
บทที่ 2
เอกสารและงานวิข้ยที่เกี่ยวข้อง

2 . 1  แนวค ิดและท ฤ ษ ฎ ี

การควบค ุมการทำงานของระบบต ่าง ๆ ในร ่างกายส ัตว ์กล ุ่มคร ัลตาเซ ียน (crustacean) 
โดยเฉพ าะพ วกเดคาพ อด (d eca p o d ) เซ่น กุ้ง ปู กัง และ crayfish ส ่วนหนึงจะม ีการควบคุม  
โดยระบบต่อมไร ้ท ่อ (endocrine system ) ซึงประกอบด้วย n eurosecretory cell และ
neurohem al organ โดยท ี่ neurosecretory cell จะเป ็นแหล่งท ี่ทำหน ้าท ี่ผล ิตและหลั่งน ิวโร 
ออรโมนที่สร ้างข ึ้นไปตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย โดยฮอร ์โมนจะลำเล ียงไปตามกระแลเล ือดหร ือ  
ฮ ีโมล ิมป ๋ (hem olym ph) สำหรับต ่อมไร ้ท ่อท ี่สำค ัญในส ัตว ์กล ุ่มครัสตาเซ ียน (ภาพประกอบ 2.1) 
ได ้แก ่ X-organ ใน ก ้าน ต า (eyestalk) ประกอบด้วย neurosecretory cell ซ ึงเป็นแหล่งสร้าง 
นิวโรฮอร์โมนและส่งไปสะสมทีต ่อมไซนัส (sinus gland) Postcom m issural organ (PCO) เป็น 
แหล่งสะสมและหล ั่งน ิวโรฮอร ์โมนท ี่เก ี่ยวก ับการเปล ี่ยนส ีต ัว Pericardial organ (PO) เป็นแหล่ง 
ที่สะสมและหลั่งน ัวโรฮอร์โมนท ี่กระต ุ้นการทำงานของห ัวใจ Y-organ เ,บนแหล่งสร้างฮอร์โมน'ที ่
ควบค ุม การลอกคราบ  (molting hormone) Androgenic gland เป ็นแหล่งท ีสร้างฮอร์โมนท  ี
ควบค ุมการเจร ืญ ของอว ัยวะเพ ศผ ู้ และ รังไข่ (ovary) เป ็นแหล่งสร้างฮอร์โมนท ี่ควบคุมการ
เจร ิญ เต ิบโตของอว ัยวะเพ ศเม ีย  (Fingerm an,1987)

ใน ก ้า น ต า ท ี่เพ ิ่ง ต ัด ให ม ่ๆ จ ะ ม อ ง เห ็น ต ,อ ม ไซ น ัส เป ็น โค รงส ร ้างส ิข าวอย ู,ท ี่ผ ิวของปม  
ประสาทตา (optic ganglia) บริเวณส่วนบนหรือด้านข้างของส่วนบน ในระด ับของ medulla 
interna และ m edulla externa (Cooke and Sullivan,1982) ต่อมไซนัส จ ัด เป ็น  neurohemal 
organ ท ี่ส ำค ัญ ใน ก ้าน ต า ประกอบด ้วยส ่วนปลายของเล ้นใยประสาทแอกซอนท ี่พองออก ซึ่งม ี
ต ้นกำเน ิดมาจากต ัวเซ ลล ์ประสาทท ี่ต ั้งอย ู่ใน ท ี่ต ่าง ๆ ภายใน ปมป ระสาทก ้าน ตา ต ัวเชลล์ประสาท  
รวมก ันเป ็นกล ุ่มเร ียกว ่า X-organ โดยม ีซ ื่อเร ียกแตกต ่างก ันไปเพ ื่อระบ ุตำแหน ่ง เซ่น Medulla 
Terminalis G anglionic X-organ (MTGX) หรือ Sensory pore X-organ (SPX) เป็นต้น (ภาพ 
ประกอบ 2.2) สารท ี่สร ้างข ึ้นภายในต ัวเชลล ์ประสาทเคลื่อนไปตามแอกซอนไปส ิ้นส ุดท ี่ต ่อมไซน ัส  
แล้ว'จึงปล่อยเข ้าส ู่อ ี'โมลิมป๋ (Carlisle and K now les,1959)
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ภ า พ ป ร ะ ก อ บ  2 . 1  ระบบต่อมไร้ท ่อของสัตว์พวกครัลตาเข ียน (B eltz ,1988)
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ภ า พ ป ร ะ ก อ บ  2.2  ตา และ ก ้านตา ของกุ้ง Palaem on  (Carlisle and K now les,1959)
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ต ่อม ไช น ัล เป ็น ต ่อ ม ท ี่สำคัญใน การสะสมและปล ่อยน ิวโรฮอรโมนหลายชน ิดท ี่เก ี่ยวข ้อง  
ก ับการควบค ุมก*ะบวนการทางสร ีรว ิทยา เซ่น ฮอร์โมนที่ควบคุมการรวมตัวของรงควัตถุในการ  
เปล ี่ยนส ีต ัว (red pigm ent concentrating hormone - RPCH) (Fernlund and J o sefsso n ,197 2)  
ฮอร ์โมนท ี่ควบค ุมการกระจายต ัวของรงควัตถ ุในโครมาโตฟอร์ (pigm ent d isp ersin g  hormone - 
PDH) (Fernlund,1976 ; Kleinholz and others,1986) ฮอร ์โมนท ี่เพ ิ่มระต ับน ํ้าตาลในเล ือด
(crustacean  h yperglycem ic hormone - CHH) (Fluberman and Aguilar,1986) ฮอร์โมนที 
ย ับ ย ังการลอกคราบ  (molt inhibiting hormone - MlFi) (Chang, Bruce and N ew com b ,1987) 
และ ฮอร ์โมนท ี่ย ับย ังพ ัฒ นาการของร ังไข ่ (vitellogenesis inhibiting horm one - VIH or gonad  
inhibiting horm one - GIH) (Soyez, Deijnen and Martin,1987)

Red p igm ent concentrating hormone (RPCH) เป็น cru stacean  neuropeptide  
ต ัวแรกท ี่ทราบโครงสร ้างอย ่างสมบ ูรณ ์ โดยแยกจากก ้านตาของก ุ้ง  P and a lus  bo re a lis  (Fernlund 
and J o se fsso n ,1 9 6 8 )  ม ีโครงสร้างเป ็น octapeptide น ํ้าห น ักโม เลก ุลป ระม าณ  1,000 ดาลต ัน  
ม ีบทบาทในการควบค ุมรงคว ัตถ ุในการเปล ี่ยนส ีต ัว น ิวโรเปปไทด์ต ัวต ่อมาท ี่ทราบโครงสร้างค ือ
Pigm ent d isp ersin g  hormone (PDH) ซ ึ่งได ้ศ ึกษาการแยกและหาสำต ับกรดอะม ิโนจากก ้านตา  
ๆ}องกุ้ง P a n d a lu s  b o re a lis  (Fernlund,1976) พบว่าเป ็น o c ta d eca p ep tid e  ทำหน ้าท ีควบคุม  
การกระจายต ัวของรงคว ัตถ ุในโครมาโตฟ อร ์

ในช ่วงระยะล ิบป ีท ี่ผ ่านมาม ีผ ู้ให ้ความสนใจก ับ  CHH, MIH และ VIH เป ็นอย ่างมาก โดย 
น ิวโรฮอร์โมนท ั้งสามจัดอย ู่ในเปปไทด ์ตระก ูลเด ียวก ัน เรียกว่า CHH/MIH/VIH Family ซึ่งมี 
ล ักษณ ะร ่วมก ัน ต ังน ี้ 1). มีซิสเตอีน 6 หน่วย ในตำแหน ่งเด ียวก ัน

2) . เกิดพันธะไดซัลไฟด์ ท่ีตำแหน่ง c 7-c 43, C^-C35, c ^ - c 52
3 )  . ความยาวของลายเปปไทด ์ประกอบด ้วย กรดอะม ิ,โน 72-78 หน่วย
4 )  .ม ีกรดอะม ิโนท ี่เหม ือนกันอยู่จำนวนมาก (Van H erp,1998)

CHH เป ็นฮอร์โมนท ี่ม ีอย ู่มากในต ่อมไชน ัล ม ีบทบาทในกระบวนการเมตาบอล ิลมโดย  
เฉพาะอย ่างย ิ่ง'ในการควบค ุมระด ับน ํ้าตาล'ในเล ือด ซึ่งโครงสร้างปฐมภูมิของ CHH ต ัวแรกศึกษา 
ได ้จาก C a rc in u s  m aenas  ต ่อมาได ้ม ีการแยกสก ัดและศ ึกษาโครงสร ้างของ CHH ในคร ัลตาเช ียน  
อ ีก ห ล ายล ป ีช ีล ์ พบว่า CHH เป ็นสารประเภทโพลีเปปไทด์ ซ ึ่งส ่วนใหญ ่ประกอบด้วยกรดอะม ิโน  
ป ระม าณ  72 หน่วย ม ีข ิลเตอีน 6 หน่วยทำให ้เก ิดพ ันธะไดซัลไฟด์ 3 พ ันธะ ม ีน ี้าหน ักโมเลก ุลอย ู ่
ระหว่าง 8 ,0 0 0 -9 ,0 0 0  ดาลต ัน  ซ ึ่งข ึ้นอยู่ก ับส ัตว์พวกครัลตาเช ียนแต่ละชน ิด โดยม ีความแตกต ่าง  
ก ันในส ่วนประกอบและสำต ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโน ในส ัตว ์ลป ีช ีส ัเด ียวก ันอาจม ี CHH ได้
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หลายรูปแบบ (polym orphism ) เช่น H om arus am ericanus  พบ CHH 2 ร ูปแบบ ซึงรูปแบบแรก 
มีน ํ้าหนัก'โมเลกุล 8 ,578  และร ูปแบบท ี่ลองม ีน ํ้าหนกโมเลก ุล 8,655 ± 25 ด าลต ัน  (Tensen and 
oth ers,1991) โครงลร้างปฐมภูม ิของนิวโรเปปไทด์ท ีม ีท ัง กาolt-inhibiting แคะ hyperglycem ic  
activity อธ ิบายไว ้ใน  H. am e rica n u s  (Chang, Prestwich and B ruce,1990) และ Penaeus  
ja p o n ic u s  (Yang and o th ers,1996) ส่วน putative MIH ซ ึ่งม ีผลในการย ับย ั้งการสร ้าง  
ecd ystero id  ใน  Y-organ ท ีเล ียงภายใน หลอดทดลอง ได ้ม ีการศ ึกษ าใน  C a rc inus  m aenas  

