออน การศึกษาครั้งนี้จะศึกษาติดตาม

การเจริญของรังไขปูทะเลโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิ

ในการตรวจวดัปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลอืดของปูทะเล โดยคาดวาจะนาํขอมูลที่ไดไปใช

ประโยชนในการติดตามการเจริญของรังไขเพื่อคัดเลือดแมปูทะเลที่อยูในระยะที่เหมาะสมสําหรับ

การเพาะฟกลกูปูวัยออนตอไป ซึ่งเปนวธิีหนึง่ที่เปนทางเลือกที่ดีกวาการสังเกตสีและขนาดของรัง

ไขเพราะสามารถติดตามการเจริญพันธุของปูทะเลโดยไมตองเปดกระดองแมปู นอกจากนีก้าร
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คนพบความสมัพันธระหวางการเจริญของรังไขกับระดับไวเทลโลเจนนิในเลือดไดนั้นจะนําไปสู

ความเขาใจวงจรการสืบพนัธุของปูทะเลได 

  

              ดังนัน้การศึกษาในครั้งนี ้ จะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไว

เทลโลเจนินทีถู่กทาํใหเสยีสภาพ และนําไปใชในการวัดปริมาณไวเทลโลเจนนินในเลอืดของปูทะเล

ที่มีการเจริญของรังไขในระยะตางๆ 
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 
 

               1. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินของปูทะเล 

Scylla serrata (Forskal, 1775) 

               2. เพื่อพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลอืดปูทะเลโดยวิธ ี enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) 

               3. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับการเจริญของรังไข

ระยะตางๆ ของปูทะเลทีถู่กชกันําใหรังไขเจริญโดยการตัดตา 
 
สมมติฐานของการศึกษา 
 

               การเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมีความสมัพันธกับการเจริญของรัง

ไขระยะตางๆ 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 

 

               ปูทะเลเปนปูชนิดเดียวในครอบครัว Portunidae ที่อาศัยอยูในปาชายเลน จึงมชีื่อสามญั

วา  mud crab หรือ mangrove crab 

               Keenan และคณะ (1998) ไดศึกษาปทูะเลในสกุล Scylla ในทะเลแดง (Red Sea) และ

ทะเลในเขตอินโดแปซิฟก (Indo-Pacific) สามารถจําแนกปทูะเลในสกุล Scylla ไดเปน 4 ชนดิ 

ไดแก  Scylla serrata (Forskal, 1775), Scylla olivacea (Herbst, 1796), Scylla 

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

ความแตกตางของเอนไซม (allozyme)ซึ่งจะสามารถบงบอกถึงสภาพจีโนไทป (genotype) ของ

แอลลีล (allele) ที่ควบคุมเอนไซมนัน้ได และใชความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 

(gene) ที่อยูบนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mitocondrial DNA) 2 ยีน คือ cytochrome oxidase I 

และ 16s RNA  ประกอบกบัการวิเคราะห 

ขอมูลทางดานสัณฐานวทิยา (morphometry) 

               Klinbunga และคณะ (2000) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปูทะเล 

(genus Scylla) ในภาคตะวันออกของประเทศไทย (จังหวัดจนัทบุรี และตราด) ดวยวิธ ี randomly 

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

คือ UBC456, UBC457 และ YNZ22 สามารถแบงแยกปูทะเลออกไดเปน 3 species อยางชัดเจน 

ไดแก ปูแดง หรือปูดํา Scylla serrata  ปูขาว S. oceanica  และปูเขียว S. tranquebarica 
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2.2 ชีววทิยาของปูทะเล 
               2.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) 

               ปูทะเลมีสวนประกอบของรางกาย คือ มีสวนหัวกับสวนอกรวมกันเรียกวา 

cephalothorax  สวนนี้จะมีกระดองหอหุมไว ลักษณะภายนอกที่สังเกตเห็นไดอยางชัดเจนคือ สวน

ทอง (abdomen) ของปูไดววิัฒนาการโดยเปลี่ยนแปลงไปเปนแผนบางๆเรียกวา จับปง พับอยูใต

กระดอง (abdomen)จับปงเปนอวัยวะทีใ่ชเปนที่อุมพยุงไขของแมป ู (ในระยะที่มไีขนอกกระดอง) 

นอกจากนีย้ังเปนอวัยวะที่ใชแยกเพศไดอีกดวย กลาวคือ ในเพศเมียจบัปงจะมีลกัษณะกวางปลาย

มนกลมกวาของเพศผูซึง่มีจบัปงรูปเรียวและแคบ กระดองของปูทะเลมีลักษณะเปนรูปไขมีสวนยาว

แคบกวาสวนกวางของกระดองดานหนา ระหวางตามีหนามแหลม 6 อันเรียงกัน และมีหนามเรียง

ทางดานนอกของตาไปทางดานซายและขวาของกระดองดานละ 9 อัน ปูทะเลมีขา 5 คู ขาคูแรกอยู

หนาสุดมีขนาดใหญมากเปนพิเศษเรียกวา กาม ปลายของกามปูแยกเปน 2 งาม มีลักษณะคลาย

คีม ใชจับเหยือ่กินและปองกันตัว สวนปลายสุดของขาคูที่ 2-4 มีลักษณะแหลมเรียกวา ขาเดนิ 

เพราะทําหนาที่ในการเดินเคลื่อนที ่สวนขาคูที ่ 5 ซึ่งเปนคูสุดทายเรียกวา ขาวายน้าํ ตอนปลายสุด

ของขาคูนี ้ มีลักษณะแบนคลายใบพาย เพื่อความสะดวกในการวายน้ํา (เสนห   ผลประสิทธิ์, 

2541) 
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ภาพที่ 2-1  ภาพวาดโครงสรางภายนอก รยางค และบริเวณตาง ๆ ของปูกลุม Branchyuran  

                  ครอบครัว Portunidae (Pechenik, 1991) 

ก.  ดานหลงั (dorsal) ข.  ดานทอง (ventral) 
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ภาพที ่2-2  ภาพถายของปทูะเล  Scylla serrata  เพศเมีย ตัวเต็มวัย 

               ก. ดานหลัง (dorsal) 

               ข. ดานทอง (ventral) 
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               2.2.2 อวัยวะรบัความรูสึก (Sense Organ) 

               ตาของปูทะเลเปนตารวม ประกอบดวยตาเลก็ ๆ เปนจาํนวนมาก ซึ่งไวตอส่ิงเคลื่อนไหว

ที่อยูรอบตัว และยังมกีานตาชวยในการชลููกตาออกมาภายนอกเบา และหดกลับเขาไปไดทําใหมัน

มองเหน็สิง่ตาง ๆ รอบตัวไดดียิ่งขึ้น ปูบางชนิดสามารถมองเห็นไดไกลถึง 20-30 กิโลเมตร ปู

สามารถไดยนิ และสรางเสยีงไดหลายแบบ เชน การเกี้ยวพาราส ี ปูเพศผูจะเรียกรองความสนใจ

ของปูเพศเมยีโดยใชกามตพีืน้ หรือส่ันขาเดิน เพื่อใหเกิดเสียงดงั ปูแตละชนิดจะมีเสียงเฉพาะ

ภายในชนิดของตัวเอง สําหรับการดึงดูดเพศตรงขาม หรือการขมขูคูตอสู ปูมีขนแข็ง (bristle) และ

ขน (hair) ทําหนาที่รับความรูสึกสัมผัส  bristle มักพบทัว่ตัว แตจะพบมากบริเวณขาเดิน  ทํา

หนาที่รับสัมผัสพื้นผวิ หรือวัสดุที่แข็ง สวน hair มีความไวในการรับสัมผัสกระแสน้ํา นอกจากนีปู้ยงั

ใช smell detector ที่มีอยูบน antennae และขาเดินในการหาอาหาร และเมื่อ smell detector ซึ่ง

มีอยูบนขาเดินไดรับสัญญาณเคมีจากอาหาร กามหนบีจะจับอาหารเขาปากทันทีอยางสมัพนัธกนั 

ซึ่งปูไดอาศัยการทํางานรวมกันของอวัยวะรับความรูสึกเหลานี้ในการหาอาหาร การผสมพันธุและ

การหลบหลีกจากศัตรู (Poore และ Taylor, 2000) 

 
ภาพที ่2-3  โครงสรางของ chemosensory hairs ซึ่งเรียกวา aesthetascs ที่อยูบน antenna ของ

กุง lobster Panulirus sp. (ก.) (Barnes, 1987) ภาพ SEM ของ chemoreceptive 

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

บนขาเดินของกุง lobster (ค.) (Harrison and Humes, 1992) 
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               2.2.3 ชีววทิยาการสืบพนัธุของปูทะเล ( Reproduction Biology ) 

 

                (1) การจับคู และการผสมพันธุ (Copulation and Mating)  

 

               ปูทะเลเพศผูจะจบัคูกับเพศเมยีที่มีความสมบรูณทางเพศพรอมที่จะสืบพนัธุโดยปทูะเล

เพศผูจะเกาะอยูดานบนของปูทะเลเพศเมียและใชขาเดิน (pereopods) คูที ่  2-4 กอดรัดเอาไว ปู

ทะเลเพศผูที่จบัคูอยูจะรอจนกระทั่งปทูะเลเพศเมียลอกคราบ แลวจงึทาํการผสมพันธุ โดยจับปู

ทะเลเพศเมียที่อยูดานลางหงายเอาดานทองขึ้น และสวนของจบัปง (abdomen) ของปูทั้งคูจะเปด

อาออกเพื่อผสมพันธุ ปูทะเลเพศผูจะผสมพนัธุกับปูทะเลเพศเมยีที่ผานการลอกคราบภายใน

ระยะเวลาไมเกิน 48 ชั่วโมง โดยจะสอดอวัยวะเพศ (pleopod) และปลอยถุงน้ําเชือ้ 

(spermatophore) ผานเขาไปในแองเก็บน้าํเชื้อ (sperm receptacle) ของปูทะเลเพศเมีย สเปรม

จะมีชีวิตอยูในปูทะเลเพศเมยีไดหลายเดือน การผสมพันธุนี้อาจใชเวลามากกวา 8 ชั่วโมง หลังจาก

การผสมพนัธุปูทะเลเพศเมยี จะคว่ําตัวอยูในสภาพปกติ และอาจอยูกับปูทะเลเพศผูอีก 2 –3 วัน

จนกระทั่งกระดองแข็งแลวจงึแยกออกมา (สุรชาติ และคณะ, 2538) 

 

               (2) การวางไข และการเจริญของตัวออน (Spawning and Larval Development) 

 

               ปูทะเลเพศเมยีมพีฤติกรรมอพยพออกจากชายฝงไปสูทะเลลึก เพื่อหาทีว่างไขในทะเล

หลังจากที่ไดรับการผสมพนัธุจากปทูะเลเพศผู และไขมีการเจริญเต็มที่แลว  พบวาปูทะเลเพศเมยี

จะออกไปวางไขหางจากชายฝงประมาณ 30-50 กิโลเมตร และอยูในระดับน้าํลึก 300 เมตร การ

วางไขของปทูะเลในแตละครั้ง จะใหไขคราวละไมต่ํากวา 2 ลานฟอง (Cheewasedtham, 1989)  

ปูทะเลเพศเมยีเมื่อสรางไขในกระดองจนถงึระยะสุดทายแลว  จะปลอยไขออกมาผสมกับน้าํเชือ้  

โดย Fielder and Heasman (1978) อางถงึใน ชลธี (2539) กลาววา ปูทะเลเพศเมียจะปลอยไข

ออกมาผานทอนําไข (oviduct) และไขจะถูกปฏิสนธโิดยสเปรมทีถู่กเก็บไวระหวางการผสมพนัธุ ไข

ที่ถูกผสมแลวจะออกมาติดอยูตรงรยางคสวนทอง (pleopods)  ซึ่งติดอยูกับสวนปลองทอง ปลอง

ที ่2-5  รวม 4  คู โดย pleopods จะมีขนยาวอยูเปนจํานวนมาก และไขจะออกมาตดิกับขนเหลานี้ 

ไขที่ติดอยูนอกกระดองจะมกีารแบงเซลลและเจริญเปนเอ็มบริโอ (embryo) แลวจึงฟกออกเปนตัว

ออน (larva) ระยะซูเอีย (zoea) ภายในเวลา 2-4 สัปดาห และมีการเจริญตอไปอีกประมาณ 10-12 

วัน จึงเขาสูตัวออนระยะเมกาโลปา (megalopa) ซึ่งมีความยาวประมาณ 4.5 มิลลิเมตร มีลักษณะ

คลายปูมากขึน้ ตัวออนของปูในระยะนีจ้ะมีการอพยพเขาใกลชายฝงทะเลมากขึ้นซึ่งอาศัยทัง้การ

วายน้ํา และกระแสน้ําพัดพาใหกลับเขาสูชายฝง ระยะนี้ใชเวลาประมาณ 8-10 วัน จึงจะมกีาร
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เจริญไปเปนลูกปูทะเลระยะแรก (1st crab instar) มีลักษณะเหมือนปูทะเลตัวเต็มวัย ขนาดความ

กวางของกระดองประมาณ 3-5 มิลลิเมตร ระยะนี้ลูกปูจะเริ่มจมตัวลงสูพืน้ดิน และพากันอพยพ

กลับเขาไปอาศัยหากิน และหลบภัยอยูในบริเวณปาชายเลน 

 

 
ภาพที ่2-4 ตัวออนในระยะซเูอีย  (ก.) และ ตัวออนระยะเมกาโลปา (ข.) (Pechenik, 1991) 

 

                (3) การเจริญของรังไข  (Ovarian Development) 

   

             ในปทูะเลเพศเมียเมื่อถึงวัยเจริญพันธุและมีความสมบูรณเพศ (sexual maturity) รังไขจะ

เจริญและเปลี่ยนแปลงอยางมาก จากการศึกษาพบวารังไขของปทูะเลที่มีอายุยงัไมถึงวัยเจรญิ

พันธุมักจะมีลักษณะเปนเสนยาวและใสไมมีส ี แตเมื่อถึงวยัทีพ่รอมจะไดรับการผสมพันธุแลว  รัง

ไขจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งเราสามารถสงัเกตเห็นไดดวยตาเปลาเมื่อเปดกระดองปูออก 

เนื่องจากรังไขจะมีการเปลีย่นแปลงสภาพทางสัณฐานภายนอกรวมทั้งสีและขนาด ปูทะเลที่เร่ิมจะ

มีความสมบูรณทางเพศ รังไขจะเริ่มเปลี่ยนแปลงจากที่ไมมีสีกลายเปนสีขาวหรือสีน้าํตาลออน

ตามลําดับ จากนัน้รังไขจะเริ่มขยายตัวเนือ่งจากมีการสะสมอาหารภายในเซลลไข (oocyte) และ

รังไขจะมีการเปลี่ยนแปลงสแีละขนาดตอไป กลายเปนสีเหลืองสมและสีสมแดงตามลําดับ ซึ่งใน

ขั้นนี้จะเปนขัน้ตอนการเจรญิขั้นสุดทายของรังไข Quinn and Kojis (1987) และ Heasman, 1985 

อางถงึใน ชลธี, 2539 ไดตั้งขอสังเกตวา การเปลี่ยนสแีละขนาดของรังไขจะไมมีความสมัพนัธกบั

ขนาดของปทูะเล และจากการศึกษาของ Prasad and Neelakantan, 1989 อางถึงใน ชลธี, 2539 

เกี่ยวกับขนาดของปูทะเลเพศเมียที่มีระบบสืบพันธุสมบรูณและสามารถผสมพนัธุได จะมีขนาด
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ตั้งแต 80 มิลลิเมตร ขึ้นไป สําหรับปูทะเลเพศเมยีทีม่ีขนาดความกวางกระดองระหวาง 91-100 

มิลลิเมตร พบวามีความสมบูรณทางเพศ โดยการศึกษาในครั้งนี้แบงระยะการเจริญของรังไขตามส ี 

ขนาดและลักษณะของรังไขตามใชวิธีของ Quinn and Kojis  (1987) ซึ่งแบงการเจริญของรังไข

ของปูทะเลได 5 ระยะ ดังนี ้

 
ระยะที ่ 1 รังไขจะมีขนาดเล็ก ลักษณะเปนเสนบางใส 
ระยะที ่ 2 รังไขจะมีขนาดเล็ก ลักษณะสีขาวขุนหลังจากนั้นจะเปลีย่นเปนสีน้าํตาล