(W ebster,1991) และ P ro ca m b a ru s  c la rk ii (N agasaw a and o th ers,1996) ขณ ะท ีการ  
ศ ึกษาลำต ับกรดอะม ิโน ของ VIH ม ีเพ ียงใน H. am ericanus  (Soyez and oth ers,1991) และ 
P ro ca m b a ru s  b o u v ie r i (Aguilar and others,1992)

น อ ก จ าก น ี้ย ังม ีรายงาน ก ารพ บ เป ป ไท ต ัฮ อ ร ์โม น อ ีก ห ล าย ช น ิด ใน ก ้าน ต าข อ งส ัต ว ์ก ล ุ่ม  
ค!ลตาเซ ียน  เช่น FMRFamide, Small Cardioactive Peptide (SCP), su b sta n ce  P, Proctolin, 
และ Cholecystokinin (CCK) ซ ึ่งเปปไทต ัฮอร์โมนเหล่าน ี้อาจทำหน ้าท ี่เป ็น ลารล ื่อประลาท หรือ 
น ิวโรโมด ูเลเตอร ์ (Callaway, M asinovsky and Graubard,1987; Keller,1992; Schm idt and 
A ch e ,1994; Turrigiano and S elverston ,1989)

FMRFamide พบครั้งแรกจากปมประสาทของหอยลองฝา มีโครงลร้างเป็น tetrapeptide 
amide ประกอบด้วยกรดอะมิโน 4 หน่วย ซ่ึงมีลำตับกรดอะมิโนเป็น Phe-Met-Arg-Phe-NFI2 
และจัดเป็นนิวโรเปปไทด์ที่มีฤทธิ๋กระตุ้นการทำงานของหัวใจ (cardioexitatory neuropeptide) 
(Price and Greenberg,1977) ต่อมาได้มีรายงานการตรวจพบสารที่มีสักษ-ณะโครงสร้างคล้าย 
กับสาร FMRFamide โดยจะมีโครงสร้างทางด้านปลาย c  (carboxy terminus) เป็น -Arg-
Phe-NH2 (-RFamide) เหมือนกัน จึงทำให้พบสารน้ีได้หลายรูปแบบ ตังนั้นจึงเรียกสารเหล่านี้ว่า 
สารคล้าย FMRFamide ซึ่งส่วนใหญ่พบว่า สารคล้าย FMRFamide มีการเรียงลำตับกรดอะมิโน 
4 หน่วยทางด้านปลาย C เป็น Phe-X-Arg-Phe-NH2 โดยท่ี X อาจจะเป็น Met, Leu หรือ Ile ก็ได้ 
(Krajmak and Price,1 9 9 0 )  จากการศึกษาสารคล้าย FMRFamide ในสัตว์ต่างๆ พบว่าสารนี้
เป็นนิวโรเปปไทตัที่มีบทบาทต่อการทำงานของระบบต่าง  ๆ ในร่างกายคือ กระตุ้นการทำงานของ 
หัวใจ กระตุ้นการหดตัวและคลายตัวของกล้ามเนือลาย และมีผลต่อการทำงานของระบบหมุน 
เวียนโลหิตและระบบประสาท

Pancreatic p olyp ep tide (PP) สร้างจากเซลล์ท ี่เร ียกว ่า เซลล์ท ี่ม ี PP (PP cell) หรือ 
เซลล์เอฟ (F cell) ใน ไอส ์เลตออฟ แลงเกอฮาน ส ์ (islets of Langerhans) ท ี่ต ับอ ่อน โดยพบเชลล์ท ี่
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มี PP อยู่ท ี่บรเวณ'ขอบ ๆ ของไอส ์เลตส ์ (Norris, 1997) มีการพบ PP ครั้งแรกในตับอ่อนของไก่ 
(Kimmel Pollock and H azelw ood ,1968) หล ังจากน ั้นได ้ม ีการศ ึกษาการทำให ้. ร ิล ุทธ ิ๋จากต ับ  
อ ่อนของล ัตว ์ม ีกระด ูกล ันหลังอ ีกหลายซน ิด PP ม ีน ํ้าหน ักโมเลก ุลเฉล ี่ยประมาณ  4,200  ดาลต ัน  
ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 36 หน่วย ท ีด ้าน ปลาย C มี tyrosine am ide ฦทธิ๋ทางช ีวภาพยังไม ่ 
เป ็นท ี่ทราบแน่ซ ัด ได ้ม ีรายงานการพบและการปรากฎร ่วมของลารคล ้าย PP และสารคล ้าย  
FMRFamide ในปมประลาทส ่วนอกและส ่วนท ้องของต ักแตน S ch is toce rca  g re g a ria  (Sw ales  
and Evans, 1995) และเปปไทด ์ท ั้งสองม ีลำด ับกรดอะม ิโนทางด ้านปลาย C คล ้ายก ัน  คือ -RY  
am ide และ -R F am ide ซ ึ่งอาจม ีปฎ ิก ิร ิยาข ้ามก ัน  (cross reactivity) ระหว่างแอนติบอดีท ั้งลอง  
ชน ิดได ้

2.2 ชีววิทยาของกุ้งกุลาดำ

กุ้งก ุลาดำเป ็นก ุ้งทะเลชน ิดหน ึ่ง ม ีขนาดใหญ ่ ม ีช ื่อเป ็นภาษาอ ังกฤษ'ว ่า giant tiger 
prawn และม ีช ือว ิทยาศาสตร ์ว ่า Penaeus m onodon  ก ุ้งชน ิดน ีอย ู่ในวงศ ์ P en aeid ae (Dore 
and Frimodt,1987) ถ ิ่น อาศ ัยของก ุ้งก ุลาดำได ้แก ่ น ่านน ํ้าแถบไต้หวัน ไทย มาเลเซ ีย  อินโดนีเซีย 
ฟ ิล ิปป ินส ์ และพ บมากท ี่ออสเตรเล ีย  และ อินเด ีย (ว ัลลภ คงเพมพูน, 2531) ลำหรับประเทศไทย 
พบกุ้งชน ิดน ี้มากท ี่บร ิเวณนอกฝ ังทะเลจ ังหว ัดช ุมพรถ ึงนครศริธรรมราชและทางด ้านทะเลอ ันดาม ัน  
บริเวณ นอกฝ ังของจ ังหว ัดระนองและภ ูเก ็ต (ป ัญ ญ า ลุวรรณสมุทร, 2534) ก ุ้งชน ิดน ี้อย ู่ในเขตร้อน  
ชอบ อาศ ัยอย ู่ใน บร ิเวณ น ี้าล ึกห ่างออกจากฝ ัง และชอบพ ื้นทะเลท ี่เป ็นด ินทราย สามารถทนอย ู่ใน  
น ี้าท ี่ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิส ูงและความ เค ็ม ต ํ่า  เซ่น บ ร ิเวณ ป าช ายเลน  (วัลลภ คงเพ ิ่ม พ ูน ,2531)

การจัดลำด ับหมวดหมู่ทางอน ุกรมวิธานของก ุ้งก ุลาดำ ม ีการจ ัดด ังน ี้ (Holthuis,1980)
Phylum Arthropoda
Class Crustacea
Subclass Malacostraca
Order Decapoda
Suborder Natania
Infraorder Penaeidae
Family Penaeidae
Genus Penaeus
Species monodon
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ล ัก ษ ณ ะ ท ั ่ ว ไ ป ข อ ง ก ุ ้ ง ก ุล า ด ำ

กุ้งก ุลาดำเป ็นก ุ้งท ี่ม ีการเจร ิญ เต ิบโตรวดIร ็ว ในขณ ะท ี่ย ังม ีช ีว ิตอย ู่ลำต ัวจะเป ็นล ีม ่วงแดง  
ม ีแถบ ล ีน ํ้าตาลห ร ือดำพ าดขวางลำต ัวเป ็นป ล ้องๆ โคน ขาว ่ายน ํ้าม ีแถบล ีเหล ืองเป ็น ปล ้องๆ เปลือก 
ห ัวเกล ี้ยงไม ่ม ีขน หน วดม ีล ีดำไม ่ม ีลาย ฟันกรีด้านบนมี 7 - 8 ซ่ี ด ้าน ล ่างม ี 3 ซ่ี ร่องข้างกรีทั้ง 
ลองด ้าน ม ีล ักษณ ะแคบและยาวไม ่ถ ึงฟ ัน กร ีอ ัน ส ุดท ้าย ที่1ขาเด ินคู่ท ี่ 5 ไม ่ม ีระยางค ์อ ันนอก (วัลลภ 
คงเพมพูน, 2531) ล ักษณ ะท ี่สำค ัญ ของก ุ้งก ุลาดำโดยท ั่วไป  คือ ลำต ัวเป ็นข ้อปล ้อง มีทั้งหมด
ป ระม าณ  19 ปล ้อง แต ่ละป ล ้องม ีระยางค ์ 1 คู่ ระยางค ์แต ่ละค ู่ม ีหน ้าท ี่แตกต ่างก ัน  ลำตัวของกุ้ง 
แบ ่งออกได ้เป ็น  3 ส ่วนใหญ ่ ๆ คือ ส่วนหัว ส่วนอก และลำต ัว ส่วนหัวมี 5 ปล ้องแต ่รวมเป ็น  
ปล ้องเด ียวม ีเปล ือกคล ุม  เปลือกห ุ้มต ัวตอนหน้าส ุดของปล้องท ี่หน ึ่งจะยื่นเป ็นฟ ันแหลมไปข้างหน ้า 
เร ียกว่า “กร ี” ใต ้กร ีม ีตา 1 คู่ ปากกุ้งอย ู่ระหว่างขากรรไกร ส ่วนห ัวม ีระยางค ์ 5 คู่ ซ ึ่งลองคู่แรก 
เป ็นหนวดใช ้ในการล ัมผ ัล ระยางค์ค ู่ท ี่ 3 ได ้แก ่ ขากรรไกรล่าง ม ีหน ้าท ี่ในการขบเค ี้ยวอาหาร
ส่วนระยางค์ค ู่ท ี่ 4 และ คู่ที่ 5 เป็นขากรรไกรบน ม ีหน ้าท ี่เซ ่นเด ียวก ับขากรรไกรล่าง ส่วนอกมี 8 
ปล้อง ได ้แก ่ ปล ้องท ี่ 6 - 1 3  ระยางค ์ 3 คู่แรก (คู่ที่ 6, 7 และ 8) อย ู่บนอก เร ียกว ่า กาaxilliped มี 
ห น ้าท ี่ช ่วยใน การก ินอาหาร ระยางค ์ค ู่ท ี่ 9, 10 และ 11 ม ีล ักษ ณ ะเป ็น ก ้าม  ก ้ามแต ่ละค ู่จะม ีขนาด  
แล ะค วาม ย าวใก ล ้เค ียงก ัน  ซ ึ่งเป ็นล ักษณ ะเฉพาะของก ุ้งทะเลในวงศ ์ P en ae id a e  ระยางคลามค ู่น ี ้
ม ีหน ้าท ี่ช ่วยใน การค ับฉวยอาหารเข ้าปากหร ือป ้องก ันต ัวเม ื่อม ีภ ัย  ส ่วนระยางศ ์ค ู่ท ี่ 12 และคู่ท ี่ 13 
เป ็นขาใช ้สำหร ับเด ิน  เคลื่อนไหว และทำความละอาดต ัว และในส ่วนลำต ัวม ี 6 ปล้อง เปลือก 
ปล้องท ้องอ ันท ี่ 2 ไม ่ท ับก ับปล ้องแรก ระยางศ์ค ู่ท ี่ 14, 15, 16, 17 และ 18 ม ิล ักษ ณ ะค ล ้าย ใบ พ าย  
ใช ้สำห ร ับ ว ่ายน ํ้า  ส ่วนระยางศ ์ค ู่ท ี่ 19 หรือหาง ประกอบด้วยแพนหางและหางรูปพ ัด ลามารถยก  
ขึ้นลงได้ (บรรจง เท ียนส ่งรัศม ี, 2529;พ ังอร ศรีม ุกดา, 2530) (ภาพประกอบ 2.3)

ว ง จ ร ช ีว ิต

กุ้งกุลาดำมีอายุประมาณ 18-24 เดือน วางไข่ในทะเลที่ระตับนํ้าลืกประมาณ 30-40 
เมตร ใกล้กับพื้นดิน กุ้งกุลาดำขนาด 50-150 กรัมจะวางไข่ประมาณ 1,000,000-1,200,000 ฟอง 
แม่กุ้งจะใช้เวลาวางไข่ครั้งหนึ่ง ๆ ประมาณ 3-5 นาที ไข่ที่ผลมแล้วจะเจริญและฟักออกมาเป็นตัว 
ภายในเวลาประมาณ 15 ช่ัวโมง กุ้งวัยอ่อนจะพัฒนาและเปลี่ยนรูปร่างไปตามขั้นตอน จากน้ันตัว 
อ่อนจะค่อย  ๆ เคลื่อนตัวเข้าหาชายฝังบริเวณปาไม้ชายเลนเพื่อดำรงชีวิตและเลี้ยงตัวอยู่ในบริเวณ 
นี้จนกระทั่งโตเต็มวัยจึงอพยพกลับลู่ทะเลและผลมพันธุวางไข่ต่อไป (บรรจง เทียนส่งรัศมี, 2529 ;
บังอร ศร ีม ุกดา, 2530; ว ัลลภ คงเพ ิมพูน, 2531 )
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Antennular Gastro-orbital Carina 
flagellum Antennal spine

Antennal
scale

—  Adrostral Carina 
- Epigastric spine 
— Hepatic spine 

Hepatic Carina ~  Abdominal segment

Third maxilliped

Sixth abdominal 
segment

Telson

ภ า พ ป ร ะ ก อ บ  2 . 3  โครงสร้างภายนอกโดยท ั่วไปของก ุ้งกลาด ้~ Denaeus  m onodon  

(S o lis ,1988)

เปลือกกุ้งเป็นอวัยวะที่ไม,สามารถที่จะเพิมขนาดได้ดังเซ,นกระดองเตาหรือเปลือกหอย 
ดังนั้นในการเพิ่มขนาดของตัวกุ้งแต่ละครั้ง จึงจำเป็นต้องสลัดเอาเปลือกเท่''.ทิ้งไปแล้วสร้างเปลือก 
ใหม่ท่ีมีขนาดใหญ่ขึ้นมาแทน กุ้งจะเริ่มลอกคราบตั้งแต่ฟักออกจากไข่เพียงไม่กี่ชั่วโมง และลอก 
คราบไปเร่ิอย ๆ จนช่ัวชีวิต ก่อนที่กุ้งจะลอกคราบจะมีการสะสมอาหารในร่างกายมากกว่าปกติ
โดยเฉพาะสารที่สร้างเปลือก เพราะเปลือกจะต้องแข็งโดยแวหลังจากลอกคราบแล้ว เม่ือกุ้งสลัด 
เปลือกออกหมดลำตัวจะขยายใหญ่ขึ้น และเปลือกจะแข็งตัวภายใน 2-8 ช่ัวโมง การลอกคราบ 
ของกุ้งแต่ละครั้งจะควบคุมโดยประสาทส่วนกลางและฮอร์โมนที่อยู่ในก้านตา ตังนั้นถ้ามีการตัด 
ก้านตาออก จะทำให้กุ้งลอกคราบได้เร็วขึ้น และรังไข่ก็เจริญขึ้นเซ่นเดียวกัน แต่ก็ขึ้นอยู่กับปัจจัย 
อื่นๆ ด้วย เซ่นวัยของกุ้ง อาหาร แสง และอุณหภูมิ โดยทั่วไปแล้วในลภ''พแวดล้อมที่เหมาะลม 
กุ้งจะใช้เวลาในการลอกคราบห่างกันครั้งละประมาณ 22-27 วัน (ปิยะพงป' โชติพันธ์, 2529; 
วัลลภ คงเพ่ิมพูน, 2531)
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ก า ร ส ิบ พ ัน ธ ุ

ก ุ้ง ก ุล าด ำจ ะ ม ีก าร ผ ส ม พ ัน ธ ุก ัน ก ็ต ,อ เม ื่อ ต ั J เม ีย ได ้ล อ ก ค ร าบ แ ล ้ว แ ล ะ อ ย ู่ใน ส ภ าพ ท ี ่
เปล ือกย ังน มอย ู่เท ่าน ั้น  ส ่วนมากจะผสมพ ันธ ุ!น เวลากลางค ืน  ต ัวผ ู้เม ื่อ เห ็นต ัวเม ียลอกคราบใหม ่ๆ  
จะพ ยายามว ่ายน ั้าเข ้าป ระกบในระยะน ี้ถ ้าต ัวผ ู้ห ิวจ ัด  ก ุ้งต ัวผ ู้อาจจะก ินก ุ้งต ัวเม ียได ้ แต ่ถ ้าอาหาร  
อ ุด ม ส ม บ ูรณ ์ก ุ้งต ัวผ ู้จะพ ยายาม เคล ้าเคล ียและเร ่ง เร ้าต ัว เม ียให ้ว ่ายน ํ้าไป ด ้วยก ัน  ถ ้าสำเร ็จก ุ้งท ั้งค ู ่
จะว ่ายน ั้าขนานก ันไปโดยก ุ้งต ัวผ ู้จะอย ู่ข ้างล ่างและต ัวเม ียอย ู่ข ้างบน เม ื่อได ้จ ังหวะจะหงายท ้องช ิด  
ต ัวเม ียพ ร ้อมก ับถ ่ายน ํ้าเซ ื้อให ้ก ุ้งต ัวเม ีย  โดยต ัวผ ู้จะลอดอว ัยวะเพศท ี่เร ียกว ่า พ ีเทสมา (petasm a) 
เข ้าไปใน อว ัยวะเพ ศเม ียท ี่เร ียกว ่า ทีไลคัม (thelycum) พร้อมกับปล่อยน ํ้าเซ ื้อไวโนถุงเก ็บน ํ้าเซ ื้อ  
เพ ื่อรอโอกาสท ี่จะผสมกับไข ่ในระยะหล ัง เม ื่อไข ่แก ่และส ุกเต ็มท ี่จะถ ูกข ับออกมาทางซ ่องเป ิดตรง 
โคนขาเด ินค ู่ท ี่ 3 และจะได ้ร ับการผสมก ับน ํ้าเซ ื้อต ัวผ ู้ ซ ึ่งไหลออกจากถ ุงเก ็บน ั้าเซ ื้อทางร ูเป ิดเล ็ก ๆ 
ท ี่บร ีเวณ โคนขาเด ินค ู่ท ี่ 4 ของต ัวเม ีย ไข ่ท ี่ผสมแล้วขณะท ี่ถ ูกข ับออกมาใหม ่ ๆ จะม ีล ักษณ ะกลม  
มีเม ือกห ่อห ุ้ม ต ่อไปไข ่จะค ่อย ๆ พ ัฒนาจนพ ักออกเป ็นต ัว ภ ายใน เวล าป ระม าณ  15 ชั่วโมง จาก  
น ั้นล ูกก ุ้งจะม ีพ ัฒ นาการและเปล ี่ยนร ูปร ่างไปตามข ั้นตอน (บรรจง เท ียนส่งรัศม ี, 2529; ว ัลลภ คง 
เพิ่มพูน, 2531)

ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ก ุ ้ ง ก ุล า ด ำ เ พ ศ ผ ู ้ แ ล ะ เ พ ศ เ ม ี ย