ออน 
ระยะที ่ 3 รังไขขยายขนาด มีรอยหยัก และมีสีเหลืองออน 
ระยะที ่ 4 รังไขขยายใหญมากขึ้น มีรอยหยกัเพิม่ และมีสีเหลืองสม ปกคลุมประมาณ 

1/2-3/4 สวนของตับ-ตับออน (hepatopancreas) 
ระยะที ่ 5 รังไขเจริญเต็มที ่ขยายขนาดเกือบเต็มกระดอง มีสีสมหรือสมแดง ปกคลุม

สวนของตับ-ตับออนเกือบหมด 

   

             (4)  การเจริญของไข (oocyte development) 

 

               แบงออกเปน 2 ระยะใหญ ๆ (Harrison และ Humes, 1992) ไดแก 

               1.  ระยะ Previtellogenesis ปนระยะที่มกีารสะสมโมเลกุลหลายชนดิในเซลลไขเกิด

กิจกรรมหลายอยางของออรกาเนลในไซโตพลาสซึม  อัตราการสรางไรโบโซม และ rough 

Endoplasmic Recticulum (RER) สูงมาก 

               2. Vitellogenesis เปนระยะทีม่ีการสรางและสะสมไขแดง (yolk) และจากการศึกษา

ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาใน decapods บางชนิด มีการเคลื่อนที่ของสารภายใน

นิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซมึ ซึ่งปรากฏการณนี้อาจจะเปนการสงผาน RNA หรือ mRNA จาก

นิวเคลียสสูไซโตพลาสซึม และยังมีลกัษณะบางอยางที่สามารถนํามาใชบงบอกวาไขอยูในระยะที่

มีการสรางและสะสมไขแดง (vitellogenic oocyte) เชน microvilli ที่ยืน่ออกมาจากเซลลไขจํานวน

มาก 
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               กระบวนการสรางและสะสมไขแดง หรือไวเทลโลเจนีซีส (vitellogenesis) เปน

กระบวนการทีส่ําคัญซึ่งเกิดขึ้นระหวางการเจริญของไข (oocyte) ในสัตวกลุมครัสตาเชียนซึ่งมไีข

ชนิดที่มีไขแดงสะสมอยูในไซโตพลาสซึมของโอโอไซตจํานวนมาก (polylecithal egg) ไขแดง

ประกอบดวย น้ํา โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และสารอาหารอืน่ ๆ ที่จําเปนสาํหรบัการเจริญของ

เอ็มบริโอ สวนประกอบของไขแดงจะแตกตางกนัไปในสัตวแตละชนิดโปรตีนหลักที่สะสมใน

ระหวางกระบวนการสะสมไขแดงของไขที่กําลังเจริญ คือ ไวเทลลนิ(vitellin) หรือไลโปไวเทลลนิ 

(lipovitellin) ไวเทลลนิเปนโปรตีนที่มีขนาดใหญ และมีน้าํหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยโปรตีน

หนวยยอย (subunit) จํานวนตั้งแต 2-11 หนวยยอย ซึ่งแตละหนวยยอยจะมีน้าํหนกัโมเลกุลอยู

ระหวาง 40-200 กิโลดาลตัน  ขึ้นอยูกับชนิดของครัสตาเชียน (Eastman-Reks and Fingerman, 

1985) จากรายงานการศึกษาในครัสตาเชียนขณะที่รังไขมีการเจริญจะตรวจพบโปรตีนในเลือดซึง่

เปนสารตั้งตนของไวเทลลนิ เรียกวา   ไวเทลโลเจนิน (vitellogenin) โดยจะพบเฉพาะในเลือดของ

เพศเมีย (female specific protein) ที่รังไขกําลังมกีารเจริญเทานั้น ไมพบในเพศผูและเพศเมียทีรั่ง

ไขยังไมมีการเจริญ (Kerr, 1969; Tom, Goren and Ovadia, 1987b) และจากการศึกษาแหลง

สรางไวเทลโลเจนินของครัสตาเชียนพบวามีทั้งชนิดที่สรางภายในรังไขเองและ/หรือสรางจากแหลง

อ่ืนนอกรงัไข (heterosynthetic vitellogenesis) เชน ตับ-ตับออน เนื้อเยือ่ไขมันใตผิวหนัง 

(subepidermal adipose tissue) จะมีการสรางออกมาในรูปของไวเทลโลเจนนิ หลงัจากนัน้ปลอย

ออกสูกระแสเลือด และถูกนําเขาสะสมในรังไขที่กาํลงัมีการเจริญในรูปของไวเทลลินหรือไลโปไว

เทลลิน (Kerr,1969) สวนรายงานการศึกษาในครัสตาเชียนที่พบวาไวเทลลนิสรางภายในรังไข มี

ดังนี ้

 

               Lui และ O’ Connor (1976) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของกุง crayfish Procambarus 

sp.  โดยบมรังไขในอาหารเลี้ยงทีม่ ี 3H leucine และแยกโปรตีนจากสารสกัดรังไขโดย 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) และ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) จากนัน้ตรวจวัด 3H leucine บนเจลที่ไดจากการทาํอิเล็กโตร

โฟรีซีสโดยวธิ ี densitometry และเทียบกบั densitometric tracing ของไวเทลลนิที ่ purify แลว

พบวารังไขสามารถสังเคราะหไลโปไวเทลลนิไดเอง ซึ่งในปตอมา (1977) ศึกษาโดยใชเทคนิค

เดียวกนัพบวารังไขของปูแสม (lined shore crab) Pachygrapsus crassipes สามารถสรางไว

เทลลินไดเชนกัน 
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               Eastman-Reks และ Fingerman (1985) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของปูกามดาบ 

Uca pugilator โดยติดตามการสรางไวเทลลินดวย 4,5-3H leucine แยกโปรตีนโดย PAGE และ 

SDS-PAGE พบวารังไขเปนแหลงสรางไวเทลลนิเชนกนั  

 

               Yano และ Chinzei (1987) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลินของกุงคุรุมะ (kuruma) 

Penaeus japonicusโดยการนําเนื้อเยื่อรังไขและตับ-ตับออนบมในอาหารเลี้ยงทีม่ ี14    

C-amino acid และติดตามการสังเคราะหไวเทลลินดวยวิธีอิมมูโนอิเลก็โตรโฟรีซีส 

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

electrophoresis) พบวาเฉพาะรงัไขเทานัน้ที่สามารถสรางไวเทลลนิได 

 

               Rankin และคณะ (1989) ศึกษาอัตราการสรางโปรตีนของรังไข และตับ-ตับออนระหวาง

การเจริญของรังไขใน South American white prawn Penaeus vannamei ดวยวธิ ี

radiolabelled amino acid (14C leucine) จากนัน้ตวจสอบผลโดยวิธี autoradiography พบวา

เฉพาะรงัไขที่เปนแหลงสรางโปรตีนไวเทลลิน 

   

             Browdy และคณะ (1990) ศึกษาการสรางไวเทลลนิของรังไขในกุง Penaeus 

semisulcatus โดยนํารังไขทีอ่ยูในระยะตาง ๆ มาบมในอาหารเลี้ยงที่ม ี 14C  leucine และตรวจวัด

โปรตีนไวเทลลินที่สรางโดยรังไขดวยวิธ ี radioimmunoprecipitation พบวาปริมาณการสรางไว

เทลลินมีความสัมพนัธกับระยะของรังไขเมื่อรังไขมีเซลลไข (oocyte) ที่มีขนาดอยูระหวาง 100-380 

μm และยังพบวารังไขมีเซลลไขที่มีขนาด 100-300 μm สามารถสรางไวเทลลนิไดถึง 40-60% 

ของโปรตีนทัง้หมดที่รังไขสรางขึ้น 

  

              Lee และ Walker (1995) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ lipoprotein I และ II ซึ่ง 

lipoprotein 2 รูปนี้ไดพบและแยกไวโดย Lee และ Pupione, 1988 เพื่อใชศึกษาแหลงสรางไวเทล

โล-เจนนิของเนื้อเยื่อรังไข และตับ-ตับออนของปู  Callinectes sapidus  ดวยวิธอิีมมูโนไซโตเค

มิสทรี พบวาเฉพาะรงัไขที่สามารถสรางไวเทลลนิไดเนื่องจากพบปฏิกิริยาทางอิมมูโนตอไลโปไว

เทลลินเกิดขึ้นในเซลลไขที่กาํลังมกีารเจรญิเทานั้น 

 

               Lee และ Watson (1995) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของปูมา Callinectes sapidus 

โดยนําเนื้อเยือ่รังไข ตับ-ตับออน และเหงือกมาบมใน 35S methionine จากนัน้นาํเนื้อเยื่อไปสกัด 
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และตรวจสอบคุณลักษณะโดย SDS-PAGE, Western blotting และ autoradiography พบวารัง

ไขเปนแหลงสรางไวเทลลิน 

 

               ครัสตาเชียนชนิดที่มีการสรางไวเทลลนิจากแหลงอืน่นอกรังไขมีรายงานการศึกษาโดย 

Wolin และ คณะ (1973) ไดศึกษาติดตามการนาํเขาของไลโปไวเทลลินของเซลลไขโดยใชสารเรือง

แสงในปูกามดาบ (fiddler crab) Uca pugilator  กุง crayfish Cambarus clarkii และปูแมงมุม 

(short-clawed spider crab) Libinia emarginata พบวาเกิดพิโนไซโตซีส (pinocytosis) ของไล

โปไวเทลลนิโดยเซลลไขที่กําลังมีการเจริญ 

 

               Paulus และ Laufer (1987) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของเนื้อเยื่อตับ-ตับออนของ 

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

วิธีอิมมูไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) และพบเซลลที่เชื่อวาทําหนาที่สรางไวเทลโลเจนิน

ในตับ-ตับออน ซึ่งเรียกวา vitellogenocytes   

 

               Tom และคณะ (1987a) ศึกษาโดยใชวธิีอิมมูไซโตเคมิสทรี และรายงานวาพบสารตั้งตน

ของไวเทลลนิในเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงัของกุง Parapenaeus longirostris. 

 

               Charniaux-Cotton และ Payen (1988) ไดรวบรวมขอมูลแหลงสรางไวเทลโลเจนินซึง่ได

จากการศึกษาดวยวิธีตางๆ ไดแก  autoradiography โดยบมเนื้อเยื่อไวในอาหารทีม่ี 14C-leucine-

labelled และ immunofluorescence รายงานวาไขมัน (fat body) ของ Orchestia gammarella 

(amphipod), Porcellio dilatatus (isopods), Idotea balthica และกุง Palaemon serratus เปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนิน โดยที ่ fat body จะสะสมและปลอยไวเทลโลเจนินสูรังไขเฉพาะเมื่อถึง

ระยะที ่2 ของไวเทลโลเจนีซสีเทานั้น 

 

               Fainzilber และคณะ (1992) ศึกษาแหลงสรางไวเทลลนิของเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออนของกุง Penaeus semisulcatus โดยบมเนือ้เยื่อเหลานี้ในอาหารเลี้ยงที่มี 
14C  leucine และตรวจสอบการสังเคราะหไวเทลลินโดยวิธ ี immunoprecipitation โดยใชแอนติ

ซีรัมตอไวเทลลินพบวาเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงัไมมีการสรางไวเทลโลเจนิน ในขณะที่เนื้อเยื่อตับ-

ตับออนมีการสรางไวเทลโลเจนิน และสรุปวามีอัตราการสรางที่ต่าํมาก เนือ่งจากไดนําผล

การศึกษาการสรางไวเทลโลเจนินในตับ-ตับออนมาเทียบกับรังไขซึ่งศกึษาไวโดย Browdy และ

คณะ (1990)พบวาตับ-ตับออนมีอัตราการสรางไวเทลโลเจนนินอยกวารังไขถงึ 23 เทา  
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               Han และคณะ (1994) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของกุง Macrobrachium 

nipponense ดวยวิธีอิมมูไซโตเคมิสทรี ในเนื้อเยื่อตับ-ตับออน เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั กลามเนือ้ 

และรังไข พบวาตับ-ตับออน และเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนัง เปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิจาก

ภายนอกรงัไข 

 

               Vafopoulou และ Steel (1995) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนินของ Oniscus asellus 

(isopod)โดยบมเนื้อเยื่อที่ศกึษาในอาหารเลี้ยงที่มี 3H-leucine และตรวจสอบการสังเคราะหไว

เทล-ลินโดยวธิี immunoprecipitation โดยใชแอนติซีรัมตอไวเทลลนิพบวารังไขและ fat body เปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนิน 

 

               Rani และ Subramoniam (1997) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของปูทะเล Scylla 

serrata ซึ่งเปนการศึกษาแบบ in vivo โดยใช 14C phenylalanine เปนตัวติดตามการสรางไลโปไว

เทลลินในเนื้อเยื่อรังไข เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั เนื้อเยื่อตับ-ตับออน และเลือด โดยเก็บเลือดและ

เนื้อเยื่อตาง ๆ มาตกตะกอนโปรตีนโดยใช trichloroacetic acid จากนัน้นําโปรตนีไปแยกใน 3-

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

isotope บนกระดาษโดย Liquid Scintillation Counter พบวาเนื้อเยื่อรังไข เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออน สามารถสรางไวเทลโลเจนินไดโดยขณะที่รังไขมีการเจริญอยูในระยะที ่ 1 

พบวาเนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั และเนื้อเยือ่ตับ-ตับออน มีการสรางไวเทลโลเจนนิในระดับที่สูงกวา

ในรังไข ในการเจริญของรังไขในระยะที ่ 2 ระดับของ 14C phenylalanine ในรงัไขเพิ่มสูงขึน้อยาง

มาก ในขณะที่ในเลือดมีระดับ 14C phenylalanine ลดลง ดังนั้นจงึสรุปวา เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงั 

และเนื้อเยื่อตับ-ตับออน มีบทบาทในการสรางและสงมาตามกระแสเลือดเพื่อเขาสะสมเปนไว

เทลลินในรังไข 

               Lee และ Chang (1999) ศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii โดยใชวิธอิีมมูไซโตเคมสิทรี และเทคนิค tracer พบวาเนื้อเยื่อตับ-

ตับออน เกิดปฏิกิริยาทางอิมมโูนกับแอนติบอดีตอไวเทลลนิในทุกระยะของการเจริญของรังไข 

ในขณะทีพ่บปฏิกิริยาทางอิมมูโนกับแอนตบิอดีตอไวเทลลินของเซลลไขเฉพาะในระยะที่มกีาร

สะสมไขแดง (vitellogenic phase) เทานัน้ และจากการติดตามการสรางไวเทลโลเจนนิโดยบม

เนื้อเยื่อใน 14C -glycine จากนั้นนํามาตรวจสอบผลโดยวิธ ี immunoprecipitation พบวาเฉพาะ

สารสกัดจากตบัออนที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัมตอไวเทลลิน ดังนัน้จึงสรุปวา ตับ-ตับออนเปน

แหลงสรางไวเทลโลเจนินที่สาํคัญ 
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               ในปเดียวกนั (1999) Chen  และคณะ ศึกษาโดยใช mRNA ของไวเทลโลเจนนิในการ

ติดตามแหลงสรางไวเทโลเจนินของ M. rosenbergii โดยวิธ ีNorthern blot และพบวาเนื้อเยื่อตับ-

ตับออน เปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิ เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Lee และ Chang (1999)   

 

               Tsutsui และคณะ (2000) ไดติดตามแหลงสรางไวเทลโลเจนินใน Penaeus japonicus 

(kuruma prawn) โดยวธิ ีNorthern blot และ In situ hybridization ดวย mRNA ของไวเทลโลเจ

นิน ของกุงชนดินี้ และไดแบงระยะการเจรญิของรังไขตามคาดัชนีรังไข (GSI) ดังนี ้GSI เทากับ 0.2-

0.5% เปนระยะ previtellogenesis (ระยะที ่ 1) GSI เทากับ 1.2-3.7% เปนระยะ early 

exogenous vitellogenesis (ระยะที ่ 2) GSI เทากับ 4.4-7.2% เปนระยะ late exogenous 

vitellogenesis (ระยะที ่3) และ GSI เทากับ 7.7-8.9% เปนระยะ late exogenous vitellogenesis 