กุ้งกุลาดำเป็นสัตว์'ที่มีเพศแยกกัน โดยปกติกุ้งเพศเมียมักจะมีขน^ดใหญ่กว่ากุ้งเพศผู้ที่ม ี
อายุเท่ากัน การที่จะแยกได้ว่าเป็นกุ้งเพศเมียหรีอกุ้งเพศผู้นั้น สังเกตได้จากกุ้งเพศผู้จะมีพีเทสมา 
ซึ่งพัฒนามาจากส่วนของแขนงอันใน (endopod) ของระยางค์ว่ายนํ้าคู่ทีหนีง พีเทสมามีลักษณะ 
คล้ายเดือยยางแข็ง 2 อัน ซ้ายขวา ติดกันด้วยคิวติเคิล (cuticle) บาง  ๆ ทบซ้อนกันที่บริเวณโคนขา 
และสามารถคลี่ออกเป็นแผ่นกว้างได้ กุ้งวัยรุ่นเพศผู้นั้นพีเทสมาจะยึดติดกับส่วนโคนของขาว่ายนํ้า 
เมื่อการลอกคราบครั้งสุดท้ายเพื่อเป็นกุ้งที่โตเต็มวัย ขอบของพีเทสมาประมาณครึ่งหนึ่งจะแผ่ออก 
ติดกันตลอดอันและมีปุมคล้ายติ่งทำหน้าที่ช่วยในการยึดติดในเวลาผสมพันธุ กุ้งเพศผู้จะมีท่อส่ง 
นํ้าเซื้อไปเปิดออกบริเวณขาเดินคู่ที่ 5 และปล่อยนำเชือออกทางช่องเปิดไปที่บริเวณด้านท้อง หรือ 
ด้านหลังของทีไลคัมของกุ้งเพศเมีย ซ่ึงบริเวณนีจะมีขนอ่อน ๆ ช่วยโบกพัดให้นั้าเซื้อตัวผู้เข้าไปสู่ถุง 
เก็บนั้าเซื้อของตัวเมีย ส่วนในกุ้งเพศเมียนั้นสังเกตได้จากบริเวณส่วนท้องของตัวเมียจะมีติ่งแบน  ๆ
เรียกว่า ทีไลคัม มีลักษณะคล้ายลอนหรือพูเล็ก ๆ หลายอัน เรียงกันอยู่ตรงบริเวณโคนขาเดินคู่ที่ลี ่
และห้า ซึ่งด้านในมีถุงลำหรับเก็บนํ้าเซื้อตัวผู้ใว้ในเวลามีการผสมพันธุ และมีท่อนำไข่เปิดออกโคน 
ขาเดินคู่ที่สาม (ปิยะพงษ์โชติพันธ์, 2529 ; ป็ญญา สุวรรณลมทร, 2534 ; ปังอร ศรีมุกดา, 2530) 
(ภาพประกอบ 2.4)
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พ ีเทสมา (Petasm a) ทีไลคัม (Thelycum )

ภ า พ ป ร ะ ก อ บ  2 . 4  ล ักษณ ะของก ุ้งก ุลาดำเพ ศผ ู้และเพ ศเม ีย
(ก) ภาพกุ้งก ุลาดำ Penaeus m onodon  รูปบน เพศผู้ ร ูปล ่าง เพศเม ีย
(ข) ภาพ วาดแสดงพ ีเท สมาของก ุ้งก ุลาดำเพ ศผ ู้ และ ทไลคัม*.!องกุ้งก ุลาดำเพศเม ีย
(Fartante and K ensley,1997)
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2 . 3  เ อ ก ส า ร แ ล ะ ง า น ว ิจ ้ย ท ี ่ เ ก ี ่ ย ว ข ้อ ง  

C H H / M I H / G I H  f a m i l y

การศึกษาสาร'นิว'โรเปป'ไทค์ตระกูล CHH, MIH และ GIH ของส ัตว ์กล ุ่มคร ัลตาเซ ียน  
ได ้ม ีรายงาน การศ ึกษาการแยกสก ัดและการท ำให ้บ ร ีส ุท ธ ิ้ เพ ื่อหาโครงสร้างและองค ์ประกอบทาง 
เคม ีรวมท ั้งล ักษณ ะทางช ีวเคม ีของเปปไทด ์ใน ส ัตว ์คร ัสตาเซ ียน ห ลายสป ีช ีส ์ (ตารางท ี่ 2.1) ซึ่งมี 
รายงานการทำ'ให ้บร ิสทุธ๋ิเสาร H yperglycem ic hormone เป็นครังแรกจากต่อมไซนัสของปูน ำเค ็ม  
C a rc in u s  m aenas  โดยใช ้สารละลายแอมโมเน ียมอะช ีเตตเข ้มข ้น  50 ม ิลล ิโมลต ่อล ิตร (pH 8.5) 
สก ัดแล ้วนำไป ผ ่าน  polyacrylam ide gel electrophoresis (PAGE) เล ือกแถบโปรต ีนท ีแสดง 
ความ ลาม ารถใน การเพ ิ่ม ระด ับ น ํ้าตาลใน เล ือดของป ูก ้ามดาบ  Uca p u g ila tc r  ไปทำให้บริสุทธิ,โดย  
ใช ้เจลฟ ิล เตรช ัน  S ep h a d ex  G -50 จากนั้นนำ CHH ที่ได ้ไปตรวจหากรดอะมีโนที่เป ็นองค์ประกอบ  
โดยใช ้ป ฏ ิก ิร ิยา dansylation และ Edman degradation และจากการย ่อยด ้วยเอนไซม ์ชน ิดต ่างๆ  
พบว่า CHH ของป ูน ั้าเค ็มประกอบด้วยกรดอะม ิโน 57 หน่วย ม ีน ั้าหน ักโมเลก ุล 6,726 ดาลต ัน  
ป ล าย  N ถ ูกบล ็อค (Keller and Wunderer, 1978)

ปี ค .ศ .1989 K egel และคณ ะ ได ้ศ ึกษาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนของ CHH 
จากป ู c. m aenas  โดยแยกสก ัด CHH จากต่อมไซนัส แล ้วนำไปทำให ้บริลทุธิ,โด ย ใช ้ HPLC ได้ 
พ ีคท ี่แสดงความสามารถใน การเพ ิมระด ับน ำตาลใน เล ือด (hyperglycem ic activity) 2 พีค จาก  
นั้นจ ึงนำพ ีคหลักของ CHH มาศ ึกษาลำด ับกรดอะม ิโนโดยการย ่อยด ้วยเอนไซม ์ซน ิดต ่างๆ และใช  ้
manual m icroseq uen cing  (DABITC-PITC double-coupling method) หานำหน ักโมเลก ุลโดย  
ใช ้ Fast atom bom bardm ent-m ass spectrom etry (FAB-MS) พบว่า CHH ของ c. m aenas  
ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย ม ีน ํ้าหน ักโมเลก ุล 8,524 ดาลต ัน ม ีซ ิสเตอีน 6 หน่วย ซึ่งจะ 
สร้างพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ ระหว่างตำแหน่งท ี่ 7-43, 23-29 และ 26 -5 2  ป ลาย N เป็น 
pyroglutam ate และป ลาย C เป็น am ide

นอกจากน ีได ้ม ีการศ ึกษาล ักษณ ะเบ ืองต ้น ของ putative ทาolt-inhibiting hormone 
ของปู c. m aenas  โดยสกัดจากต่อมไซนัส แล้วผ่านการทำ'ให ้,ปริสุทธิ้ด้วย'วิธีเจลทิเลเตร'ชัน 
S ep h a d ex  G -50 และทดสอบ กาolt-inhibiting activity โดยใช้ว ิธ ี in vitro  b io a ssa y  แล ้วต ิดตาม  
สารเปปไทด ์ด ้วยว ิธ ี RIA จากการศ ึกษาล ักษณ ะของเปปไทค ์พ บว ่า MIH เสถ ียรต ่อความร้อน  
(heat-stab le) และจากการซะผ ่านเจลท ิเลเตรช ัน S ep h ad ex  G-50 จะอย ู่ในช ่วงน ํ้าหน ักโมเลก ุล
6-14 ก ิโลดาลต ัน  (W ebster,1986) ต ่อมาในป ี ค .ศ .1991 W ebster ได ้ศ ึกษาลำด ับกรดอะม ิโน
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ของ putative MIH จากต่อมไซนัสของ c . m aenas  โดยใช ้ autom ated Edman degradation  
ย ่อยด ้วยเอนไซม ์ชน ิดต ่า "  ๆ ว ิเคราะห ์กรดอะมิโนที่เป ็นองค์ประกอบ และหาน ํ้าหน ักโมเลก ุลด ้วย  
FAB-MS พบว่า putative MIH ของ c . m aenas  ประกอบด้วยกรดอะม ์โน 78 หน่วย มีนํ้าหนัก 
โม เลก ุล  9,181 ด าลต ัน  พันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ ปลาย N และ ปลาย C ไม ์ถ ูกบล ็อค

จากการศ ึกษ าใน ก ุ้งลอบ ส เต อร ์ H om arus am ericanus  โดยการแยกสก ัดจากต ่อม  
ไซนัสด้วย 1 N กรดไฮโดรคลอริก ที่ 8 0 ° c  และนำไปทำให้บริสุทธิ,โด ย แ ยก ผ ่าน  C-18 Sep-Pak  
cartridge ต ่อด ้วยกระบวนการ RP-HPLC ทดสอบ ทา๐!t-inhibiting activity โด ยใช ้ b ioassay  
และต ิดตามสารน ี้ด ้วยว ิธ ี RIA พบว่าเปปไทด์ท ี่แยกได ้สามารถลดไตเตอร์ของ ecdysteroid  ใน  
กระแสเล ือด และเพ ิ่ม  molt interval ของกุ้งลอบสเตอร์ท ี่ต ัดตาออก จากกา?ว ิเคราะห ์กรดอะม ิโนท ี่ 
เป ็นองค ์ประกอบปรากฏว ่าน ํ้าหน ักโมเลก ุลของเปปไทด ์โดยประมาณ  8 ,700  ดาลต ัน  (Chang, 
Bruce and N ew com b , 1987)

ต ่อม าใน ป ี ค.ศ. 1990 Chang, Prestwich และ Bruce ได ้ศ ึกษาลำด ับการเร ียงต ัว  
ของกรดอะมิโนของ MIH ท ีแยกได้จากต่อมไซนัสของ H. am ericanus  ซึงมีทัง molt-inhibiting 
activity และ h yp erg lycem ic activity หลังจากทำให้บริสุทธิ,'โดยใช้ RP-HPLC แล้วจ ึงนำไปย่อย  
ด้วยเอนไซม์ชน ิดต ่าง ๆ พบว่า MIH ของลอบสเตอร์น ี้ประกอบด้วยกรดอะมิโน 71 หน่วย

ได้มีรายงานการศึกษาคุณลักษณะของ CHH ท่ีแยกได้จากต่อมไซนัสของกุ้ง
ลอบสเตอร์ H. a m e rica n u s  โดยใช้สารหลายชนิดสกัด ได้แก่ 10% กรดอะซิดิก, 1 N กรดไฮโดร 
คลอริก ท่ี 85°c  และกรดอะซิดิกที่ 80°c นำสารสกัดที่ได้ผ่าน RP-HPLC ปรากฏว่าถึงแม้จะใช ้
สารสกัดต่างชนิดกันหรือชนิดเดียวกันแต่อุณหภูมิต่างกัน ก็จะได้โครมาโตแกรมเหมือนกัน แต่การ 
สกัดด้วย 10% กรดอะซิดิก จะทำให้สูญเสียฮอร์โมนไปบ้าง ในขณะที่การสกัดด้วยกรดอะซิดิกที ่
85°c ให้บริมาณ CHH คงท่ี จากนี้นจึงนำสารสกัดที่ได้จากการสกัดด้วยกรดอะชิดิกที่ร้อนผ่าน 
คอลัมน์ N ucleosil C18 ระบบตัวทำละลาย 0.1%TFA ในนํ้า และ 0.1%TFA ใน n-propanol 
พบว่า แยกเปป1ไทด์ใด้ 3 กลุ่ม แต่ละกลุ่มประกอบด้วยเปปไทด์ย่อย 2 เบ่ปไทด์ (กลุ่ม 1 คือ 
No.1, 2 กลุ่ม 2 คือ N o.3 ,  4 และ กลุ่ม3  คือ No.5, 6 )  แต่มีเพียง 2 กลุ่มเท่าน้ันที่แสดงความ 
สามารถในการเพิ่มระดับนํ้าตาลในเลือดกุ้ง H. gam m arus  คือกลุ่ม 1 และ กลุ่ม 3  ขณะท่ีเมื่อ 
ทดสอบ'ในกุ้งเครย์ฟิซ O rco n e c te s  lim osus  และ A stacus  le p to d a c ty lu s  เปป'ไทด์ทังลามกลุ่ม 
จะแสดง activity ได้ทงหมด เมื่อตรวจหานํ้าหนักโมเลกุลโดยใช้ FAB-MS พบว่าฝ ป ไทด์กลุ่มท่ี 1 
มี'นาหนัก'โมเลกุล 8 , 6 3 3  ดาลตัน เมื่อนำไปผ่าน Isoelectric focusing (IEF) พบว่าเป็นเปปไทด ์
พวกเบส มีค่า pi 8 . 7  เปปไทด์กลุ่มที่ 3  มีนํ้าหนักโมเลกุล 8,577 ดาลตัน มีค่า pi 5 และจาก
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การว ิเคราะห ์กรดอะม ีโนของเปปไทด ์ปรากฎว ่าเปปไทด ์ 1 และ 2 ฟ ป ไท ด ์ 5 และ 6 ม ีความ  
เห ม ือน ก ัน อย ่างมาก (S o yez  and others, 1990)

ใน ป ีต ่อม า T ensen  และคณ ะ (1991) ศ ึกษ าเปร ียบเท ียบ ล ักษ ณ ะของ CHH 2 
ร ูปแบบในกุ้ง H. a m e rica n u s  โดยลก ัดจากต ่อมไซน ัสด ้วย 0.1 N กรดไฮโดรคลอริกท ี่ 80°c แล้ว 
นำไปทำให ้บร ิล ุทธ ิ้โดย RP-HPLC 2 ขั้นตอน ลามารถแยก CHH ออกม าได ้ 2 กล ุ่ม แต ่ละกลุ่ม  
ประกอบด ้วย CHH 2 เปปไทด ์ เม ื่อศ ึกษาล ักษณ ะและองค ์ประกอบทางเคม ีโดยว ิธ ีต ่าง ๆ เพื่อ 
เปร ียบเท ียบก ัน ได ้แก ่ การย ่อยด ้วยเอนไซม ์ชน ิดต ่างๆ การวิเคราะห ์กรดอะม ีโนท ี่เป ็นองค ์ประกอบ  
การหาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนโดยว ิธ ี Edman degradation และการห าน ำหน ักโมเลก ุล  
โดยว ิธ ี FAB-MS พบ1ว ่าฝป'ไทด์'ท้ัง 2 กล ุ่ม ประกอบด้วยกรดอะมิโน 72 หน ่วย มี pyroglutamate 
(pGlu) ท ี่ป ลาย  N แต ่ม ีความแตกต ่างก ันในด ้านกรดอะม ิโนท ี่เป ็นองค ์ประกอบ อัตราส่วนของ 
กรดอะม ิโนชน ิดต ่างๆ ลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโน รวมท ั้งน ํ้าหน ักโมเลก ุลด ้วย โดยมีน ํ้าหน ัก 
โม เลก ุล  8 ,578  ดาลต ัน  และ 8 ,655  ± 2 5  ดาลต ัน  ตามลำด ับ

ส ่วนการแยกและการทำให ้บร ิส ุทธ ิ้ของ VIH จากต่อมไซนัลของ H. am ericanus  

ศ ึกษ าโด ย S oyez, Deijnen และ Martin ในปี ค.ศ. 1987 ทำการลก ัดต ่อม ,ใซนัลด ้วย 0.1 N กรด 
ไฮโดรคลอริก แล ้วทำให ้บร ิล ุทธ ิ้ด ้วยกระบวนการ RP-HPLC โดยใช ้ระบบ gradient แยกได ้ 6
พ ีคหลัก แล ้วจ ึงนำพ ีค 1+2, 3+ 4  และ 5+6 ไปทดลอบ vitellogenesis inhibiting activity ในกุ้ง 
P a laem one tes  varians  และทดลอบ hyperglycem ic activity ใน O. lim o su s  พบว่าพ ีค 3+4  
แสดงการย ับย ั้งการเจร ิญ ของร ังไข ่อย ่างม ีน ัยสำค ัญ  จากน ันจึงเล ือกแฟรคซ ัน ่จากพ ีค 3 และพีค 4 
ของข ั้นตอนแรกมาทำให ้บร ิส ุทธ ิ้อ ีกคร ั้งโดยใช ้ระบบ isocratic และ SDS-urea-PAG E พบว่าพ ีค 3 
ไม ่ให ้ผลในการทดสอบ CHH b io a ssa y  แต่ให ้ผล VIH activity ซ ึ่งตรงข้ามกับ พีค 4 ไม่ให ้ผลทั้ง 
ใน  CHH และ VIH b io a ssa y  ส่วนพีคที 1, 2, 5 และ 6 แสดง hyperglycem ic activity และผล 
จากการทำ SDS-urea-PAGE ของพีค 3 จะประมาณ ค ่าน ํ้าห น ักโม เลก ุลได ้ใกล ้เค ียงก ับ  7.5 กิโล 
ดาลต ัน  ต ่อมาในป ี ค .ศ .1991 S o y ez  และคณ ะ ได้ศึกษาโครงสร้างปฐมภูม ิ'ของ VIH 2 รูปแบบ 
จากลอ บ ส เต อร ์ H. a m e rica n u s  โดยการหาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ีโนด ้วย g a s-p h a se  
m icroseq uen cing  และหาน ํ้าหน ักโมเลก ุลด ้วย FAB-MS พบว่า Hoa-VIH ท ั้งลองประกอบด ้วย  
กรดอะมิ'โน 77 หน่วย ม ีน ํ้าหน ัก'โมเลกุล 9,135 ดาลต ัน  และปลาย N เป็นอิสระ

สำหรับการศ ึกษาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนของ CHPI ในกุ้งเครย์พ ีซ 0 . 
lim osus  โดยลก ัดจากต ่อมไซน ัสและทำให ้บร ิล ุทธ ิ้ด ้วยกระบวนการ RP-FIPLC เลือกพีคที่ม ี
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ปร ิมาณ ฮอร ์โมน มากท ีส ุดมาหาลำด ับกรดอะม ิโน  โดยวิธ ี manual Edman m icrosequencing  
พบว่า ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย มี pyroglutamate ท ีปลาย N ส ่วนปลาย C 'ไไน Val- 
NH2 มีซ ิลเตอีน 6 หน่วย ทำให ้เก ิดพ ันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ เม ื่อทำการตรวจลอบน ํ้าหน ักโมเลก ุล  
โดยคำนวณ จากกรดอะม ิโนท ี่ตรวจว ิเคราะห ์ได ้และจากเจลพ ีลเตรซ ัน  พบ'ว่าฮอร์โมนมีน ํ้าหนัก
โม เลก ุล  8,400 ดาลด ัน  และเม ื่อเปร ียบเท ียบการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนก ับ CHH ของ C. ทาaenas  
พบว่า ม ีลำด ับกรดอะม ิโนท ีชำก ันถ ึง 61% และชำก ับ  MIH ของ H. am e rica n u s  ถึง 81% (Kegel 
and o th ers,1991)