(ระยะที ่4)  พบ mRNA ที ่code ไวเทลโลเจนินทัง้ในเซลลฟอลลิเคิล และเซลลของตบั-ตับออนของ

กุงเพศเมียที่อยูในระยะที่มกีารสรางและสะสมไวเทลลนิ (vitellogenic female) และระดับของ 

mRNA ที่พบในรังไขมีคาสูงที่สุดในระยะที ่ 2 และลดลงอยางรวดเร็วในระยะที ่ 3 และ 4 ในขณะที่

ในตับ-ตับออนปริมาณ mRNA มีคาเพิ่มสูงขึ้นในระยะที ่ 2 จนกระทัง่ถึงระยะที ่ 3 และเริ่มลดลงใน

ระยะที ่4  แสดงวากุงชนิดนี ้

มีการสรางไวเทลโลเจนิภายในรังไขกอนทีจ่ะมีการสรางจากตับ-ตับออน 

 

               (5) การควบคุมไวเทลโลเจนซีีสในครัสตาเชียน 

 

               การสังเคราะหไวเทลโลเจนินและไวเทลลนิในสัตวกลุมครัสตาเชียน อยูภายใตการ

ควบคุมของฮอรโมนหลายกลุม เชน ฮอรโมนยับยั้งการเจริญของรังไข หรือการสะสมไขแดงของรัง

ไข (Gonad or Vitellogenesis Inhibiting Homone, GIH or VIH) ฮอรโมนนี้สรางจาก X-organ 

และเก็บสะสมใน sinus gland ซึ่งอยูในกานตา โดยจากการศึกษาทีผ่านมาพบวาในกุงและปชูนดิ

ตางๆ มีฮอรโมนยับยั้งการสะสมไขแดงของรังไขอยูในสวนของกานตา เมื่อมีการทําลายกานตา จะ

มีผลทําใหเกิดการเจริญของรังไขอยางรวดเร็ว (Anikumar and Adiyodi, 1980)  

 

               วิมล สุขตั้งมั่น และคณะ (2539) พบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิของกุงกามกราม M. 

rosenbergii  คอย ๆ ลดลงถึงระดับตํ่าสุด หลังจากฉีดสารสกัดจากกานตากุง แสดงวาในสารสกัด

จากกานตามสีารที่ยับยั้งการสังเคราะหไวเทลโลเจนิน และเมื่อเวลาผานไป 28 ชั่วโมง ระดับไวเทล

โลเจนนิเพิม่สูงขึ้นจนใกลเคยีงกับระดับไวเทลโลเจนินเมือ่เร่ิมตนทดลอง   
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               Meusy และคณะ (1987) ศึกษา VIH ในครัสตาเชียนโดยวิธ ี dot-immunobinding, 

ELISA และอิมมูโนไซโตเคมิสทรี  และพบวาโครงสรางของ VIH ไมไดเปนแบบที่เฉพาะเจาะจง

สําหรับ ครัสตาเชียนชนิดใดชนิดหนึ่ง เนื่องจากเขาพบวาแอนติซีรัมตอ VIH ของ Homarus 

americanus สามารถทาํปฏิกิริยาขามกับสารสกัดจากตอมไซนัสของ Palaemonetes varians, 

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

 

               Quackenbush และ Keeley (1988) พบวาสารสกัดหยาบจากกานตาของกุง Penaeus 

setiferus สามารถยับยั้งการเพิ่มน้าํหนักของรังไขของปูกามดาบ Uca pugilator ที่ถูกตัดตาได  

 

               นอกจากนี้ยงัสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนเมื่อทาํการศึกษาในสภาพ in vitro ของ

รังไขของปูกามดาบ Uca pugilator ที่ถูกตัดตา 

 

               Chen และ Chen (1994) พบวากระบวนการสรางและสะสมไขแดงของกุงกุลาดาํ 

Penaeus monodon ถูกกระตุนไดโดยการตัดตา ซึ่ง 80% ของกุงทีต่ัดตาจะวางไขหลังจากตัดตา

แลว 7 วัน  

 

               Lee และ Watson (1995) พบวาเมื่อใสสารสกัดจากกานตาในอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อรังไข

ของปู Callinectus sapidus สารสกัดจากกานตามีผลยับยั้งการสังเคราะหโปรตนีตาง ๆ ในสวน

ของเนื้อเยื่อรังไข โดยผลของการยับยัง้นัน้ขึ้นอยูกับปริมาณของสารสกัดจากกานตาดวย 

 

               สวน VIH ของครัสตาเชียนมีรายงานวา มีขนาดอยูระหวาง 2-7.5 กิโลดาลตัน VIH ของ  

Homarus americanus ประกอบดวยกรดอะมิโน 77 ตัว (ขนาด 9.135 กิโลดาลตัน) (Soyez และ

คณะ, 1991) 

 

               ฮอรโมนอีกกลุมหนึ่งที่เกีย่วของกับกระบวนการไวเทลโลเจนีซีสและออกฤทธิ์ตรงขามกบั 

VIH คือ ฮอรโมนกระตุนพฒันาการหรือการสะสมไขแดงของรังไข (gonad or vitellogenesis 

stimulating hormone, GSH or VSH) ซึ่งเปนฮอรโมนที่พบในสารสกัดจากสมองและปมประสาท

สวนอกของกุง Paratya compressa และสารสกัดนี้สามารถกระตุนการเจริญของรังไขได 

(Takayanagi และคณะ, 1986) 
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               Eastman-Reks และ Fingerman (1984) พบวาสารสกัดจาก thoracic ganglion ซึ่ง

เปนแหลงสราง VSH ของปูกามดาบ Uca pugilator เพศเมียสามารถกระตุนใหรังไขเจริญอยาง

รวดเร็วโดยการออกฤทธิ์ของฮอรโมนในการกระตุนจะแปรผันไปตามระยะการเจริญของรังไข  

ดังนัน้จึงบอกไดวา VSH มีความสมัพนัธกบัระยะการเจริญของรังไข นอกจากนี้ยงัพบวาเมื่อตัดตา

ปูสามารถกระตุนการเจริญของรังไขได จากขอมลูที่ไดในปูกามดาบนี้เปนขอมูลที่ชวยสนบัสนุน

สมมติฐานทีว่าการเจริญของรังไขในสัตวกลุม decapod ถูกควบคุมโดย VIH และ VSH 
 
2.3 การศกึษาเกี่ยวกับความสมัพันธระหวางปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลอืดกับการเจริญ
ของรังไขในครัสตาเชยีน  (ตารางที ่2-2) 

 

               ศิวาพร ลงยันต และคณะ (2537) ไดประเมินความแนนอนของวธิ ี competitive ELISA 

ในการวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด โดยสุมตัวอยางเลือดกุงตะกาด Metapenaeus affinis มา

ตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินดวยวธิ ี competitive ELISA โดยใชแอนติซีรัมที่จําเพาะตอไว

เทลลินหรือแอนติซีรัมที่จาํเพาะตอไวเทลโลเจนิน ซึ่งทาํในถาด ELISA ที่ตางกนัในเวลาตาง ๆ กัน

พบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในแตละครั้งจะมีคาใกลเคียงกันในแตละตวัอยางเลือดที่

ใชถึงแมวาจะใชแอนติซีรัมทีแ่ตกตางกนักต็าม ดังนัน้จึงเชื่อวาวิธทีี่ใชตรวจหาปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือดโดยใชแอนติซีรัมทั้ง 2 ชนิดมคีวามแนนอนมากพอสมควร หลังจากนัน้ไดศึกษาระดบั

ไวเทลโลเจนนิในเลือดกับการเจริญของรังไขของกุงตะกาด Metapenaeus affinis ดวยวิธี 

competitive ELISA พบวาไวเทลโลเจนนิมีปริมาณต่ําในกุงที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1 (0.193 + 

0.167 mg/ml) แตจะเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆในระยะที ่2-3 (2.343 + 0.906 ถึง 2.673 + 0.951 mg/ml) 

และในระยะที ่ 4 ซึ่งเปนระยะกอนวางไขระดับไวเทลโลเจนินจะลดลง (0.708 + 0.508 mg/ml) 

และผลจากการฉีดสารสกัดจากกานตาใหกุงที่ถกูตัดตาทัง้สองขางจะชกันําใหระดับไวเทลโลเจนนิ

ในเลือดเพิ่มสูงขึ้น และคอยๆลดลงดวยอตัราเร็วตาง ๆ กันจนถงึระดับตนภายใน 24 ชั่วโมง 

 

               Byard และ Aiken (1984) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางการลอกคราบ วงจรการ

สืบพันธุ และระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงลอบสเตอร Homarus americanus โดยใชเทคนิค

อิมมูโน-อีเล็กโทรโฟรีซิส (immunocleclrophoresis) และ enzyme-linked immunosorbent 

assay พบวาระดับของไวเทลโลเจนินเพิม่ขึ้นเรื่อย ๆ ระหวางกระบวนการสรางและสะสมไขแดง 

และจะเพิ่มข้ึนสูงที่สุดในชวงเวลากอนที่กุงลอบสเตอรจะวางไข โดยมคีาตั้งแต 0-12 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร นอกจากนี้ยงัพบวาในชวงฤดูหนาวซึ่งตรงกับระยะกอนการลอกคราบจะไมสามารถตรวจ

พบไวเทลโลเจนินในเลือดได 
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               Derelle และคณะ (1986) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินของกุงกามกราม 

M. rosenbergii และตรวจวัดไวเทลโลเจนินในเลือดกุงเพศเมยีโดยวธิี indirect ELISA พบวา         

ในระยะเริ่มตนของการเจริญของรังไขและในระยะสุดทายของการลอกคราบปริมาณไวเทลโลเจนิน

ในเลือดมีคาต่าํกวา 1 mg/ml สวนในระยะที่รังไขกาํลงัมีการเจริญปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมี

คาอยูในชวง 10-15 mg/ml และปริมาณไวเทลโลเจนนิจะลดลงอยางรวดเร็วกอนทีกุ่งจะวางไข 

 

               Lee และ Pupione (1988) สามารถแยก lipoprotein ในเลือดของปู Callinectes 

sapidus ไดเปน 2 รูปแบบคือ lipoprotein I และ II ซึ่ง lipoprotein II พบเฉพาะในปูเพศเมีย และ

ประกอบดวยโปรตีน 3 หนวยยอยไดแก โปรตีนที่มนี้ําหนักโมเลกุล 109, 107 และ 78 กิโลดาลตัน 

จากนั้นวัดปริมาณ lipoprotein II หลงัจากแยกดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีสแลว ดวยวิธีของ Lowry 

(Lowry’s method) พบวาปริมาณ lipoprotein II ของการเจริญของรังไขในระยะที ่ 1-8 เปนดังนี ้

ระยะที ่ 1 และ 8 เทากับ 0 mg/ml ระยะที ่ 2 เทากับ 0.1 + 0.1mg/ml ระยะที ่ 3 เทากับ 0.2 + 

0.1mg/ml ระยะที ่ 4 เทากบั 0.3 + 0.2 mg/ml ระยะที ่ 5 เทากับ 1.1 + 0.8 mg/ml ระยะที ่ 6 

เทากับ 4.1 + 2.1 mg/ml ระยะที ่7 เทากับ 0.2 + 0.1 mg/ml 

 

               Okumura และคณะ (1992) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับไวเทลโลเจนิน ในเลือดกุง 

M. nipponense โดยใชเทคนิค rocket immunoelectrophoresis พบวาระดบัไวเทลโลเจนนิ

ระหวางการเจริญของรังไขในกุงชนิดนี้มีคาตั้งแต 1-9 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร    และในปเดียวกนั  

Shafir และคณะ (1992) ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลือดและไวเทลลนิใน

รังไขระหวางการเจริญของรังไขกุง Penaeus semisulcatus โดยวิธ ี rocket 

immunoelectrophoresis พบวาระดับไวเทลโลเจนนนิระหวางการเจริญของรังไขในกุงชนิดนีม้ี

คาเฉลี่ยตั้งแต 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรถึง 0.439 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  และปริมาณไวเทลลนิข

องรังไขมีคาเฉลี่ยตั้งแต 0.0126 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัวถงึ 4.55 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว แตอยางไร

ก็ตาม ไวเทลโลเจนินในเลือดและไวเทลลนิในรังไขยงัไมมีความสมัพนัธกันในเชงิปริมาณ  

 

               Quinitio และคณะ (1994) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ steroid hormone และปริมาณ

ไวเทลโลเจนนิระหวางการเจริญของรังไขของกุงกุลาดํา Penaeus monodon โดยวัดฮอรโมนใน

เลือด รังไข และตับ-ตับออนโดยวธิ ี radioimmunoassay (RIA) และวัดไวเทลโลเจนินในเลือดโดย

วิธ ี single radial immunodiffusion ซึ่งใชระยะการเจริญของรังไขเปนหลกัโดยไดแบงการเจรญิ

ของรังไขออกเปน 6 ระยะ พบวาปริมาณฮอรโมน estradiol-17β ในเลือดสามารถตรวจวัดได

เฉพาะในระยะการเจริญของรังไขที ่5 เทานั้นโดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 30.4 pg/ml  estradiol-17β ใน
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รังไขสามารถตรวจวัดไดในระยะที ่ 3-6 โดยมีคาขึ้นลงไมคงที ่สวน estradiol-17β ในตับ-ตับออน

ตรวจวัดไดในปริมาณนอยในระยะที ่2-4 (<20-23.8 pg/g) และเพิ่มข้ึนในระยะที ่5 (752.6 pg/g) 

จากนั้นลดลงในระยะที่กุงวางไข (ระยะที ่ 6; 225.5 pg/g)  ปริมาณ progesterone ในเลือด

สามารถวัดไดในระยะที ่ 2 (49.3 pg/ml) ระยะที ่ 3 (83.3 pg/ml) มีปริมาณสงูสุดที่ระยะที ่ 4 

(137.1 pg/ml) และลดลงหลังการวางไขจนถึงระยะที ่3 (60.0 pg/ml) ปริมาณ progesterone ใน

รังไขมีคาสูงสดุอยูในระยะที ่ 5 (234.7 pg/g) ปริมาณ progesterone ในตับ-ตับออนมีปริมาณต่าํ

ในระยะที ่ 2 (103.3 pg/g) และ 3 (48.8 pg/g) แตมีคาเพิ่มข้ึนในระยะที ่ 4 (232.9 pg/g) และ 5 

(269.4 pg/g) จากนั้นมีคาลดลงหลงัจากกุงวางไข (66.2 pg/g) ปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือด

สามารถวัดไดในระยะการเจริญของรังไขระยะที ่ 3 (0.441 mg/ml) และมีปริมาณเพิ่มข้ึนในระยะที ่

4 (2.640 mg/ml) และ 5 (6.973 mg/ml) จากนั้นลดลงมีคาเทากับ 2.546 mg/ml หลงัจากที่กุง

วางไข   

 

               ในป ค.ศ.1994 Lee และ Watson ไดนําไวเทลลินที่สกัดไดจากรังไขของป ูCallinectus 

sapidus ไปผลิตแอนติบอดีตอไวเทลลินเพื่อนาํไปใชในการพัฒนาวิธกีารตรวจวัดปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือดของปูเพศเมยีโดยวิธ ี ELISA ไดชวงกราฟ standard vitellin ที่เปนเสนตรงอยูในชวง 

62.5-1,500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งหาคาความไวในการตรวจวัดไดในปริมาณ 148 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตอมาในป ค.ศ.1996 Lee และคณะไดนําวิธ ีELISA ที่ไดพัฒนาขึน้ในป 1994 มาศึกษา

ความสัมพันธระหวางการเจริญของรังไขกับการเปลี่ยนแปลงปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของป ู

Callinectes sapidus  พบวาการเจรญิของรังไขระยะที ่  1  และ 2 ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไว

เทลโลเจนนนิได  แตเร่ิมวัดไดในระยะที ่3–6 (0.02+0.07 ถึง 0.14+0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ซึ่ง

ปริมาณไวเทลโลเจนนินที่ตรวจวัดไดมีปริมาณต่ํากวาคาไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในครัสตาเชียน

ชนิดอื่นๆ ที่มกีารรายงานผลมากอนหนานี ้ โดยผูทําการศึกษาอธิบายวาปูชนิดนี้ไวเทลโลเจนินถกู