ส ่วนการแยกลก ัด  CHH จากต่อมไชนัลของกุ้ง Mexican crayfish, P ro cam barus  

b o u v ie r i โดยใช ้น ํ้าเป ็นต ัวสก ัด  แล ้วนำไปทำให ้ปร ิส ุทธ ์โดยใช ้ RP-HPLC 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรก 
ใช ้ N ova-pak C-18 column ผลจากการทำให ้บริส ุทธ ี๋ได ้พ ีคท ี่ไม ่สมมาตรเพ ียงพ ีคเด ียว แล้วนำ 
สารละลายท ี่เก ็บได ้ของพ ีคน ี้ไปผ ่านการทำให ้บริส ุทธ ิ้ข ั้นตอนท ี่ 2 โด ยใช ้ p -B ondapak phenyl 
colum n พ บว ่าได ้ 3 พีค คือ A, B และ C โดยท ี่พ ีค B และ C แสดงความลามารถการเพ ิ่มระด ับ  
น ํ้าตาลใน เล ือดเม ื่อตรวจสอบท างช ีวภาพ  ขณะที่พ ีค A ไม่แสดง เม ื่อนำมาตรวจลอบความบริส ุทธ ิ ้
โด ย ใช ้ SDS-PAGE โปรตีนจากพ ีค B จะเคล ื่อนท ี่แยกออกมาเป ็นโปรต ีนแถบเด ี่ยว ๆ ไม ่ม ีการปน  
เป ีอนจากโปรต ีนอ ื่น  ๆ และเม ื่อเท ียบน ํ้าหน ักโมเลก ุลก ับโปรต ีนมาตรฐานอย ู่ในช ่วง 6 ,000-6 ,500  
ดาลต ัน  จากการว ิเคราะห ์กรดอะม ิโนท ี่เป ็นองค ์ประกอบพบว่า ปลาย N ของเปปไทด ์ B ถ ูกบล ็อค  
ป ล าย  C เป็น Isoleucine (Ile) ประกอบด้วยกรดอะมิโน 52 หน่วย คำน วณ น ํ้าห น ักโม เลก ุลจาก  
กรดอะม ิโนได ้เท ่าก ับ  6,042 ดาลต ันและพบข ิสเตอ ีน 4 หน่วย ซึ่งไม่พบ Tryptophane (Trp), 
Histidine (His) และ Methionine (Met) (Huberman and Aguilar,1986) ต ่อมาในป ี ค.ศ. 1988 
Huberman และ Aguilar ได ้ศ ึกษาเปรียบเท ียบโครงสร้างของ CHH 2 ร ูปแบบ คือ CHH-B และ 
CHH-C ท ี่แยกสกัดจากต ่อมไซน ัสของส ัตว ์ทดลองเด ิม แล ้วทำให ้บร ิส ุทธ ื้โดยใช ้ RP-HPLC เมื่อ 
นำ CHH ท ั้งลองร ูปแบบไปแยกโดยใช ้ SDS-PAGE พบว่า เปปไทด์ท ั้งลองเคลื่อนท ี่ได ้ระยะทาง  
เท ่า ๆ ก ัน และไม ่ม ีแถบโปรต ีนมาปนเป ีอนเลย เม ื่อเท ียบก ับแถบของโปรต ีนมาตรฐานแล ้ว CHH 
ท ั้งลองร ูปแบบม ีน ํ้าหน ักโมเลก ุลอย ู่ระหว ่าง 6 ,000 -6 ,500  ดาลต ัน จากการว ิเคราะห ์กรดอะม ิโน  
การย ่อยด ้วยเอนไซม ์ชน ิดต ่าง ๆ ปฏ ิก ิร ิยา dansylation และการตรวจหากรดอะม ิโนท ี่เป ็นองค  ์
ประกอบของเปปไทด ์ พบว่า เปปไทด ์ CHH-B และ CHH-C ม ีความเหม ือนก ันอย ่างมาก ได ้แก่ 
น ํ้าห น ักโมเลก ุลอย ู่ระหว ่าง 6 ,000 -6 ,200  ดาลต ัน (คำนวณ จากกรดอะม ิโน), pi 4 .79  ประกอบ 
ด ้วยกรดอะม ิ,โน 52-53 หน่วย ม ีช ิลเตอ ีน 4 หน่วย ไม่พบ Met, His และ Trp ป ลาย N ถ ูกบล ือค  
ป ล าย  C เป็น Ile
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หล ังจากน ั้น  Hubenman และ Aguilar (1989) ได ้ศ ึกษาค ุณ ล ักษ ณ ะเปป ไทด ์ของ  
m  A ท ี่ได ้จากการสกัดต ่อมไซน ัสของ P. bo u v ie ri และทำให้บริสุทธิ*โดยใช้ RP-HPLC 1 ขนตอน 
ซึ่งไม่มี CHH activity พบว่าเม ื่อตรวจลอบถูทธิ*ทางชีวภาพโดยใช้ Y -organs culture ของ (ว. 
lim osus  แล้วมี molt-inhibiting activity จากการนำฟปไทด‘ไป แย ก โด ยใช ้ SDS-PAGE จะ 
เคล ื่อนท ี่เป ็นแถบเด ียว ม ีน ํ้าห น ักโม เลก ุลโดยประม าณ  6,000 ดาลต ัน เม ื่อว ิเคราะห ์กรดอะม ิโนท ี ่
เป ็นองค ์ประกอบ พบว่า MIH ประกอบด้วยกรดอะม ิโน 53-55 หน่วย คำนวณ น ํ้าห น ักโมเลก ุลได  ้
6 ,243 -6 ,40 2  ดาลต ัน  ไม่มี Trp, His และ Met ปลาย N ถ ูกบล็อค และป ล าย  C เป็น Ile ต ่อมา 
ในป ี ค .ศ .1993 Hubemnan และคณ ะ ได ้ศ ึกษาโครงสร้างปฐมภูม ิของ CHH-I ท ี่แยกได ้จากต ่อม  
ไซนัสของ p. b o u v ie r i พบว่า ประกอบด้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย น ั้าห น ักโม เลก ุล  8,388 ดาลตัน  
มีซ ิลเตอ ีน 6 หน่วย ซึ่งจะสร้างพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ ระหว่างตำแหน่งท ี่ 7-43, 23-29 และ 
26-52 ปลาย N และป ลาย  C ถ ูกบล ็อก และเม ื่อเปร ียบเท ียบก ับ CHH จากส ัตว ์คร ัลตาเซ ียน  
ชน ิดต ่าง ๆ พบ'ว่ามีลำตับกรดอะมิ'โน'ซํ้ากับ CHH ของ 0 . lim osus  (Orl-CHH), c .  m aenas  
(Cam-CHH) และ H. a m e rica n u s  (Hoa-CHH A และ Hoa-CHH B) ถึง 98.6% , 61.1%, 
83.3%  และ 79.2%  ต าม ลำด ับ

ได้มีรายงานการศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิที่ลมบูรณ์ของ MIH ของ P. bouv ie ri 
(Aguilar and o th ers,1996) โดยหาการเรียงตัวของลำดับกรดอะมิโนโดยใช ้การย่อยด้วยเอนไซม ์
ชนิดต่างๆ แล้วทำ manual Edman degradation และหานำหนักโมเลกุลโดยใช ้ MALDI-TOF MS 
พบว่า MIH นี้ประกอบด้วยกรดอะมิโน 72 หน่วย มีซิสเตอีน 6 หน่วย ทำให้เกิดพันธะไดซัลไฟด์ 3 
พันธะ ระหว่างตำแหน่งที่ 7-43, 23-29 และ 26-52 นํ้าหนักโมเลกุล 8,322 ดาลตัน ปลาย N และ 
ปลาย C ถูกบล็อค และไมม่ี His, Trp, Met ซ่ึงม ีลำดับกรดอะมิโนซํ้ากัน CHH ของ P. bouv ie ri 
ถึง 90% เมื่อเปรียบเทียบกับลำดับกรดอะมิโนของ MIH ของสัตว์ครัลตาเซียนซนิดอื่นพบว่า ชํ้ากับ 
MIH ของ H. a m e rica n u s  1 p. vannam e i และ c. m aenas  79%, 46% และ 28% ตามลำดับ

ในป ี ค.ศ. 1992 Aguilar และคณ ะ ได ้ศ ึกษาการแยก การทำให ้บ ่รส ุทธ ิ้ และการ 
ศ ึกษ าล ักษ ณ ะข อง Vi H จาก  P. b ouv ie ri โดยแยกลกัดจากต่อมไซน ัส และทำให้บริสุทธิ*'ด้วย 
กระบวนการ RP-HPLC เพ ียงข ั้นตอนเดียว และทดสอบถูทธิ*ทางชีวภาพด้วยวิธ ี in  vitro  b ioassay  
พบว่า ลาม ารถลดการลร ้าง vitellogenin ใน  ovaries culture ของ P eneaus vannam e i ตรวจหา 
นํ้าหน ัก'โมเลก ุลด ้วย electrosp ray  ionization (El) พบว่า ม ีน ํ้าหน ักโมเลก ุล 8 ,388  ± 2 ดาลต ัน  
จากการว ิเคราะห ์กรดอะม ิโนท ี่เป ็นองค ์ประกอบพบว ่า VIH ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 72-74 หน่วย 
และไม่ม ี Trp, His และ Met และจากการใช ้ว ิธ ี dansyl-CI method พบว ่า ป ล าย  N ถูกบล็อค
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ปี ค .ศ .1995 Huberman, Aguilar และ Q uackenbush รายงาน การศ ึกษ ากล ุ่ม  
ของนิวโรเปปไทด์ท ี่แยกได้จากต่อมไซนัสของกุ้งเครย์พ ิเซ P rocam barus b o u v ie r i พบว่า แยก 
เปปไทด์ได ้ 4 ชนิด คือ GIH, MIH, CHH-I และ CHH-II โดยม ีล ักษณ ะท ี่เหม ือนก ันค ือ

1) . ม ืค ่า pi ในช่วงเป ็นกรด
2 )  . ม ีค ุณ สมปต ิ hydrophobicity
3 ) . ม ีน ํ้าหน ักโมเลก ุลอย ู่ระหว ่าง 8 ,300-8 ,400 ดาลตัน
4 )  . ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย
5 )  . ป ล าย  N และ ป ล าย  C ถ ูกบล ็อก
6 ) . ม ีซ ิสเตอีน 6 หน่วย
7 )  . ไม ่ม ีฮ ิสท ิด ีน เมไทโอนีน ทริปโทเฟน

สำหรับ CHH-I สามารถหาลำด ับกรดอะม ิโนได ้อย ่างลมบ ูรน! โด ยม ีป ลาย  N คือ 
pyroglutam ate และ ป ล าย  C คือ Val am ide มี'นาหนัก,โมเลก ุล 8,373 ด''ลด ัน  ซ ึ่งสอดคล้องกับ  
ลำด ับกรดอะม ิโนท ี่หาได ้

ในป ี ค .ศ .1994 Y asuda และคณ ะ ศ ึกษาล ักษณ ะของ CHH จากต่อมไซนัสของ 
กุ้งเครย์ฟ ิช P ro ca m b a ru s  c la rk ii โดยการแยกสก ัดด ้วย 0.1 N กรดไฮโดรคลอริก ที่ 80°c แล้ว 
นำไปทำเจลฟ ิลเตรช ันบน S ep h a d ex  G-75 column พบว่า แฟรคชันที 4 มื hyperglycem ic  
activity จ ึงนำไปทำให ้บร ิส ุทธ ์โดยใช ้ RP-HPLC สามารถแยกออกมาได ้ 2 พีค คือ Prc-CHH I 
และ Prc-CHH II แล ้วนำไปย ่อยด ้วยเอนไซม ์ชน ิดต ่างๆ เพ ื่อหาลำด ับการเร ียงด ัวของกรดอะม ิโน  
พบว่า ฮอร์โมนท ั้งสองประกอบด้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย มีพันธะไดซัลไฟด์ 3 พันธะ ระหว่าง 
ตำแหน่งท ี 7-43, 23-29  และ 26-52  แตกต ่างก ันโดย D/L epimerization ของ phenylalanine ที 
ตำแหน่งท ี่ 3 ซ่ึง Prc-CHH II มี D-amino acid นอกจากน ี้ฮอร ์โมนยังลามารถลดการสร ้าง 
ecd ystero id  ใน  Y-organ culture จากผลท ีได ้อาจจะบ ่งซ ีว ่า stereoinversion ในโมเลก ุลของ  
CHH นำไปส ู่การเปล ี่ยนแปลงหน ้าท ี่ของฮอร ์โมน

นอกจากน ี้ย ังม ีการศ ึกษาน ิวโรเปปไทด ์ท ี่ม ี molt-inhibiting activity จากต่อมไซนัส 
ของกุ้ง p. c la rk ii โดยสก ัดด ้วย 80% acetonitrile ที่มี 0.9% NaCI แล ้วทดสอบ MIH activity 
ด้วยวิธ ี in  v itro  b io a ssa y  ใน  Y-organ culture ของ P. c la rk ii ต ิดตามสารด ้วยว ิธ ี RIA และนำไป 
ทำให ้บร ิล ุทธ ิ้ด ้วยกระบวนการ RP-HPLC พบว่าม ีหนึ่งแฟรคขั่นท ี่คาดว่าเป ็น MIH ของ P. c la rk ii 

(Terauchi and o th ers,1996) ซ ึงต ่อมา N agasaw a และคณะ (N agasaw a and others,1996)
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ได ้ศ ึกษาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนของ MIH น ี้พบว่าประกอบด้วยกรดอะม ิโน 75 หน่วย 
และม ีป ลาย C เป็น am ide ซ ึ่งลำดับกรดอะมีโนของ Prc-MIr น ี้เหมือนกับ Cam-MIH มากกว ่า  
Hoa-MIH

ปี ค .ศ .1995 Yang, Aida และ N agasaw a ศ ึกษาลำด ับกรดอะม ิโนของ CHH และ 
เปปไทด ์คล ้าย CHH จากก ุ้ง  Penaeus ja p o n icu s  โดยสกัดแยกเปปไทด ์จากต ่อมไซน ัส 1,500 
ต่อม ด ้วยส ารละลาย 0.9%  NaCI ใน  30% acetonitrile และนำไปแยกให ้บร ีล ุทธ ิ้ด ้วย RP-HPLC 
ท ี่ความเข ้มข ้น  0-50%  acetonitrile ใน  0.05%  TFA พบว่าแยกเปปไทด ัได ้ 5 พ ีคหลัก คือ พีคที ่
34, 40 , 42, 45 และ 50 ป ร ิม าณ เป ป ไท ด ์ท ี่แยกได ้เป ็น 1.5, 0.6, 2.8, 1.8 และ 0 . 9 นาโนโมล และ 
ม ีน ํ้าหน ัก'โมเลก ุลค ือ 8 ,368 , 8 ,487 , 8,353, 8,328 และ 8,314 ดาลต ัน ต าม ล ำด ับ  เม ื่อนำเปปไทด  ์
ท ี่แยกได ้ไปหาลำด ับกรดอะม ิโนและทดสอบทางช ีวว ิทยา (bioassay) พบว ่า เปปไทด์ No.42  
แสดงความ ลาม ารถใน การเพ ิ่ม ระด ับ น ํ้าตาลใน เล ือด และประกอบด้วยกรดอะม ิโน 72 หน่วย ส่วน 
เปปไทด์อ ีก 4 ชนิด ม ีลำด ับกรดอะม ิโนคล ้ายก ับ  CHH เม ื่อเปรยบเท ียบก ับ CHH ของลัตว์ชนิดอื่น  
พบว่า จำน วน กรดอะม ิ,โน การกระจายของช ิลเตอ ีน 6 หน่วย และปลาย C เป็น am ide ม ีล ักษ ณ ะ  
เหมือนกัน โดยใน ส ่วน ป ลาย N จะม ีความเหม ือนก ันมากกว ่า ซ ึ่งม ีลำด ับกรดอะม ิโนซ ํ้าก ับ Cam- 
CHH เป็น 42% , Orl-CHH เป็น 50%, Hoa-CHH A เป็น 50%, Hoa-CHH B เป็น 42%, Prb- 
CHH เป ็น 40%  และ Prc-CHH เป็น 50% ในขณะที่ซ ํ้าก ับ Cam-MIH เพียง 29% และ Hoa-GIH 
เพียง 26% เท ่าน ั้น

ต ่อม าใน ป ี ค .ศ .1996 Yang และคณ ะ ได ้ศ ึกษาลำด ับการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโน  
ของ MIH จากก ุ้ง  p. ja p o n ic u s  ทีมี ทาolt-inhibiting activity เม ือทดลอบด ้วยว ิธ ี in vitro 
b io a ssa y  โด ย ใช ้ Y-organ ของกุ้งเครย์พ ีช P. c la rk ii ซ ึ่งเปปไทด์ Pej-SGP-IV สามารถย ับย ั้งการ  
สร้าง ecd ystero id  และเม ื่อตรวจหาลำด ับกรดอะม ิโนพบว่า จะประกอบด้วยกรดอะม ิโน 77 หน่วย 
ม ีป ลาย N และ ป ล าย  C เป ็นอิสระ ลำดับกรดอะมิโนของ Pej-SGP-IV ค ล ้ายค ล ึงก ับ  Cam-MIH

ป ีค .ศ .1999 Sithigom gul และคณ ะ ศ ึกษาการทำให ้บร ีล ุทธ ิ, แคะลำด ับกรดอะม ิโน  
ของ CHH จ าก ก ้าน ต าก ุ้งก ้าม กราม  M acrob rach ium  ro se n b re rg ii โดยการสก ัด  CHH จาก  
ก ้าน ตา ด ้วยสารละลายเมทาน อล-กรดอะซ ิต ิกและน ํ้า อัตราส่วน 90:1:9 สารท ี่สก ัดได ้นำไปผ่าน  
RP-HPLC และต ิดตาม CHH โดยว ิธ ีทาง biological activity test พ บ ว ่าแยก CHH ได้ 1 รูปแบบ 
ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน  71 หน่วย แต ่เม ื่อนำไปหาน ํ้าหน ักโมเลก ุลโดย MALDI-TOF MS พบว่า 
น ํ้าหน ักโมเลก ุลท ี่ได ้ไม ่ลอดคล ้องก ับน ั้าห น ักโมเลก ุลท ี่ได ้จากการคำน วณ จากลำด ับกรดอะม ิโน จ ึงซ ี้
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ให ้เฟ ้นว ่าน ่าจะม ีกรดอะม ิโนหายไปหน ึ่งต ัว ซ ึ่งคาดว ่าน ่าจะเป ็นทร ีโอน ํนมากกว่าเมไทโอน ีน ต ่อมา 
ได ้ม ีการส ังเคราะห ์ลำต ับกรดอะม ิโนบางส ่วน ทางปลาย C จากก ้าน ต าก ุ้งก ้าม กราม  โดยวิธ ี sr.:;d 
p h ase  pep tide syn th esis คอ เปปไทด ์ YANAVQV-NH2 (T-) และ เปบ ไทต ั YANAVQTV-NH, 
(T+) นำเปปไทด ์เช ื่อมก ับโปรต ีน  BSA และใช ้กระต ุ้นให ้หน ูขาวสร้างแอนติบอด ีต ่อเปปไทด์ ตรวจ 
หาไตเตอร ์และค ุณ ภาพของแอนต ิบอด ีต ่อเปปไทด ์ท ังสองโดยว ิธ ี indirect im m unoperoxidase  
ELISA และ Dot-ELISA และใช ้ช ีร ั่มท ี่ม ีไตเตอร์ส ูงท ี่ส ุดตรวจหาฮอร์โมนท ี่เพ ิมระด ับน ํ้าตาลในเล ือด  
ใน สารสก ัดจากก ้าน ตาท ี่แยกด ้วยกระบ วน การท าง RP-HPLC โดยวิธี Dot-ELISA พบสารคล ้าย  
เปปไทด ์ T- และเปปไทด ์ T+ ในแฟรคชั่นที่ 30 และ 38 ตามลำด ับ  แต ่จากการตรวจห าการออก  
ถทธี่ของฮอร์โมนพบว่า แฟรคชั่น'ที่ 37-39 ม ีความสามารถในการเพ ิ่ม?ะด ับน ํ้าตาลใน เล ือดก ุ้ง  
ขณะที่แฟรคซั่นที่ 30 ไม่มี และจากการใช ้แอนต ิบอด ีต ่อเปปไทด์ท ี่งสองเพ ี่อตรวจหาแหล่งท ี่พบ  
CHH ใน ก ้าน ต า โดยว ิธ ี im m unocytochem istry พบว่า แอน ต ิบ อด ีต ่อ เป ป ไท ด ์T+ เท ่าน ั้นท ี่ม ีการ 
ต ิดส ีท ี่เชลล ์ประสาทใน m edulla terminalis ganglionic X-organ (MTGXO) และท ี่เล ้นใย  
ประสาทท ี่ล ่งไปยังต ่อมไซนัส จากผลการทดลองคร ั้งน ี้แสดงว ่าเฉพาะแอนต ิบอด ีต ่อ T+ เท่านั้นที ่
สามารถจ ับก ับ  CHH ด ังน ั้นลำด ับกรดอะม ิโนของฮอร์โมนน ี้น ่าจะประกอบด้วยกรดอะมิโน 72 
หน่วย โดยม ีทรโอน ีนอย ู่ในตำแหน ่งท ี่ 71 (นันทิกา ปานจันทร์, 2541)

ตารางที่ 2.1 การแยกส ก ัดและท ำให ้บ ร ิล ุท ธ ิ้CHH/MIH/GIH ในสัตว์'พวกค!'ลตาเซียน
ต่าง ๆ

N am e-Y ear Animals Extraction Purification Detection Result
Keller and 
Wonderer 

1978

c. m aenas sinus gland 
50mM NH4Ac

PAGE 
gel filtration 
Sephadex  

G-50

Bioassay
Dansylaîion

Edman
degradation

-hyperglycemic 
activity 
- 57 residues 
-MW 6,726 Da

Kegel and 
others 
1989

c. m aenas sinus gland RP-HPLC DABITC-
PITC

-Cam-CHH 
-72 residues 
-MW 8,524 Da

W ebster
1986

c. m aenas sinus gland Gel filtration in v iiro  
bioassay  

RIA

-putative MIH 
-heat-stable 
-MW 6-14 kDa
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ตารางท่ี 2.1 (ต่อ)