สรางภายในรังไข ไวเทลโลเจนนิที่ตรวจวัดไดในเลือดในปริมาณต่าํและมีปริมาณเพิ่มสูงสุดหลัง

การวางไขเปนผลมาจากไวเทลลินในรังไขถูกปลอยออกมาในเลือด และจากการใชเทคนิคอิมมูโน

ฮิสโตเคมิสตรี ซึ่งใชแอนติบอดีตอไวเทลลินเพื่อระบุแหลงที่สรางและสะสมไวเทลลนิ และ/หรือไว

เทลโลเจนิน  ทําใหทราบวารังไขที่มีการเจริญอยูในระยะที ่ 1 และ 2 ไมมีไวเทลลนิสะสมอยูแตจะ

พบวามีไวเทลลินสะสมอยูในรังไขที่เจริญอยูในระยะที ่ 3–6 และไมพบปฏิกริยาทางอิมมูโนในสวน

ของเนื้อเยื่อตับ-ตับออน ซึ่งแสดงวาภายในเนื้อเยื่อตับ-ตับออนไมมีการสรางและสะสมไวเทลโลเจ

นิน   
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               Chang และ Shih (1995) ศึกษาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดระหวางการเจริญของรัง

ไขของกุงกามกราม  M.  rosenbergii โดยเทคนิค ELISA ซึ่งไดแบงระยะการเจริญของรังไข

ออกเปน 5 ระยะ พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินเริ่มวัดไดตั้งแตระยะที ่ 1 (1.82 mg/ml) และเพิ่มข้ึน

ในระยะที ่ 2 (2.12 mg/ml) หลังจากนัน้มีระดับคงที่อยูในระดับนี้จนถึงระยะที ่ 4 (ระยะที ่ 3 มีคา

เทากับ 2.05 mg/ml; ระยะที ่ 4 มีคาเทากับ 2.48 mg/ml) และมีระดบัลดลงในระยะกอนกุงวางไข

หรือกําลงัวางไข(ระยะที ่5 มีคาเทากับ 1.42 mg/ml) 

 

               Lee และ Chang (1997) ไดใชเทคนิค ELISA ตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนนิ และ

โปรตีนในเลือดในรังไข และในตับ-ตับออน ของกุงกามกราม M. rosenbergii ที่มรัีงไขเจริญอยูใน

ระยะตาง ๆ พบวาไวเทลโลเจนินในเลือดมีปริมาณต่ําในขณะที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1 

(0.05+0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และระยะที ่2 (1.19+0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นระดบั

ไวเทลโลเจนนิจะเพิ่มสูงสุดในระยะที ่ 3 (2.89+0.32 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และยังคงมีปริมาณสงู

ในระยะที ่ 4 (2.67+0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และระยะที ่ 5 (2.51+0.36 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

หลังจากนั้นพบวาปริมาณไวเทลโลเจนนิลดลงจนเกือบจะตรวจวัดไมไดเมื่อใกลถึงเวลาที่กุงจะ

วางไข 

 

               Longyant (1999) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิ เพือ่

นําไปใชตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon โดยวิธ ี

competitive ELISA และหาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับระยะการเจรญิ

ของรังไขของกุงกุลาดาํ พบวาระดับไวเทลโลเจนินในกุงแตละตัวหลังจากชักนําใหรังไขเจริญโดย

การตัดตาแสดงความสมัพนัธที่คลายกนั โดยในวนัที ่ 2 หลังจากตัดตา (รังไขเร่ิมเจริญระยะที ่ 2 มี

คาเทากับ 1.427 + 1.701 mg/ml) ระดับไวเทลโลเจนนิในเลือดเริ่มสูงขึ้นอยางรวดเรว็ (ระยะที3่ มี

คาเทากับ 2.910 + 3.601 mg/ml) จนกระทั่งถึงจุดสงูสดุในชวง 2-5 วัน (รังไขเจริญเต็มที)่ จากนั้น

ระดับไวเทลโลเจนินจะลดลงอยางรวดเร็วประมาณ 1 วันกอนการวางไข (ระยะที ่ 4 มีคาเทากับ 

1.384 + 1.105 mg/ml) 

  

              Jasmani และคณะ (2000) ไดพัฒนาวิธ ี enzyme immunoassay (EIA) เพื่อใชตรวจวัด

ปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของกุง kuruma Penaeus japonicus  สามารถตรวจวัดไวเทลโลเจ

นินใดในชวง 1.56-100 ng/well คาความเชื่อมั่นภายในถาดเดียวกันเทากับ 6% และระหวางถาด

เทากับ 10.5% ไดแบงระยะการเจริญของรังไขโดยใชลักษณะทางเนื้อเยื่อวทิยาของเซลลไขไว 3 

ระยะ คือ previtellogenesis (เปนระยะเซลลไขอยูในระยะเริ่มตนของการแบงเซลลพบวาเซลลไข
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ในระยะนี้มีไซโตพลาสซึมนอย  พบโครโมโซมที่มาเขาคูกันจัดเรียงตัวคลายชอดอกไม และพบนิ

วคลีโอลัสอยูชดิกับเยื่อหุมเซลล) ในระยะนี้พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินมีระดับตํ่ามาก (0.14 

mg/ml) และเพิ่มสูงขึน้อยางรวดเร็วในระยะ endogenous vitellogenesis (เปนระยะทีย่อมติดสี 

periodic acid schiff) มีคา 2.93 mg/ml  และมีปริมาณสูงสุดในชวงตนของระยะ exogenous 

vitellogenesis (เปนระยะทีพ่บ yolk granule) มีคา 5.07 mg/ml และคอย ๆ ลดลงในชวงปลาย

ของระยะนี ้(3.79 mg/ml) 
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ตารางที ่2-1 การศึกษาเกีย่วกับแหลงสรางไวเทลโลเจนินของสตัวกลุมครัสตาเชียน 

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 การศึกษาเกีย่วกับแหลงสรางไวเทลโลเจนินของสตัวกลุมครัสตาเชียน (ตอ) 
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  การศึกษาเกีย่วกับความสมัพันธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับ
การเจริญของรังไขในสัตวกลุมครสัตาเชียน 

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 สัตวทดลอง 
 
               3.1.1 ปูทะเล Scylla serrata ตัวเต็มวยั (ขนาดความกวางกระดอง 90-140 

เซนติเมตร) ซื้อจากตลาดเทศบาล อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ เพื่อนาํรังไขที่เจริญเต็มที่

มาสกัดไวเทลลินและซื้อจากฟารมเลี้ยง ตําบลบางแกว อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรสงคราม 

เพื่อใชในการทดลองตรวจวดัระดับไวเทลโลเจนินระหวางที่รังไขเจริญ โดยนาํปูทะเลมาเลีย้ง

ในน้าํทะเลที่มคีวามเค็ม 30 ppt อุณหภูมิ 26-28 องศาเซลเซียส ในอางพลาสติกกลมขนาด

เสนผาศนูยกลาง 35 เซนตเิมตร โดยใหเนื้อหอยแมงภู และปลาทูสดเปนอาหาร วันละ 2 คร้ัง 

เปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วัน ภาพที ่ 3-1 แสดงสภาพโดยทั่วไปของฟารมเลี้ยงปทูะเล ในจงัหวัด

สมุทรสงคราม และวิธกีารจบัปูโดยใชจั่น 
 

 
 

ภาพที ่  3-1 แสดงฟารมเลีย้งปทูะเล ตําบลบางแกว อําเภอเมือง จังหวัดสมทุรสงคราม (ก.) และ

การจับปูทะเลโดยใชจั่น (ข.) 
 

               3.1.2 หนูขาว (Swiss mouse) ซื้อจากศูนยสัตวทดลอง ศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล 
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3.2 ขั้นตอนดําเนินการศกึษา 
               ประกอบดวย 

               1.   การเตรียมสารสกัดไวเทลลนิจากรังไขของปูทะเล 

               2.   การปลูกภูมิคุมกันตอไวเทลลินทีถู่กทําใหเสียสภาพใหกบัหนูขาว  

               3.   การตรวจสอบความจาํเพาะและคุณภาพของแอนติซีรัมโดยวิธ ี double 

immunodiffusion 

               4.   การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนนิที่เสยีสภาพ 

               5.   การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลนิ และไวเทลโลเจนนิโดยวิธ ี

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

               6.   การตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีWestern blotting และ

ตรวจสอบ class และ subclass โดยใชชุด Mouse MonoAB ID kit (HRP) (ZYMED)  

               7.   การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ    

ไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิดวยวิธ ีcompetitive ELISA 

               8.   ศึกษาความสมัพันธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนนิกับการเจริญของรังไข (ดัง

แผนภาพที ่3-2) 
 

3.3 วิธีดําเนนิการศึกษาโดยละเอียด 
 
1.  การเตรียมสารสกัดไวเทลลินจากรงัไขของปูทะเล (ดัดแปลงจาก Longyant et al., 1999) 

               ผาตัดเอารังไขจากปูทะเลที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่5 (รังไขมีสีเหลืองสมหรือสม

แดง) และเก็บรวบรวมไวที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซยีส  บดรังไขในสารละลาย phosphate 

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

อัตราสวน 1 กรัมตอ 2 มิลลิลิตร บดดวย homogenizer (Janke & Kunkel) จนละเอียด 

จากนั้นนํามาปนที ่10,000 g ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ีแยกเอาสวนไขมนั

และตะกอนทิง้ แยกสวนสารละลายสีเหลอืงสมสวนหนึง่ไปหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ 

Bradford (Bradford, 1976) โดยเปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีนมาตรฐานของ bovine serum 

albumin (BSA) ปรับความเขมขนของสารละลายเปน 10 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร แบงใส

หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูม ิ–20  



 28 

 
แผนภาพที ่3-2 แสดงสรุปข้ันตอนดําเนนิการศึกษา 
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องศาเซลเซยีส นาํสารสกดัไวเทลลินบางสวนไปทําใหเสียสภาพโดยตมกับ treatment buffer 

(ภาคผนวก ข) ในอัตราสวน 1: 1 เปนเวลา 1 นาท ีและกอนทีจ่ะนําไปปลูกภูมิคุมกนัใหกับหนู

ขาว ตองกําจดั SDS และ mercaptoethanol ใน treatment buffer โดยนํามาทํา dialysis ใน 

phosphate buffered saline(PBS) ที ่4 องศาเซลเซยีส 4 คร้ัง เปนเวลา 2 วัน 

 

2.  การปลกูภูมิคุมกันตอไวเทลลนิที่ถกูทําใหเสียสภาพใหกับหนูขาว (ดัดแปลงจาก 

Goding, 1983) 

               นําสารสกัดไวเทลลินที่เสยีสภาพผสมกับ complete Freund’s adjuvant ใน

อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาทางชองทองของหนูขาวปริมาณ 0.5 มิลลิกรัมตอตัว หลังจากนัน้ฉีดซ้ําอีก 

2 คร้ัง ทุกๆ 2 สัปดาห  โดยการฉีดครั้งที ่ 2 จะผสมไวเทลลนิทีเ่สียสภาพกับ incomplete 

Freund’s adjuvant ในอัตราสวน 1:1 และฉีดครั้งที ่ 3 และ 4 โดยไมตองผสม adjuvant หนึ่ง

สัปดาหหลังจากฉีดครั้งที ่4 เก็บเลือดจากแองเลือดบริเวณเบาตาหนูขาว (retroorbital plexus) 

จากนั้นนําเลือดไปปนที ่ 5,000 g เปนเวลา 15 นาท ี แยกสวนทีเ่ปนซีรัมเก็บไวที่อุณหภูมิ –70 

องศาเซลเซยีส นําซีรัมของหนูแตละตัวไปตรวจสอบความจาํเพาะและคุณภาพโดยวิธ ี  double 

immunodiffusion 

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

               เทวุน 1.2 % ที่ละลายใน PBS ลงบนแผนสไลดปริมาตร 4.5-5 มิลลิลิตร ปลอยทิง้ไว

ใหเยน็จนวุนแข็งตัว และเจาะวุนเปนหลมุตามแบบในแผนภาพที ่ 3-3 หยอดแอนติซีรัมที่

ตองการทดสอบลงในหลุมแถวกลางปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ หยอดแอนติเจนชนิดตางๆ  

คือ  สารสกดัไวเทลลินจากรังไขในสภาพปกต ิ และเสียสภาพ  เลือดปูทะเลเพศเมียที่มกีาร

เจริญของรังไขอยูในระยะที ่ 5   เลือดปูทะเลเพศผู ปริมาณหลุมละ 10 ไมโครลิตร บมไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ในกลองชืน้ทีม่ีฝาปด เปนเวลานาน 48-72 ชั่วโมง ตรวจดูลักษณะ

ของแนวตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจน ลางโปรตนีสวนที่ไมเกิด

แนวตะกอนออก โดยแชในสารละลาย PBS หลายๆ คร้ัง ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 

48-72 ชั่วโมง นําไปยอมดวย 0.1% Coomassie brillant blue ที่ละลายใน 50% methanol 

และ 10% acetic acid เปนเวลา  4-6 ชั่วโมง และลางดวย destain I (50% methanol, 10% 

acetic acid) (ภาคผนวก ข) จากนัน้ลางตอดวย destain II (5% methanol, 7% acetic acid) 

(ภาคผนวก ข) จนกระทั่งวุนใส นําไปทําใหแหงโดยชุด gel air drying (BIO-RAD) หนูขาวตัวที่
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ใหผลของปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจนที่ดทีี่สุดจะถูกนํามาใชในขั้นตอนของการผลิตโม

โนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

 

 
 

แผนภาพที ่ 3-3  แสดงรูปแบบการหยอดแอนติซีรัมจากหนูแตละตัว และแอนติเจนชนิดตาง ๆ  ลง

ในหลุมบนวุนสําหรับการทาํ 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.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดตีอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนินที่เสียสภาพ (แผนภาพที่ 3-4) 

  

              วิธีการทํา cell fusion ในการศกึษาครั้งนี้ไดปรับปรุงพัฒนามาจากวิธีของ Köhler และ 

Milstein (1976) ซึ่งไดอธิบายไวโดย Mosmann และคณะ (1979) ทาํโดยฉีดสารสกัดไวเทลลนิเขา

ชองทองหนูขาวตัวที่ใหผลของปฏิกิริยาของแอนติซีรัมกับแอนติเจนที่ดีที่สุด กอนทํา fusion 3 วัน 

สวน myeloma cell  (P3X)1 ตองเลี้ยงใหไดจํานวนเซลลประมาณ 2X107 เซลล  จากนัน้นาํ spleen 

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

fusion นําเซลลกระจายเลีย้งใน selective medium (HAT medium ประกอบดวย hypoxanthine, 

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

cell เปน feeder layer)  ใน 96 well culture plate ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 21 

plate บมไวในตูบมเลี้ยงเซลลภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5%  อุณหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1-2 สัปดาห ตรวจดูการเจริญของ hybridoma cell ใน 96 well culture plate 

ดวยกลองจุลทรรศนแบบ inverted microscope เพื่อนําไปคดัเลือกตอไป โดยหลังจากการ

คัดเลือก  hybridoma โคลนที่ผลิตแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนินจะถกู reclone อยาง

นอย 2 คร้ัง ดวยเทคนิค limiting dilution (Eshhar, 1985) เพื่อใหแนใจวาเปน monoclone ของ 

hybridoma 

 

               4.1  การเกบ็เซลลแชแข็ง (cell freezing) (ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

               หลงัจากเก็บ hybridoma conditioned media และตรวจสอบความจาํเพาะของแตละ 

hybridoma clone โดยวิธ ี indirect ELISA และ dot-blotting แลว เก็บเซลลที่อยูในชวงทีม่ีการ

เจริญดีของโคลนที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิ และไวเทลโลเจนิน โดยนําไปปนที ่ 1,000 

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

แชไวที ่4 องศาเซลเซียส แบงใสหลอดเก็บเซลล (cryotube) หลอดละ 1 ลานเซลลในปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร เก็บที ่–70 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชั่วโมง จากนัน้จงึยายไปเก็บไวในไนโตรเจนเหลว

ตอไป 

                                                           
1 ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมูโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 
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แผนภาพที ่3-4  แสดงการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและ ไวเทลโลเจนินที่เสีย

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

               นําหลอดที่เกบ็เซลลออกจากถงัไนโตรเจนเหลว และนําไปแชในน้าํอุณหภูม ิ 37 องศา

เซลเซียสทันท ีจนกระทัง่อาหารเลี้ยงเซลลละลาย ใช pasteur pipette ดูดเซลลในอาหารเลี้ยงจาก

หลอดเก็บเซลลไปใสใน RPMI medium ที่ไมม ี serum ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจากนั้นนําไปปนที ่

1,000 g เปนเวลา 5 นาท ีดูดสวนที่เปนของเหลวทิง้ กระจายเซลลจากสวนที่เปนตะกอนใน RPMI 

medium ที่ม ี 10% fetal calf serum และยายลงจานเลี้ยงเชื้อขนาด 25 มิลลิลิตร บมไวในตูบม

เลี้ยงเซลลภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5%  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้ตอง

ทําการแยกเซลลที่เพิม่จํานวนขึ้นทุก ๆ 2-3 วัน 

 

                4.3  การผลิต ascites fluid จากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจ

นิน(ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

               เลี้ยง hybridoma โคลนที่ตองการผลิต ascites fluid ใหเซลลมีจํานวนมากอยูในชวงทีม่ี

การเจริญดี ดูดใสหลอดเซนตริฟวจ ปนที ่ 1,000 g เปนเวลา 5 นาท ี เท RPMI ทิ้ง เติม PBS ที่

ปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเซลลกระจายตวั นําไปฉีดเขาชองทองของหนูขาวที่ไดรับ

การฉีด pristane กอนฉีดเซลล hybridoma (ประมาณ 1 ลานเซลลตอตัว) ประมาณ 1-2 สัปดาห 

ซึ่งเปนการชวยให hybridoma เจริญไดดีในรางกายหน ู เมื่อมีการเจริญของ hybridoma cell 

ประมาณ 1-2 สัปดาห เก็บ ascites  fluid ในชองทองออกโดยเจาะชองทอง และนําไปปนแยกเก็บ

สวนที่เปน ascites fluid ไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีส 
 
5.  การคัดเลอืกโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลินและไวเทลโลเจนินทีเ่สียสภาพ 
 

               5.1 การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีindirect ELISA  (แผนภาพที ่3-5) 

               ใสสารสกัดไวเทลลินที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรใน PBS ปริมาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม บมทิง้ไวที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส นาน 12-24 ชั่วโมง ในกลองชื้นที่มีฝาปด 

จากนั้นลางไวเทลลินสวนเกนิซึ่งไมสามารถจับในกนหลมุไดอีกออกดวย 0.5% blotto (0.5% นมผง

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

ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีใช  5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรเคลือบ

บริเวณภายในหลุมทีย่ังไมมีโปรตีนไวเทลลนิจับอยู นาน 30 นาท ี นํา hybridoma conditioned 

media ในแตละหลุมจากขอ 4   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงใน microtiter plate บมไวที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซยีส นาน 12-24 ชั่วโมง ลางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน hybridoma conditeion 

media ที่ไมไดทําปฏิกิริยาดวย 0.5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุมจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 
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15 นาท ี  ใส second antibody ไดแก goat anti-mouse IgG ซึ่ง conjugate ดวย horseradish 

peroxidase (GAM-HRP) ที่เจือจางอัตราสวน 1:1,500 ใน 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอ

หลุม อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาลาง second antibody ที่ไมได

ทําปฏิกิริยาออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที 

และลางครั้งสดุทายดวยสารละลาย PBS เติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 

0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดสี (color developer) ซึ่งไดแก O-Phenylenediamine 

dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่ละลายในซเิตรตบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย

กรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไปวดัคาดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader หลมุที่ใหคาดดูกลืนแสงสงูกวา

หลุมควบคุม แสดงวา hybridoma นั้นสรางแอนติบอด ีซึ่งจะนําไปทําการคัดเลือกตอไป 
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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 ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตัวอยางเลือดปูทะเลเพศ

เมียที่รังไขเจริญอยูในระยะที ่5 และเลือดปูทะเลเพศผูทีเ่จือจาง 1:10 ที่อยูในสภาพปรกติ และเสยี

สภาพ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ตามแบบในแผนภาพที ่3-6 นําไปอบ

ที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ีแลวลาง SDS ที่อยูในแอนติเจนทีเ่สียสภาพดวย 

PBS 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ีบล็อคบริเวณอื่นบนกระดาษทีไ่มมีแอนติเจนดวย 5% blotto เปนเวลา 30 

นาท ี จากนัน้นําไปแชใน hybridoma conditioned media  ที่ตองการทดสอบซึง่เจือจางใน 5% 

blotto ที่อัตราสวน 1:20 บมไว 8-12 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 4 คร้ังๆ ละ 15 นาท ี แลวนําไป

บมใน GAM-HRP ที่ดูดซับดวยเลือดปูทะเลเพศผู 40 % (เพื่อปองกนั background ที่เกิดจากการ

จับแบบไมจําเพาะของสารละลาย GAM-HRP กับโปรตีนอื่น ๆ ในเลือด) เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 

ลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย 0.5% blotto 4 คร้ังๆ ละ 15 นาท ี และลางครั้งสุดทายดวย PBS แลว

นําไปทาํปฏิกริิยาโดยเติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่

ทําใหเกิดส ี (color developer) ในกรณีนี้ไดแก  0.03% diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB) ใน PBS ที่มีโคบอลตคลอไรด  เปนเวลา 5 นาท ี ลางดวยน้ํากลัน่หลาย 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  แสดงรูปแบบการหยดแอนติเจนชนิตาง ๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
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แผนภาพที ่3-7  แสดงการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีdot-blotting 
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6.  การตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน และไวเทลโลเจนิน 
  

              แยกโปรตีนไวเทลลินในสารสกัดจากรังไขและโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใช 

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) หรือ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)  ซึ่งการแยกโปรตีนโดย PAGE ประกอบดวย separating gel 

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

gel 7.5% และ stacking gel 4% (ภาคผนวก ข) เมื่อทําการแยกโปรตีนบนเจลดวยกระแสไฟฟา

เรียบรอยแลว เจลสวนหนึง่นาํไปยอมเพือ่ดูองคประกอบของไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินโดยยอม

ดวยส ีCoomassie brilliant blue ยอมสวนไขมันดวย Sudan black B และยอมคารโบไฮเดรตดวย 

periodic acid Schiff (PAS) อีกสวนหนึง่นาํไปยายลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส เพื่อตรวจสอบ

ความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธ ี Western blotting 

 

               6.1  วิธกีารยอมโปรตีนดวยส ีCoomassie brilliant blue R-250 มีขั้นตอนดังนี ้  

               นําแผนเจลแชใน  0.1% Coomassie brilliant blue ที่ละลายใน 50% methanol และ 

10% acetic acid เปนเวลา 5-6 ชั่วโมง ลางสีสวนที่ตดิบริเวณอื่นที่ไมใชแถบปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นออก

ดวย destain I (50% methanol, 10% acetic acid) (ภาคผนวก ข)  เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง และลาง

ตอดวย destain II (5% methanol, 7% acetic acid) (ภาคผนวก ข) จนกระทัง่แผนเจลใส นําไป

ทําใหแหงดวยเครื่อง gel air drying  

 

               6.2  วิธกีารยอมไขมันดวย Sudan black B (ดัดแปลงจากวิธีของ Humason, 1979) มี

ข้ันตอนดังนี ้  

 

               นําแผนเจลแชใน 10% ฟอรมาลิน ทิ้งไวขามคืน เพื่อ fix แถบโปรตีนบนเจลใหอยูใน

ตําแหนงเดิม ลางดวยน้าํกลัน่ 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีแชแผนเจลใน ethyleneglycol 2 คร้ัง ๆ ละ 10 

นาท ี เพื่อใหส ี Sudan black B แทรกซึมเขาในเนื้อเจลไดดีเนื่องจากทําละลาย Sudan black B 

ดวย ethyleneglycol จากนั้นแชแผนเจลใน Sudan black B นาน 4-6 ชั่วโมง ลางดวย destain 

solution (20% acetone, 15% acetic acid) (ภาคผนวก ข) จนแผนเจลใส ลางน้าํกลั่นกอนนําไป

ทําใหแหง  

 

 



 39 

               6.3 วิธีการยอมคารโบไฮเดรตดวยเทคนิค Periodic Acid Schiff  (PAS) (ดัดแปลงจาก

วิธีของ Humason, 1979) มีขั้นตอนดังนี ้  

               นําแผนเจลแชใน 10% ฟอรมาลิน ทิ้งไวขามคืน ลางดวยน้าํกลั่น 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีใส 

periodic acid แชไวเปนเวลา 30-40 นาท ีลางดวยน้าํกลั่น 2 คร้ังๆ ละ 15 นาท ีจากนัน้ใส Schiff 

reagent (ภาคผนวก ข) ทิ้งไวขามคนื ลางดวยสารละลายโซเดียมไบซัลไฟดจนแผนเจลใส ลางน้าํ

กลั่นกอนนาํไปทําใหแหง  

 

               6.4  Western blot (แผนภาพที ่3-8) 

               ยายโปรตีนจากแผนเจลลงสูกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยเครื่อง Trans-Blot®    

Electrophoretic Transfer Cell โดยผานกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนําแผน

ไนโตรเซลลูโลสไปแชใน 5% blotto เปนเวลา 30 นาท ี แลวบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยแชใน 

hybridoma conditioned media ของ แตละโคลน ที่เจอืจางใน 5% blotto ในอัตราสวน 1:500 บม

ไวขามคืน ลางดวย 0.5% blotto  4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีแลวนาํไปบมตอใน GAM-HRP ที่เจือจาง 

1:1,500 ใน 5% blotto ขั้นตอนตอไป ทําเชนเดียวกับในขอ  3.2.5 ข  สําหรับแผนไนโตรเซลลูโลสที่

ไดจาก PAGE ตองตมใน 0.1% SDS เปนเวลา 1 นาท ีและลางดวยน้าํกลั่น 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

จากนั้นทําตามขั้นตอนดังกลาวขางตน 

 

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

               ตรวจสอบโดยใชชดุ Mouse MonoAB ID kit (HRP) (ZYMED) โดยมีขั้นตอนดงันี้ 

เตรียมสารละลาย goat anti-mouse IgG ที่ละลายใน plate coating solution อัตราสวน 1:100 

(ภาคผนวก ข) จากนัน้หยอดลงในหลมุของ 96 well culture plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ

หลุม บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ลางดวย 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

อัตราสวน 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) บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ัง ๆ 

ละ 10 นาท ีใส typing sera (ภาคผนวก ข) แตละชนดิลงในหลมุ ๆ ละ 2 หยด (100 ไมโครลิตร) 

(แผนภาพที ่ 3-10) บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1ชั่วโมง ลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังๆ ละ 10 

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

blotto ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 0.5% 



 40 

blotto 3 คร้ังๆ ละ 10 นาท ีและลางครั้งสุดทายดวยสารละลาย PBS เติม substrate ของเอ็นไซม 

peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดส ี (color developer) ซึ่งไดแก O-

Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่ละลายในซิ

เตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.5 หลมุละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที 

หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไป

วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 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 ดวย

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

 

               6.6  การตกตะกอนไวเทลลนิจากสารสกัดรังไข และไวเทลโลเจนนิจากเลอืดโดยใชแอน

ติ-ซีรัมตอไวเทลลิน 

               ปลูกภูมิคุมกันตอไวเทลลนิใหกบัหนูขาวจาํนวน 4 ตัว โดยทําตามขั้นตอนในขอ 2 (หนา 

29) หลังจากตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแลว นําแอนติซีรัมที่ไดจากหนทูั้ง 4 ตัวรวมกัน

ตกตะกอนไวเทลโลเจนินจากเลือดโดยผสมเลือดปูเพศเมียที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่ 5 กับแอนติ

ซีรัมที่อัตราสวน 8:1 ทิ้งไวที ่4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 คืน จากนัน้นําไปปนที ่5000 g 15 นาที 

ลางตะกอนดวย PBS 3 คร้ัง และละลายตะกอนเกบ็ไวใน PBS การตกตะกอนไวเทลลินจากสาร

สกัด   รังไข ทําเชนเดียวกนั แตใชสารสกัดจากรังไขผสมกับแอนติซรัีมที่อัตราสวน 4:1 จากนั้นนํา

โปรตีนไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิที่ตกตะกอนมาไดไปแยกเพื่อตวรจสอบขนาดโดยใช SDS-

PAGE และ Western blot (ขอ 6.4)  
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7.  การวัดปรมิาณไวเทลโลเจนินในเลอืดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไว
เทลลิน และไวเทลโลเจนนิดวยวิธ ีcompetitive ELISA 
               7.1  การเกบ็ตัวอยางเลือดเพื่อตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนิน 

               หลงัจากนาํปูทะเลมาเลี้ยงเพื่อปรับสภาพรางกาย 3 วัน ตัดตาทั้ง 2 ขางเพื่อชักนาํใหรัง

ไขเจริญ ใช syringe ที่เคลอืบดวย EDTA 0.5 มิลลิโมลาร เก็บตัวอยางเลือดปูจากโคนขาวายน้ํา 

ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ตั้งแตกอนตัดตา 1 วนั และทุกๆ 2 วัน หลังจากตัดตา จนกระทั่งปูวางไข 

เก็บรวบรวมตวัอยางเลือดไวที ่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนนิโดยวธิี 

competitive ELISA ตอไป  

 

               7.2  การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดดวยวิธี competitive ELISA (แผนภาพที่ 3-11) 

               การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในครั้งนี้ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลนิและ

ไวเทลโลเจนนิ โคลนที ่71 ซึง่ผลิตโดย นุชนาถ เกษมวงศ (2542) โดยมีขั้นตอนดังนี ้ ใสสารสกัด ไว

เทลลินที่เจือจางใน PBS ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแตละ

หลุมของ maxisorp microtiter plate (NUNC) บมไวที ่ 12-24 ชั่วโมง ในกลองชื้นที่มีฝาปด 

จากนั้นลางดวย 0.5% blotto  ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ีและ

ใช 5% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตรตอหลุม เคลือบบริเวณภายในหลุมที่ยงัไมมีโปรตีนไวเทลลิ

นจับอยู นาน 30 นาท ี หยอดสารสกัดไวเทลลนิทีเ่จือจางดวย 5% blotto ที่ความเขมขนดงันี ้

0.015625, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 ไมโครกรัม ตัวอยางเลือดปูทะเลเพศ

เมียทีม่ีรังไขเจริญในระยะที ่5 และตัวอยางเลือดเพศผู ซึ่งเจือจางที่คา dilution เดียวกับสารสกัดไว

เทลลินมาตรฐาน ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน microtiter plate จากนัน้เติม ascites fluid โคลนที ่

71 ที่เจือจาง 1:10,000 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไป บมไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-

24 ชั่วโมง ลางantigen-antibody complex ที่ไมไดเกาะที่กนหลมุออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 

150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 15 นาท ี  ใส second antibody ซึ่งไดแก goat anti-

mouse IgG ที ่ conjugate ดวย horseradish peroxidase (GAM-HRP) ที่เจือจางอัตราสวน 

1:1,500 ใน 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-

24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาลาง second antibody ที่ไมทาํปฏิกิริยาออกดวย 0.5% blotto ปริมาตร 

150 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 4 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ีและลางครั้งสดุทายดวยสารละลาย PBS 

เติม substrate ของเอ็นไซม peroxidase ซึ่งไดแก 0.006% H2O2 และสารที่ทาํใหเกิดส ี (color 

developer) ซึ่งไดแก O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) ความเขมขน 1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรที่ละลายในซิเตรตบัฟเฟอร ความเขม-ขน 0.1โมลารพเีอช 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร

ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาทหียดุปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 
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ไมโครลิตรตอหลุม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

microplate reader  

               เขียนกราฟเปรียบเทียบคาการดดูกลืนแสงที่ระดับความเขมขนตางๆ ของสารสกัดไว

เทลลินมาตรฐาน เลือดปูทะเลเพศเมีย และเลือดปูทะเลเพศผู  

               คํานวณหาคาไวเทลโลเจนินในเลือดโดยเปรียบเทียบกับกราฟที่ไดจากไวเทลลินมาตร

ฐาน 
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แผนภาพที ่ 3-11  แสดงการตรวจวัดระดับไวเทลโลเจนินในเลือดปทูะเลโดยวิธ ี  competitive 

ELISA 



บทที่ 4 
 

ผลการศึกษา และอภิปรายผลการศกึษา 
 

4.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินที่เสยี
สภาพ 
               หลงัจากการปลูกภูมิคุมกันดวยสารสกัดจากรงัไขที่ถูกทําใหเสียสภาพของปูทะเล

ใหกับหนูขาว 4 ตัว และไดตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติซีรัมที่ไดดวยวิธ ี  double 

immunodiffusion พบวา แอนติซีรัมจากหนทูั้ง 4 ตัวสามารถทําปฏกิิริยากับสารสกัดจากรังไข 

และเลือดปูทะเลเพศเมียที่มรัีงไขเจริญเต็มที ่  (ระยะที ่ 5)  ในสภาพธรรมชาติ และเสียสภาพ

ธรรมชาติได โดยแนวตะกอนเชื่อมตอกันสมบูรณแสดงใหเห็นวาแอนติบอดีสามารถจับกับไว

เทลลินสภาพธรรมชาติและไวเทลลนิที่ถกูทําใหเสียสภาพไดดีเชนเดียวกัน แตไมทําปฏิกิริยา

กับเลือดปูเพศผู แตจะสังเกตเห็นวาแถบปฏิกิริยาที่เกิดระหวางสารสกัดไวเทลลนิจากรังไขที่

อยูในสภาพธรรมชาติกับแอนติซีรัมจากหนูตัวที ่ 2 และ 3 ไมถึงกับเชื่อมตอกันจงึทําใหยังไม

แนใจวาแอนติบอดีจะสามารถจับกับไวเทลลินสภาพธรรมชาติและไวเทลลินที่ถกูทาํใหเสีย

สภาพไดดีเทากัน เนื่องจาก SDS ในสารสกัดไวเทลลนิทีเ่สียสภาพอาจจะแพรมามีผลทําใหไว

เทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติบางสวนเสียสภาพ จึงทาํใหเกิดแนวตะกอนเชื่อมถึงกนัได  

อยางไรก็ตามพบวาหนูตัวที ่ 4 ใหแนวตะกอนเขมและคมชัดที่สุด (ภาพที ่ 4-1) ดังนัน้จึงเลือก

หนูตัวที ่4 ไปใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

  

              จากการทาํ fusion ระหวางเซลล P3X myeloma กับเซลลมามของหนูตวัที ่ 4 และ

คัดเลือก hybridoma clone ในขั้นแรกโดยวิธ ีELISA สามารถคัดเลือก hybridoma clone ที่

ผลิตแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยากับสารสกัดจากรังไขไดดีจํานวน 121 โคลน จากนั้นนํามา

คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธ ีdot-blot เพื่อตรวจสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได

ตอสารสกัดไวเทลลินจากรงัไขไวเทลโลเจนินจากเลือดปูเพศเมียที่มีรังไขเจริญเต็มที ่ และเลือด

ปูเพศผูที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ และถูกทาํใหเสียสภาพ  รวมทั้งตอหนวยยอยของไวเทลลนิ 2 

หนวยยอย พบวาสามารถคดัเลือก hybridoma clone ไดจํานวน 14 โคลน ซึ่งผลิตแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอสารสกัดไวเทลลินจากรังไข และไวเทลโลเจนนิจากเลือดตัวเมียทีม่ีรังไขเจริญ

เต็มที่ในสภาพธรรมชาต ิ และถูกทาํใหเสียสภาพ  และสามารถแบงความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ไดเปน 4 กลุม คือ  
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ภาพที่ 4-1 การตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแอนติซีรัมของหนูขาว 4 ตัวที่ถูกปลูกภูมิคุมกันดวย 

                 สารสกัดรังไขที่เสียสภาพธรรมชาติ ตอแอนติเจนตางๆ โดยวิธีอิมมูโนดิฟฟวชั่น 

 

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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กลุมที ่1 แอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินทัง้ 2 หนวยยอย มีจํานวน 3 โคลน ไดแก

โคลน SSVS-20, SSVS-27, SSVS-32.3 กลุมที ่2 แอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยที่มนี้ําหนกั

โมเลกุล 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 6 โคลน ไดแกโคลน SSVS-10, SSVS-25, SSVS-32.7, SSVS-

42, SSVS-71 และ SSVS-120  กลุมที ่3 แอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินที่มี

น้ําหนกัโมเลกลุ 107 กิโลดาลตัน มีจํานวน 4 โคลน ไดแกโคลน SSVS-11, SSVS-16, SSVS-19, 

SSVS-38 และกลุมที ่4 ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญที่อยูในสารสกัดรังไข แต

ไมจับกับโปรตีนในเลือดปทูะเลเพศผู มีจํานวน 1 โคลน ไดแกโคลน SSVS-86 (ภาพที ่4-2  และ

ตารางที ่4-1) 

               แสดงวาไวเทลลนิเปนองคประกอบที่เปน immunodominant ในสารสกัดจากรังไข

เนื่องจาก hybridoma สวนใหญสรางแอนติบอดีตอไวเทลลิน แตอยางไรก็ตามมีองคประกอบอื่น ๆ 

ในรังไขดวยทาํใหไดโคลนที ่SSVS-86 

 

               จากการศึกษาความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธ ีWestern blot โดย

แยกโปรตีนจากสารสกัดรังไข และเลือดของปูทะเลเพศเมียดวย PAGE พบวาโมโนโคลนอล-

แอนติบอดีทุกโคลนไมสามารถจับกับแถบของโปรตีนได ซึ่งไมสอดคลองกับผลที่ไดจาก dot-blot ที่

โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับไดทัง้โปรตีนในสภาพธรรมชาติและเสียสภาพ คาดวา

เนื่องจากในระหวางกระบวนการของการหยดแอนติเจนที่อยูในสภาพธรรมชาติลงบนกระดาษไน

โตร-เซลลูโลสและทําใหแหงมีแอนติเจนบางสวนเสยีสภาพธรรมชาติทาํใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดีสามารถจับได ทัง้นี้เพราะหลังจากทาํใหโปรตีนที่แยกมาโดย PAGE และยายลงบน

กระดาษไนโตร-เซลลูโลสเสียสภาพธรรมชาติดวยการตมกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน 1% SDS 

แลว พบวาโมโน-โคลนอลแอนติบอดีทุกโคลน ยกเวนโคลนที ่86 (SSVS-86) สามารถจับกับแถบ

โปรตีนเดียวกนัทัง้ในสารสกดัจากรังไข และเลือดของปูทะเลเพศเมยี ซึ่งเปนแถบของ 

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

ที ่4-2 A, B, และ C)แตไมจับกับโปรตีนของเลือดปูเพศผู สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่86 

(SSVS-86) จับกับโปรตีนทีม่ีขนาดใหญในสารสกัดรังไขและในเลือดปูทะเลเพศเมยี  
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ภาพที่  4-2  การคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได (SSVS-….)  โดยวิธี dot-blot 

O =   Native (บน) and denatured (ลาง) ovarian extract 

F =   Native (บน) and denatured (ลาง) female haemolymph 

M =   Native (บน) and denatured (ลาง) male haemolymph 

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

 

หมายเหตุ  :  โคลนที่  25.7  กับ  25.12  เปนโคลนเดียวกัน 
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ภาพที่  4-3   การตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดย PAGE ของสารสกัดรังไข (a; 20 

μg/lane) และเลือดปูทะเลเพศเมีย (b; 50 μg/lane) ยอมดวย Coomassie blue (A),  PAS 

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

เลือดของปูทะเลเพศเมีย (b; 80 μg/lane) ซึ่งยอมดวย MAb โคลนตาง ๆ ที่เปนตัวแทนของทั้ง 

4 กลุม ไดแก SSVS-20 (D), SSVS-25 (E),  

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

แยกโดย SDS-PAGE และนําเจลมายอมสี Coomassie brilliant blue พบวาไวเทลลนิจากรัง

ไขของปูทะเลประกอบดวย 2 หนวยยอย (subunit) ที่มนี้ําหนกัโมเลกลุ 107 กิโลดาลตัน และ

หนวยยอยทีม่นี้ําหนกัโมเลกลุ 78 กิโลดาลตัน สวนไวเทลโลเจนนิในเลอืดของปูทะเลเพศเมีย

ไมสามารถตรวจพบโดยการยอมสี Coomassie brilliant blue เนื่องจากมีปริมาณของไวเทล

โลเจนนิในเลือดต่ํามาก และไมสามารถเพิม่ปริมาณโดยใชตัวอยางเลอืดมาก ๆ ได เพราะใน

เลือดมี haemocyanin อยูในปริมาณมากจึงมีผลตอการเคลื่อนที่ของโปรตีนชนิดอื่น ดังนัน้จึง

ใชวิธ ีWestern blot เพื่อศึกษาคุณลักษณะและความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

ไวเทลโลเจนนิในเลือดตอไปและจากผลของ Western blot พบวาความจําเพาะของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอหนวยยอยของไวเทลลิน สอดคลองกับผลที่ไดจากวธิ ีdot-blot คือมีโม

โนโคลนอลแอนติบอดีแบงเปน 4 กลุมตามความจาํเพาะ ดังนี ้ 

               (1)โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินทัง้ 2 หนวยยอยที่ม ี

น้ําหนกัโมเลกลุ 107 และ 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 3 โคลน  

               (2)  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยที่มีน้าํหนักโมเลกุล 78 กิโลดาลตนั  

มีจํานวน 6 โคลน  

               (3)  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอหนวยยอยที่มีน้าํหนักโมเลกุล 107 กิโลดาล

ตัน มีจํานวน 4 โคลน  

               (4)  โมโนโคลนอลผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญที่อยูในสารสกัดรัง

ไข และในเลือดปูทะเลเพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลอืดปูทะเลเพศผู จํานวน 1 โคลนซึ่งไดเลือก

ตัวแทนกลุมละ 1 โคลนมาแสดงดังนีก้ลุมที ่1 - SSVS-20  

                 กลุมที ่2 - SSVS-25 

                 กลุมที ่3 - SSVS-38  

                 กลุมที ่4 - SSVS-86  

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่20 (SSVS-20) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ทั้ง 2 หนวยยอย (107 และ 78 กิโลดาลตัน) และสามารถจับกับโปรตนีในเลือดของปูทะเลเพศเมยี

ที่มีขนาดเทากบัหนวยยอยทีม่ีน้ําหนักโมเลกุล 107 กิโลดาลตันของไวเทลลินในรังไข แตไม

เกิดปฏิกิริยากบัแถบโปรตีนที่มีขนาด 78 กิโลดาลตัน ทั้งนี้อาจเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

SSVS-20  นี้มีแรงจับ (binding affinity) ตอหนวยยอยขนาด 78 นอยกวา SSVS-25 และอาจ

ประกอบกับในเลือดของปูทะเลที่มีรังไขเจริญเต็มที่ (ระยะที ่5) มีปริมาณของหนวยยอยขนาด 78 

กิโลดาลตันนอย เพราะในระยะนี้ไวเทลโลเจนินในเลือดสวนใหญไดเขาสะสมเปนไวเทลลินใน    รัง

ไขแลว 
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               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่25 (SSVS-25) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ที่มีน้าํหนกัโมเลกุล 78 กิโลดาลตัน และสามารถจับกับโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศเมียที่มีขนาด

เทากัน  แตปฏิกิริยาเกิดไมชัดเจน เนื่องจาก haemocyanin ในเลือดมีปริมาณมากและอยูตําแหนง

ที่ตรงกับหนวยยอย 78 กิโลดาลตันพอดทีาํใหหนวยยอยนี้ถกูยายลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสไดนอย 

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่38 (SSVS-38) สามารถจบักับหนวยยอยของไวเทลลนิ

ที่มีขนาด 107 กิโลดาลตนั และสามารถจับกับโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศเมียที่มีขนาดเทากนั  

               โมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนไมจับกับแถบโปรตีนในเลือดของปูทะเลเพศผู 

นอกจากนีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่38 และ 20 ยังสามารถจับกับโปรตีนในเลือดปูทะเล

เพศเมียที่มนี้ําหนกัโมเลกุล 190 กิโลดาลตัน ซึ่งไมพบในรังไขโดยคาดวาแถบของโปรตีนในเลือดนี้

นาจะเปนสารตั้งตน (precursor) ของไวเทลลินในรังไขที่สรางออกมาในเลือดกอนมกีาร

เปลี่ยนแปลงขนาดและเขาสะสมในรังไข แตจะสงัเกตไดวาแถบปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นเปนแถบบาง ซึ่ง

แสดงวามีปริมาณโปรตีนนอย ทั้งนี้อาจเนือ่งจากในระยะที่รังไขมีการเจริญเต็มที ่มีการสะสมของไว

เทลลินเพียงพอแลว หนวยยอยของสารตั้งตน (น้ําหนักโมเลกุล 190 กิโลดาลตัน) จึงพบปริมาณ

นอยในเลือด 
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ภาพที่  4-4  SDS-PAGE ของสารสกัดจากรังไข (a; 4 μg/lane) เลือดปูทะเลเพศเมียและเพศผู(b&c;  80  

μg/lane)   ยอมดวย Coomassie blue (A)  และผล  Western blot  ของสารสกัดจากรังไข (a; 

0.6 μg/lane) เลือดของปูทะเลเพศเมียและเพศผู  (b&c; 50  μg/lane)  ซึ่งยอมดวย  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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               อยางไรก็ตามขนาดของไวเทลลินและไวเทลโลเจนนิที่แนนอนตองทาํการยืนยนัโดย

การตกตะกอนไวเทลลินในสารสกัดรังไข และตกตะกอนไวเทลโลเจนินในเลือดของปูทะเลเพศ

เมียที่รังไขกําลังเจริญดวยแอนติซีรัมตอไวเทลลิน (polyclonal anti-vitellin) เพื่อใหไดไวเทลลิน

และไวเทลโลเจนินที่เขมขนมากขึ้นกอนทีจ่ะนําไปแยกโดย  SDS-PAGE  โดยเริ่มจากการ

กระตุนภูมิคุมกันหนูขาวดวยสารสกัดรังไขที่อยูในสภาพธรรมชาต ิซึง่ไดตรวจสอบคุณภาพแอน

ติซีรัมโดยวิธีอิมมูโนดฟิฟวชัน่ (ภาพที ่4-5) จากรูปแบบของแถบตะกอนที่เกดิขึ้นแสดงวาแอนติ

ซีรัมจากหนูตวัที ่ 3 และ 4 สามารถจับกบัสารสกัดจากรังไขที่อยูในสภาพธรรมชาติไดดีกวาใน

รูปเสียสภาพทัง้นี้เนื่องจากในการกระตุนภมูิคุมกันหนูคร้ังนี้ใชสารสกัดจากรังไขที่อยูในสภาพ

ธรรมชาติ เพราะคาดวานาจะใชตกตะกอนไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิซึ่งอยูในสภาพธรรมชาติ

ไดดี แอนติซีรัมจากหนทูัง้ 4 ตัว สามารถทําปฏิกิริยากบัเลือดปูทะเลเพศเมียโดยใหแนวตะกอน

ที่เขมและคมชดัทั้ง 4 ตัว ดังนัน้จงึนาํแอนติซีรัมของหนทูั้ง 4 ตัว มารวมกนัเพื่อนาํไปใช

ตกตะกอนไวเทลลินในสารสกัดจากรังไข และไวเทลโลเจนินในเลือด จากการที่แอนติซีรัมอยูใน

รูป polyclonal antibody ซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีตอโปรตีนไวเทลลินและไวเทลโลเจนิน

และแอนติเจนอื่น ๆ ที่ปะปนอยูในสารสกัดที่ใชกระตุนภูมิคุมกนัของหนูขาวทาํใหเห็นวาผล 

Western blot ที่ไดจากยอมดวยแอนติซีรัมม ี background สูงกวาผลที่ไดจากการยอมดวยโม

โนโคลนอลแอนติบอดีอยางเห็นไดชัด และจากผล Western blot ที่ยอมดวยโมโนโคลนอล

แอนติบอดียืนยันวาโปรตีนไวเทลลนิในรังไขมีขนาด 107 และ 78 กิโลดาลตัน สวนโปรตีนไว

เทลโลเจนินในเลือดมีขนาด 190, 107 และ 78 กิโลดาลตัน (ภาพที ่ 4-6) ซึ่งมีขนาดใกลเคียง

กับหนวยยอยของไวเทลลนิของปูมา Callinectes sapidus ซึ่งเปนปูที่จัดอยูในวงค (family) 

เดียวกนั (Lee และ Puppione, 1988) แตกรณีจากการศึกษาของ Lee และ Watson (1994-

1995) ใน Callinectus sapidus พบวาหนวยยอยของไวเทลลนิประกอบดวยโปรตีนขนาด 

188, 168, 109 และ 68 กิโลดาลตัน อาจเนื่องจากเปนปูตาง species หรืออาจเนื่องจากการใช

แอนติซีรัมซ่ึงมีแอนติบอดีตอโปรตีนอื่น ๆ ปะปนอยู ทําใหสามารถตรวจพบไดโดยใชแอนติซีรัม

เชนเดียวกนั (ภาพที ่ 4-6 B) แตจากการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะไมสามารถพบการ

จับของแอนตบิอดีตอโปรตีนเหลานี ้ จึงคาดวาโปรตีนขนาด 188 และ 168 กิโลดาลตันนาจะ

เกิดจากแอนติบอดีตอโปรตีนอื่น ๆ มากกวาที่จะเปนองคประกอบของไวเทลลนิ และจาก

การศึกษาในปูที่อยูตางวงคพบวาจํานวนหนวยยอยของไวเทลลนิและไวเทลโลเจนนิของปูมี

จํานวนอยูระหวาง 2-4 หนวยยอยซึง่ขนาดจะแตกตางกนัไปในแตละ species (ตารางที ่4-2) 
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              จากการตรวจสอบ class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 

พบวาเปนอมิมูโนโกลบูลินชนิด 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) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสวนใหญเปนชนิด IgG เพราะแอนติบอดีที่

สรางขึ้นหลังจากการกระตุนดวยแอนติเจนตัวเดิมครั้งที ่ 2  สวนใหญจะเปนอิมมโูนโกลบูลิน

ชนิด  IgG  ซึ่งจะม ีIgM อยูเพียงเล็กนอย 

 
ภาพที่ 4-5 การตรวจสอบความจําเพาะและคุณภาพแอนติซีรัมของหนูขาว 4 ตัวที่ถูกปลูกภูมิคุมกันดวยสารสกัด

รังไขที่อยูในสภาพธรรมชาติ ตอแอนติเจนตางๆ โดยวิธีอิมมูโนดิฟฟวชั่น 

 

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), สารสกัดรังไขและเลือดตัวเมียที่ตกตะกอนดวย mouse anti-

vitellin antiserum (b&c) โดยนํามายอมดวย 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) 

ความเขมขนของโปรตีน a = 4, b = 5 และ c = 6 μg/lane สําหรับการยอม 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  คุณสมบัติและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไวเทลลิน  
                   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 การวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินและ 
ไวเทลโลเจนิน 
 

               4.2.1 การทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีcompetitive 

ELISA 

               จากการใชวธิ ี competitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไว

เทลลินที่ถกูทาํใหเสียสภาพของหนวยยอยตาง ๆ ทั้ง 2 หนวย พบวาแอนติบอดีทุกโคลนไมสามารถ

ใหปฏิกิริยาถงึจุด maximum binding ไดเมื่อเทียบกบัการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับไว

เทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติ  นอกจากนีส้ารสกัดไวเทลลินจากรังไขและเลือดจากปูทะเลเพศเมยี

ไมสามารถแทนทีก่ารจับของแอนติบอดีกับแอนตเิจนในหลุมไดอยางสมบูรณ ถึงแมจะใชสารสกัด

ไวเทลลนิมาตรฐานที่มีความเขมขนสูง (2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากโมโนโคล-นอล

แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นจากการใชไวเทลลนิที่เสียสภาพธรรมชาติเปนแอนติเจนในครั้งนี ้ ไมไดโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่จับกับไวเทลลนิหรือไวเทลโลเจนนิในเลือดของปทูะเลที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ

ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีอาจจะจับไวเทลลินในสภาพธรรมชาติไดบาง แตไมดีนัก และไมเลือกที่

จะทําใหไวเทลโลเจนนิในเลอืดเสียสภาพกอนทีจ่ะนํามาตรวจวัดโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในรูปเสียสภาพ เนื่องจากโปรตีนไวเทลลินมาตรฐานทีน่ํามาทําใหเสีย

สภาพธรรมชาติโดยตมกับ SDS แลวนําไปหาปริมาณโปรตีนไมได เพราะ SDS ไปรบกวนปฏิกิริยา

ของ reagent กับโปรตีนทาํใหไมสามารถสรางกราฟมาตรฐานของไวเทลลินที่เสียสภาพได หรือถา

สามารถสรางกราฟมาตรฐานไดการทาํใหโปรตีนไวเทลโลเจนินในเลือดเสียสภาพโดยตมกับ SDS 

กอนนาํไปทาํปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในรปูเสียสภาพ 

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกบัแอนติบอดีจะถูกรบกวนโดย SDS อีกเชนกนั หรือถาทาํใหเสียสภาพ

โดยใชความรอนอาจทําใหตัวอยางเลือดที่มีไวเทลโลเจนินมากเกิดการเกาะตัวเปนกอนไมสามารถ

วัดปริมาณไวเทลโลเจนินได นอกจากนี้ตวัอยางเลือดที่ทําในการทดลองนี้มจีํานวนมากจึงไม

สะดวกที่ตองตมทุกตัวอยาง และทุก ๆ dilution ของตัวอยางกอนตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนิน

โดยวิธ ี competitive ELISA   ดังนั้นในการศึกษาในชวงตอมาจึงไดใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

จําเพาะตอไวเทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาติ (SSV-71) ที่ผลิตโดย 

นุชนาถ เกษมวงศ (2542) ซึ่งพบวาสารสกัดไวเทลลนิมาตรฐานและไวเทลโลเจนินในเลือดของปู

ทะเลสามารถแทนที่การจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนนี้กับแอนติเจนในหลมุไดอยาง

สมบูรณเมื่อมคีวามเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และใหเสนกราฟที่ขนานกนั สวนเลือดของปู

ทะเลเพศผูไมมีผลในการแทนทีก่ารจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับแอนติเจน ซึ่งชวงความ

เขมขนของระดับไวเทลโลเจนินในเลือดที่ตรวจวัดไดแมนยําอยูในชวงความเขมขน 0.1-4 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที ่4-7) 
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ภาพที่ 4-7  Competitive ELISA ของไวเทลลินมาตรฐานและตัวอยางเลือดปูทะเล S. serrata เพศเมียและเพศผู

ที่ระดับเจือจางตางๆ โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี (SSV-71) ที่เจือจาง 1:10,000  ความเขมขน

ของไวเทลลินมาตรฐานเริ่มตนเทากับ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

                   Std Vn  =  standard vitellin,  HF =  female haemolymph,   HM  =  male haemolymph 
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               4.2.2 การประเมนิความแมนยาํของวิธ ี competitive ELISA ในการวัดปริมาณไวเทลโล

เจนินในเลือด 

               จากการสุมตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมยีมาตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินดวยวิธ ี

competitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที ่ 71 (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) ซึ่งทํา

ใน microtiter plate เดียวกนั และ microtiter plate ทีต่างกนั ในเวลาตางๆ กัน พบวาปริมาณไว

เทลโลเจนินทีต่รวจวัดไดในแตละครั้งมีคาใกลเคียงกนั มีคาความแปรปรวนอยูในชวง 2-5% และ

แมจะทาํตาง microtiter plate ที่ตางเวลากนัมีคาเฉลี่ยความแปรปรวน 3.7%  (ภาคผนวก ค 

ตารางที ่ 1) ซึ่งมีคาสอดคลองกับคาที่นชุนาถ เกษมวงศ (2542) ไดทําไวคือ คาความแปรปรวน

ภายในและภายนอก microtiter plate เทากับ 3.8-7.5% และ 5% ตามลําดับ ดังนัน้จึงเชื่อวาวิธ ี

competitive ELISA ที่ใชตรวจหาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดมีความแมนยาํและนาเชื่อถือ จาก

การศึกษาของนุชนาถ เกษมวงศ (2542) พบวาเมื่อเปรียบเทียบคาของไวเทลโลเจนนิในเลือดกับคา

ดัชนีรังไข ขอมูลมีลักษณะกระจายและมคีวามแปรปรวนคอนขางสูง (ภาคผนวก ค ภาพที ่ ค-1) 

แสดงวาการหาความสัมพนัธระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดกับการเจริญของรังไขโดย

ศึกษาจากปหูลาย ๆ ตัวเปนไปไดยากทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความสมบูรณของปูแตละตัวทําใหปู

สรางไวเทลโลเจนินปลอยออกสูกระแสเลอืดไดในปริมาณตางกนั และอัตราการสะสมไวเทลลนิโดย

เซลลไขในแตละระยะอาจจะไมเทากัน ทําใหคาดัชนีของรังไขไมสามารถบงบอกระยะการเจริญ

ของรังไขที่แนนอนได นอกจากนี้การเจริญของรังไขเปนการเจริญที่ตอเนื่องไมสามารถแบงระยะ

การเจริญของรังไขไดอยางเที่ยงตรงซึ่งมีการศึกษาในแบบเดียวกนันี้ในกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii (Lee and Chang, 1997) (ภาคผนวก ค ภาพที ่ค-2) โดยไดผล

คลายกับผลการทดลองของนุชนาถ ดังนัน้การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนนิในเลือดของปูตวั

เดียวกนัตลอดตั้งแตรังไขยังไมเจริญจนกระทั่งถงึระยะที่ปวูางไข นาจะสามารถบอกความสัมพันธ

ระหวางระยะการเจริญของรังไขกับระดับไวเทลโลเจนนิไดดีกวา  

               รายงานการศึกษาที่ผานมาพบวาในกุง และปูชนิดตาง ๆ มีฮอรโมนยับยั้งการสรางและ

สะสมไขแดงของรังไขอยูในสวนของกานตา เมื่อมกีารทาํลายกานตาจะมีผลทาํใหเกิดการเจริญ

ของรังไขอยางรวดเร็ว (Anikumar และ Adiyodi, 1980) ดังเชนมีการทดลองตัดตากุงกุลาดํา 

Penaeus monodon (Chen และ Chen, 1994) และกุงกามกราม Macrobrachium rosenbergii 

(Wilder et al., 1994) พบวาสามารถกระตุนใหเกิดกระบวนการสรางและสะสมไขแดง 

(vitellogenesis) ไดภายหลงัจากตัดตาในชวง 3-7 วัน  ดังนั้นจงึไดมกีารทดลองตดัตาปูทะเลที่รัง

ไขยังไมเจริญเพื่อกระตุนใหรังไขมีการเจรญิโดยการกาํจัดแหลงที่ผลิตฮอรโมนยับยั้งการเจริญของ

รังไข (gonad inhibiting hormone หรือ GIH) พบวาวิธีนี้สามารถชกันําใหรังไขของปูทะเลเจรญิ
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จนกระทั่งวางไขได   ภาพที ่4-8  และ ภาพที ่4-9 แสดงการวางไขของปูทะเล S. serrata และไขที่

ยังไมไดรับการผสมถูกปลอยออกมาติดอยูที ่pleopod ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4-8 ปูทะเล S. serrata ที่ถูกกระตุนใหรังไขเจริญโดยการตัดตากําลังวางไขโดยการเปดจับปง  

 
ภาพที่ 4-9 ไขที่ไมไดรับการผสม ที่ถูกปลอยออกมา  บางสวนยังติดอยูที่ pleopod 
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                4.2.3  การหาความสมัพนัธของระดับไวเทลโลเจนนิในเลอืดกับการเจรญิของรังไขในปู

ทะเลที่ชักนําใหรังไขเจริญโดยการตัดตา 

 

               จากการเก็บตัวอยางเลือดปทูะเลเพศเมียทุก ๆ 2 วันหลงัจากตัดตาเพือ่นํามาตรวจวดั

ปริมาณไวเทลโลเจนนิโดยวธิี competitive ELISA พบวาปูแตละตวัใหความสัมพันธในรูปแบบที่

คลายกนั (ภาพที ่ 4-10) โดยในระยะกอนการเจริญของรังไข ปริมาณไวเทลโลเจนนิเฉลี่ยยังอยูใน

ระดับตํ่า    (0.018 + 0.019 mg/ml) (ตารางที ่ 4-3) และหลังจากตัดตาได 2 วัน รังไขเร่ิมมีการ

เจริญอยูในระยะแรกปริมาณไวเทลโลเจนินเพิ่มข้ึนโดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.315 + 0.236 mg/ml 

(ตารางที ่4-3) ซึ่งมีคาทั้งสงูกวาและต่าํกวารายงานการศึกษาในครัสตาเชียนอื่น ๆ ดังตารางที ่4-4 

และมีคาใกลเคียงกับกุงตะกาด 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 ในชวงแรกของการเจริญของรังไข ในขณะที่ตวั

อ่ืน ๆ มีแนวโนมคอย ๆ สูงขึ้นอยางคอนขางคงที ่ แสดงใหเห็นวาอัตราการเขาสะสมเปนไวเทลลนิ

โดยเซลลไขนัน้แตกตางกัน คาดวานาจะเกิดจากความเครียดของปูเมื่อนํามาเลี้ยงในบอเลีย้ง 

ถึงแมจะพยายามเลยีนแแบบสภาพในธรรมชาติมากที่สดุแลวก็ตาม ซึ่งความเครียดที่เกิดขึ้นจะ

สงผลใหการกนิอาหารลดลง และความสมบูรณของรางกายลดลงดวย  

 

               ปริมาณไวเทลโลเจนินจะเพิ่มข้ึนสูงสุดในปูแตละตัวใชเวลาตางกันอยูในชวง 10-18 วัน 

หลังจากตัดตา คาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทัง้ 8 ตัว อยูระหวาง 1.007-3.432 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรโดยเมื่อเปรียบเทียบคาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินของปูทะเลกับ

รายงานการศกึษาในครัสตาเชียนอืน่ในตารางที ่ 4-4  พบวามคีาต่ํากวารายงานการศึกษาใน 

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

nipponense และ P. monodon (Quinitio และคณะ, 1994)  มีคาสูงกวาในกุง  P.  semisulcatus  

และมีคาใกลเคียงกับกุงตะกาด M. affinis, Callinectes sapidus (Lee และ Puppione, 1988),  

M. rosenbergii (Chang และ Shih, 1995;  Lee และ Chang, 1997) และกุงกุลาดํา P. 

monodon (Longyant, 1999)  
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             ความแตกตางของคาสูงสุดของปริมาณไวเทลโลเจนินครัสตาเชียนแตละชนดินี้อาจ

เนื่องมาจากความตองการในการสะสมไวเทลลินในแตละชนิดไมเทากนั และอัตราการนําเขาของไว

เทลโล-เจนินโดยเซลลไขตางกัน แตอยางไรก็ตามจากผลการทดลองในครั้งนี้ขอมูลของปูทะเลแต

ละตัวชี้ใหเหน็วาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดจะเพิ่มข้ึนสูงสุด และลดลงอยางรวดเร็ว จนกระทั่ง

ไวเทล-โลเจนนิมีคาต่ํากวา 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปูจึงวางไข ซึ่งเปนเวลา 3-4 วันหลังจากระดับไว

เทลโลเจนินเพิม่ข้ึนถงึจุดสูงสุด  โดยวนัทีปู่วางไขอยูในชวง 13-21 วนัหรือเฉลี่ยประมาณ 16 วัน

หลังจากตัดตา  หลงัจากปทูะเลวางไขแลวสวนใหญระดับไวเทลโลเจนินจะลดลงหรือเทาเดิม และ

ปูจะตายภายใน 0-3 วัน หลงัจากการวางไข ทั้งนี้เนื่องจากสภาพรางกายของปูทะเลจะออนแอมาก

หลังจากวางไขและรางกายจะกลับมาสูสภาพสมดุลดังเดิมไดยากเนือ่งจากถูกตัดกานตา 

(eyestalk) ทัง้ 2 ขาง ซึ่งภายในกานตานอกจากจะมีฮอรโมนยับยั้งการเจริญของรังไขแลวยังมี

ฮอรโมนอื่น ๆ ที่มีความสาํคัญตอการควบคุมการทํางานของระบบภายในรางกายอีกหลายอยาง 

เชน ฮอรโมนที่ควบคุมการกระจายตัวของเม็ดส ี ฮอรโมนควบคุมเมตาบอลิซึมของน้าํ ฮอรโมน

ควบคุมเมตาบอลิซึมของน้าํตาล ฮอรโมนควบคุมอัตราการเตนของหัวใจ เปนตน  นอกจากนีก้าร

เจริญของไขและการวางไขเปนการใชสารอาหารและพลงังานอยางสงูมากซึง่จะสงผลกระทบใหปู

ไมสามารถมีการปรับตัวของระบบสรีระของรางกาย (physiological adaptation) เพื่อกลับเขาสู

สภาวะสมดุลตามปกติได 

 

               มีการศึกษาที่พบวาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดลดลงอยางรวดเร็วกอนการวางไขใน 

ครัสตาเชียนหลายชนิด ไดแก american lobster Homarus americanus (Byard และ Aiken, 

1984);            กุงกุลาดาํ Penaeus monodon (Quinitio และคณะ, 1994) (ภาคผนวก ค ภาพที่ 

ค-3);  กุง 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

ยืนยนัวากระบวนการสะสมไขแดงของกุงกามกราม มีการสังเคราะหมาจากภายนอกรังไข 

เนื่องจากสามารถวัดไวเทลโลเจนินในเลือดเพศเมียไดตั้งแตรังไขเร่ิมมีการเจริญ (Lee และ Chang, 

1997) และการวัดไวเทลโลเจนินในป ูCallinectes sapidus โดยใชเทคนิค ELISA ระดับไวเทลโล

เจนินอยูในระดับที่ต่ําตลอดระยะการเจรญิของรังไข แตจะเพิ่มสูงขึน้หลงัจากวางไข (Lee และ

คณะ, 1996) ซึ่งไมเปนไปตามสมมติฐานทีว่าไวเทลโลเจนินเปนสารต้ังตนของไวเทลลิน โดยสราง

มาจากภายนอกรังไขและสงมาตามกระแสเลือดเพื่อไปสะสมในรังไข และจากรายงานการศึกษา

แหลงสรางไวเทลลินในป ู C. sapidus  โดยวิธีอิมมูโนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) 

พบวาแหลงการสรางไวเทลลินในป ู C. sapidus อยูที่รังไขเทานั้น (Lee และ Watson, 1995) จึง
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เปนไปไดที่ไวเทลโลเจนินที่วดัไดในเลือดเปนสวนทีเ่กิดจากการปลอยออกจากรังไข สวนการศึกษา

ในปูทะเล Scylla serrata โดยเทคนิค radiolabelled amino acid (14C phenylalanine) พบวามี

แหลงสรางไวเทลโลเจนินจากภายนอกรังไข ไดแก ตับ-ตับออน เนื้อเยื่อไขมันใตผิวหนงักอนนาํเขา

สะสมโดยเซลลไขซึ่งอยูในรปูไวเทลลนิ (Rani และ Subramonium, 1997) และจากการใชวธิีอิมมู

โนไซโตเคมิสทรีติดตามแหลงสรางไวเทลโลเจนนิของ ปูทะเล S. serrata ซึ่งเปนการศึกษาเบื้องตน

กอนทีจ่ะทําการทดลองในครั้งนี ้พบวานอกจาก 

รังไขแลวตับ-ตับออนยังเปนแหลงสรางไวเทลโลเจนนิดวย ดังนั้นทําใหสามารถวัดปริมาณไวเทล-โล

เจนินในเลือดปูทะเลได และทําใหพบไวเทลโลเจนินหนวยยอยที่มีขนาด 190 กิโลดาลตันในเลือด

ซึ่งเปน precursor ของไวเทลลินในรังไขดวย 

 

               ถึงแมวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตใดในครั้งนี้จะไมสามารถนาํมาใชในการตรวจวดั

ปริมาณไวเทลโลเจนนิได แตไดนํามาใชในการศึกษาขนาดของโปรตีนหนวยยอยของไวเทลลนิและ 

ไวเทลโลเจนนิไดดีเนื่องจากผลิตไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอทัง้ 2 หนวยยอย

ของไวเทลลนิ และยังสามารถนํามาใชในการศึกษาแหลงสรางไวเทลโลเจนนิโดยวธิีอิมมูโนไซโต-เค

มิสทรีไดดีกวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอไวเทลลินที่อยูในสภาพธรรมชาต ิ เพราะ

แอนติเจนในเนื้อเยื่อที่จะตรวจสอบนัน้อยูในรูปที่เสียสภาพ 
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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 = ความกวางของกระดอง     BW1 = น้ําหนักเริ่มตนกอนการตัดตา     BW2 =  น้ําหนักสุดทายกอนการวางไข 

*     =   วันที่ปูทะเลวางไข     =     =     วันที่ปูตาย



 

 
ภาพที่ 4-10 ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดปูทะเล (แกน Y, มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) กับระยะการ

เจริญของรังไขหลังจากตัดตา (แกน X, วัน) ของปูแตละตัว (n=8) 

*  =   วันที่ปูทะเลวางไข 



 
ตารางที ่4-4  การศึกษาปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดในสัตวกลุมครัสตาเชียน 

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 และขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการศกึษา 
               1.  สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่จําเพาะตอไวเทลลนิในรังไข และไวเทลโล

เจนินในเลือดของปูทะเล Scylla serrata โดยใชสารสกัดจากรงัไขที่ถูกทาํใหเสียสภาพ เปน

แอนติเจนในการปลูกภูมิคุมกันใหกับหนูขาว 

                        1.1  Hybridoma clone ทีผ่ลิตไดแบงตามความจาํเพาะไดเปน 4 กลุม ดังนี ้ กลุม

ที ่ 1ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอทัง้ 2 หนวยยอย มีจํานวน 3 โคลน กลุมที ่ 2 ผลิตแอนติบอดีที่

จําเพาะตอหนวยยอยที่มีขนาด 78 กิโลดาลตัน  มีจํานวน 6 โคลน กลุมที ่ 3  ผลิตแอนติบอดีที่

จําเพาะตอหนวยยอยของไวเทลลินที่มนี้ําหนักโมเลกุล 107 กิโลดาลตนั มีจํานวน 4 โคลน และ

กลุมที ่ 4 ผลิตแอนติบอดีที่จาํเพาะตอโปรตีนที่มีขนาดใหญอยูในสารสกัดรังไข และในเลือดปูทะเล

เพศเมีย แตไมจับกับโปรตีนในเลือดปูทะเลเพศผู มีจํานวน 1 โคลน 

                        1.2 Hybridoma ทุกโคลน สามารถจับกับไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินที่อยูในรูปที่

เสียสภาพธรรมชาต ิ 

 

               2.  โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลิตไดสามารถนํามาใชสาํหรับตรวจหาหนวยยอยของไว

เทลลินและไวเทลโลเจนินได ไวเทลลนิจากรังไขปูทะเลทีม่ีการเจริญเตม็ที ่(ระยะที ่5) ประกอบดวย

โปรตีน 2 หนวยยอย ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุล 107 และ 78 กิโลดาลตัน และไวเทลโลเจนินในเลือดของ

ปูทะเลเพศเมยี ประกอบดวยโปรตีน 3 หนวยยอย ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกลุ 190, 107 และ 78 กิโลดาล

ตัน 

 

               3. การตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในเลือดของปูทะเลที่ถูกชกันาํใหรังไขเจริญโดย

การตัดตา ดวยวิธ ีcompetitive ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวเทลลนิและ 

ไวเทลโลเจนนิที่อยูในสภาพธรรมชาติ (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) พบวาการเพิ่มข้ึนของปริมาณ    

ไวเทลโลเจนนิในเลือด ของปูทะเลแตละตัวมีรูปแบบที่คลายกนั คือมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณ 

ไวเทลโลเจนนิในเลือดเพียงเล็กนอยในระยะแรกของการเจริญของรังไข จนกระทัง่ถงึจุดสูงสุดและ

ลดต่ําลงอยางรวดเร็วกอนการวางไข 
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5.2 ขอเสนอแนะ 
 

               1. ควรนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนําไปใชศึกษาชวีวทิยาการสืบพนัธุ

ของปูทะเล ติดตามการทํางานของฮอรโมนที่เกี่ยวของกบัการเจริญของรังไข และใชตรวจหาแหลง

สรางไวเทลลนิและไวเทลโลเจนินของปูทะเลได 

 

               2. ควรนําสารสกดัจากรังไข และเลือดของปูทะเลที่มีรังไขเจริญอยูในระยะที ่ 1-5 มา

ตรวจสอบดวยวิธ ีWestern blot โดยยอมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอหนวยยอยตาง 

ๆ เพื่อที่จะสามารถอธิบายความสัมพันธของหนวยยอยไวเทลลนิในรังไข และ precursor ของไว

เทลลินไดดียิง่ขึ้น 

 

               3. เนื่องจากปญหาที่พบมากในการทดลองครั้งนี้คือ ปทูี่เลี้ยงมีรังไขที่เจริญจนถึงระยะ

สุดทายแลวแตไมวางไขและทําใหตายในที่สุด ซึ่งอาจจะแกไขไดโดยการศึกษาขอมูลเกี่ยวกบั

สภาพแวดลอมที่ปูตองการในชวงกอน หลัง และระหวางการวางไข เชน ความเค็มของน้าํ 

กระแสน้ําเปนตน ถาทราบขอมูลและนํามาปฏิบัติโอกาสที่ปูจะปลอยไขและไมตายหลังการวางไข

นาจะมีมากขึน้ ดังนั้นถาสามารถเลีย้งปูใหวางไขไดมากกวานี ้ จะทําใหปญหาความแตกตาง

ระหวางปูแตละตัวลดลง เนื่องจากจะมีขอมูลมากขึน้สาํหรับการวิเคราะหความสมัพันธที่แนนอน

ระหวางปริมาณไวเทลโลเจนินกับการเจรญิของรังไข ปญหาความแตกตางที่เกิดขึน้ดังกลาวไดแก 

ขอมูลปริมาณไวเทลโลเจนนิสูงสุดของปูทะเลแตละตัวไมเทากัน วันที่คาไวเทลโลเจนนิเพิ่มข้ึน

สูงสุดของปูแตละตัวแตกตางกนั นอกจากนี้ถาปูไมตายหลังจากวางไขคร้ังแรกจะทาํใหสามารถ

ติดตามการเปลี่ยน-แปลงของปริมาณไวเทลโลเจนนิใหไดมากกวา 1 รอบของการเจริญของไข ซึ่ง

เปนขอมูลที่ดสํีาหรับใชยนืยนัวารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไวเทลโลเจนนิ   คาสูงสุดและ

คาต่ําสุดของปริมาณไวเทลโลเจนนิ และระยะเวลาของการเจริญของไขในปู species นี ้ เปนดังผล

ที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้จริง 

 

               4. ขอมูลเกีย่วกับการเปลีย่นแปลงระดบัไวเทลโลเจนนิในเลือดนี้จะเปนดัชนีของการ

เจริญของรังไขไดเปนอยางดี สามารถนําขอมูลที่ไดไปติดตามการเจริญของรังไขของปูทะเลโดย

การตรวจวัดระดับไวเทลโลเจนินในเลือด สําหรับการคัดเลือกปูเพื่อการคา และการคัดเลือกแม

พันธุปเูพื่อการเพาะเลี้ยงลกูปูวัยออนตอไป 
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               5. หลังจากตัดตาปูแลวควรชั่งน้ําหนกั และเก็บตัวอยางรังไข ตับ-ตับออน และเนื้อเยือ่

อ่ืน ๆ ที่สนใจศึกษาจากปทูกุ ๆ 2 วัน เหมือนการเก็บตัวอยางเลือด เพื่อนาํมาศึกษาแหลงสรางไว

เทลโลเจนินโดยวิธีอิมมูโนไซโตเคมิสทรี (immunocytochemistry) และเพื่อนาํขอมูลดัชนีรังไข 

(gonadosomatic index, GSI) มาเปรียบเทียบกับคาไวเทลโลเจนินในเลือด รวมทั้งศกึษาลักษณะ

เนื้อเยื่อรังไข ซึ่งจะทําใหสามารถแบงระยะการเจริญของรังไขไดแนนอนมากขึ้น โดยดูจากคา GSI 

และลักษณะภายในเนื้อเยื่อรังไขที่เปลี่ยนแปลงไป เนือ่งจากการสงัเกตสี และขนาดของรังไข

ภายนอกอาจทําใหแบงระยะการเจริญของรังไขผิดพลาดได  เมื่อสามารถแบงระยะที่แนนอนได

แลวจะสะดวกตอการศึกษาชีววทิยาของปทูะเลในดานอืน่ ๆ ตอไป 



รายการอางอิง 
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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 ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 20,000 units, 200 mg and 

200 mg / liter ตามลําดับ นํา medium กรองโดย millipore membrane (pore size 0.22 μm) และเก็บไวที่ 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. เก็บสารละลายไวที่ 34 oC ใน CO2 incubator กอน

นํามาใช 

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

เก็บสารละลายไวที่ 4 oC กอนนํามาใช 
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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. 

เก็บสารละลายไวในที่มืดที่ 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 ดวย 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 ดวย 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. 

(บัฟเฟอรสําหรับ PAGE ไมใส 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. 

เขยาสารละลายเปนเวลา 2 ชั่วโมง หรือขามคืน จากนั้นเติม activated charcoal เขยาเปนเวลา 1 นาที 

จนกระทั่งสารละลายเปนสีขาว 
 
- 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 ประกอบดวย 
   

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 

แชสารละลายที่ 4 OC กอนนํามาใช 
 
- 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 ใหได 4.5 ดวย 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 
 

ขอมูลการวัดปริมาณไวเทลโลเจนิน 
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ตารางที่ ค-1 คาความแมนยําของวิธี competitive ELISA 
 

ตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมียตัวที่ 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 

 
 
ตัวอยางเลือดของปูทะเลเพศเมียตัวที่ 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   ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดกับดัชนีของรังไขของปูทะเล  

                Scylla serrata  เพศเมียแตละตัว (นุชนาถ เกษมวงศ, 2542) 

 
ภาพที่ ค-2  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดกับดัชนีของรังไขของกุงกามกราม 

Macrobrachium rosenbergii เพศเมียแตละตัว   

                  (Lee and Chang, 1997) 
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ภาพที่ ค-3  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon  

                  กับระยะการเจริญของรังไข (Quinitio และคณะ, 1994)  

                 หมายเหตุ : stage 6 คือระยะหลังการวางไข 

 

 
ภาพที่ ค-4  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกามกราม  

             Macrobrachium rosenbergii กับระยะการลอกคราบ (Derelle และคณะ, 1986) 
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ภาพที่ ค-5  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกามกราม Macrobrachium  

              rosenbergii กับระยะการเจริญของรังไข (Chang และ Shih, 1995) 

                0 = วันที่เห็นไขปรากฏอยูที่โคนขาวายน้ํา 

 

 
ภาพที่ ค-6  ความสัมพันธระหวางระดับไวเทลโลเจนินในเลือดของกุงกุลาดํา Penaeus monodon  

                  กับการเจริญของรังไขซึ่งบงชี้โดยจํานวนวันหลังจากตัดตา (Longyant, 1999) 

                   * = วันที่กุงวางไข;   เสนกราฟ 1 เสนแทนขอมูลของกุง 1 ตัว (n=7) 
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ประวัติผูเขยีน 
 

               นางสาวดวงใจ งามสม เกิดวันที ่ 10  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2517  ที่จังหวัด

พระนครศรีอยธุยา สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต   สาขาชีววทิยา   คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั เมื่อปการศึกษา 2539   ในป พ.ศ. 2540 ไดรับทุน

โครงการพฒันาอาจารยสาขาขาดแคลนจากทบวงมหาวิทยาลัย ในสวนความตองการของภาควชิา

ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร และไดบรรจุเขารับ

ราชการ ตําแหนงอาจารยระดับ 3 ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิ

โรฒ ประสานมิตร  จากนั้นเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาสัตววทิยา 

คณะวิทยาศาสตร ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2541 
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