N am e-Y ear Animals Extraction Purification Detection Result
W ebster

1991
c. maenas sinus gland RP-HPLC Automated

Edman
degradation

- Cam-MIH
- 78 residues
- MW 9,181 Da

Chang, Homarus sinus gland Sep-Pak C18 Bioassav - MIH activity
Bruce and 
Newcomb  

1987

am ericanus 0.1 N HCI
8 0 °c

cartridge
RP-HPLC

PAGE

RIA - amino acid 
composition
- MW -8 ,7 0 0  Da

Chang, 
Prestwich 
and Bruce 

1990

Homarus

am ericanus

sinus gland 
0.1 N HCI 80°

c

RP-HPLC Bioassay
Edman

degradation

- Hoa-MIH
- 71 residues
- CHH activity

Soyez and 
others 1990

Homarus

am ericanus

sinus gland
10% a ce tic  a c id  1 

N HCI 85°c 
ace tic  a c id  80°c

RP-HPLC Bioassay
FAB-MS

IEF

- CHH 2 groups
- 68 residues 
-MW 8,633 Da 
-MW 8,578 Da

Tensen and 
others 1991

Homarus

am ericanus

sinus gland RP-HPLC Edman
degradation

FAB-MS

- CHH 2 groups
- 72 residues 
-MW 8,578 Da 
-MW 8,655 ± 2 5  Da

Soyez Homarus Sinus gland RP-HPLC Bioassay - Hoa-VIH
Deijnen and 

Martin
1978

am ericanus 0.1 N HCI 
80° c

SDS-urea-
PAGE

Micro
sequencing

FAB-MS

- 77 residues
- MW 9,135 Da

Kegel and 
others 
1991

o . limosus sinus gland RP-HPLC Gel 
filtration

Edman
degradation

DABITC-
PITC

- Orl-CHH
- 72 residues 
-MW 8,400 Da
~ Cam-CHH 61%
-  Hoa-MIH 81%
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ตารางท่ี 2.1 (ต่อ)

N am e-Y ear Animals Extraction Purification Detection Result
Huberman 

and Aguilar 
1986

p. bouvieri sinus gland RP-HPLC
SDS-PAGE

Bioassay
Dansylation

- CHH
- 52 residues
- MW 6,042 Da

Huberman 
and others 

1988

p. bouvie ri sinus gland SDS-PAGE Bioassay
Dansylation

- CHH-B, CHH-C
- 52-53 residues 
-MW 6 - 6 .2  kDa

Huberman 
and Aguilar 

1989

p. bouvieri sinus gland RP-HPLC
SDS-PAGE

in vitro a ssa y  
Dansylation

- MIH activity
- 53-55 residues
- MW 6,243-6,402 Da
- no Trp, His, Met

Huberman 
and others 

1993

p. bouvieri sinus gland RP-HPLC Edman
degradation

EI-MS

- CHH-I
- 72 residues 
-MW 8,388 Da 
~Orl-CHH 98.6% 
-Cam-CHH 61.1% 
~Hoa-CHH A 83.3% 
-Hoa-CHH B 79.2%

Aguilar and 
others 1996

p. b o u v ie ri sinus gland RP-HPLC Manual
Edman

degradation
MALDI-
TOFMS

-Prb-MIH 
-72 residues 
-MW 8,322 Da 
-  Prb-MIH 90% 
~Hoa-MIH 79%

Aguilar and 
others 1992

p. bouvie ri sinus gland RP-HPLC in vitro 
bioassay  

Dansyl 
method

-Prb-VIH 
-72-74 residues 
-MW 8,388 ± 2  Da



ตารางท่ี 2.1 (ต่อ)

N am e-Y ear Animals Extraction Purification D etection Result
Yasuda and 
others 1994

p. c la rkii sinus gland Gel filtration 
Sephadex  

G-75 
RP-HPLC

Bioassay -CHH activity 
-Prc-CHH I, 
Prc-CHH-ll 
-72 residues

Terauchi 
and others 

1996

p. c la rkii sinus gland 
0.9% NaCI 

เท 80% ACN

RP-HPLC in vitro 
bioassay  

RIA

- MIH activity

Nagasaw a  
and others 

1996

p. c la rk ii sinus gland RP-HPLC Edman
degradation

- Prc-MIH 
-75 residues

Yang and 
others 1995

p. japon icus sinus gland 
0.9% NaCI 

in 30% ACN

RP-HPLC Bioassay -Pej-CHH 
-72 residues 
-MW 8,353 Da 
~Orl-CHH 50% 
~Cam-CHH 42% 
~Hoa-CHH A 50% 
~Hoa-CHH B 42%  
-Prb-CHH 40%
~Prc-CHH 50%

Yang and 
others 1996

p. ja pon icu s sinus gland RP-HPLC in vitro 
bioassay  

RIA

-Pej-MIH 
-77 residues 
-  Cam-MIH

Sithigorngul 
and others 

1999

M acrobrach ium

rosenberg ii

Eyestalk RP-HPLC Bioassay
Dot-ELISA

MALDI-TOF

-Mar-CHH 
-71 residues
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สารคล้าย FMRFamide

ได้มิการศึกษาการแยกและการทำให้บรีสุทธิ้ รวมทั้งการหาลำดับกรดอะมิโนของ 
สารคล้าย FMRFamide มากมาย ตั้งแต่สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังไปจนถึงสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง 
ซึ่งมีรายงานการแยกลกัด FMRFamide เป็นครังแรก โดย Price และ G reenberg (1977) จากปม 
ประสาทของหอยสองฝา Macrocallista nimbosa ได้ใช้เทคนิคทางโครม!าโตรกราทีเซนิด thin 
layer chromatography, ion-exchange chromatography และ gel filtration ศึกษาลักษณะ 
โครงสร้างของสารสกัดโดยนำไปหาลำดับกรดอะมิโนด้วยวิธี Edman degradation พบว่าสารนี 
เป็น'นิว'โรเปป'ไทด์ทีมีโครงสร้างเป็น tetrapeptide amide และมีลำดับกรดอะมิโนเป็น Phe-Met- 
Arg-Phe-NFI2 (FMRF-NFI,) จากนั้นนำสารนี้ไปตรวจลอบทางชีวภาพกับกล้"มเนื้อหัวใจของหอย 
ชนิดนี้ พบว่า FMRFamide ปริมาณความเข้มข้น 10'3 โมล่ารีต่อลิตร จะล"ม"รถกระตุ้นอัตราการ 
เต้นของหัวใจ

ต่อมามีการพบฮอร์โมนนี้และฮอร์โมนที่มีโครงสร้างคล้ายกับ FMRFamide ใน

ระบบประสาทของสัตว์ต่าง  ๆ มากมาย ตั้งแต่สัตว์ใม่มีกระดูกสันหลังชั้นตํ" เซ่น พวกปะการัง

(Grimmelikhuijzen and G raff,1986) หนอนตัวกลม (Sithigomgul, Stretton and

Cowden,1991) แม่เพรียง (Krajniak and G reenberg,1992) แมลง (Lundquist and 
Nassel,1990) จนถึงสัตว์มีกระดูกสันหลัง เซ่น ไก่ (Dockray and others,1983) และ หนู

(Majane Panula and Yang, 1989) เป็นต้น

จากการศึกษาสารคล้าย FMRFamide ของสัตว์พวกครัลต",ซียน (ตารางที่ 2.2) 
ในปี ค.ศ.1987 Trimmer, Kobierski และ Kravitz ได้ศึกษาในกุ้งลอบลเตอรี/-/. americanus 
โดยนำระบบประสาทส่วน pericardial organ มาสกัดด้วยตัวทำละลายเมท"นอล-กรดอะชิติก-นำ 
(90:1:9) จากนั้นนำไปแยกผ่านเจลทีเลเตรชัน แล้วไปทำให้บรีสุทธิ้ขึ้นด้วยกระบวนการ RP-FIPLC 
3 ชั้นตอน ติดตามสารระหว่างการทำให้บริลุทธิ้ด้วยวิธี RIA หาลำดับกรดอะมิโนโดยใช้ Edman 
degradation พบว่า สารนีมีโครงสร้างเป็น octapeptide amide 2 รูปแบบ คือ Ser-Asp-Arg- 
Asn-Phe-Leu-Arg-Phe-NFI2 (SDRNFLLRF-NFI2) และ Thr-Asn-Arg-Asn-Phe-Leu-Arg-Phe- 
NH2 (TNRNFLRF-NH2)

ในปี ค.ศ.1991 Krajniak ได้ศึกษาสารคล้าย FMRFamice ในปูม้า Callinectes 
sapidus โดยทำการแยกสกัดจาก pericardial organ และ thoracic ganglia ด้วยอะชี,โตน และ 
ทำ'ให้บรีลุทธโดยแยกผ่านกระบวนการ RP-FIPLC ติดตามสารระหว่างกา?ทำให้บริลุทธิ้ด้วยวิธี
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RIA แล้วนำไปหาลำดับกรดอะมิโนและนำหนักโมเลกุล โดยใช้ m icrosequencing analysis และ 
FAB-MS พบ'ว่ามีนํ้าหนัก,โมเลกุล 1,159 ดาลดัน และมีลำดับกรดอะมิโนเป็น Gly-Tyr-Asn-Arg- 
Ser-Phe-Leu-Arg-Phe-Arg-NH2 (GYNRSFLRF-NH2) และเมื่อศึกษาบทบาททางสรีรวิทยา

พบว่ามีผลเพิ่มอัตราการเต้นของหัวใจ ต่อมาในปี ค.ศ.1993 Yasuda, Naya และ Nakanishi 
ได้แยกสกัดสารคล้าย FMRFamide จากก้านตาของปูม้า Callinectes sapidus ด้วยอะซีโตน 
แล้วนำ1ไปแยกผ่านคอลัมน์เจลปีลเตรชัน Sephadex G-75 และ HPLC 2 ขันตอน และติดตาม 
สารคล้าย FMRFamide โดยวิธี carboxy terminal analysis หลังจากทำให้บริสุทธิ้แล้ว พบว่าม ี
สารคล้าย FMRFamide 2 รูปแบบ จากการหาโครงสร้างลำดับกรดอะมิโนเป็นดังนี้ คือ CP1 
ประกอบด้วย pGlu-Gly-Arg-Phe-NF12 (pEGRF-NH2) และ CP2 ประกอบด้วย pGlu-Leu-Gly- 
Arg-Phe-NH2 (pELGRF-NFI2)

ในปี ค.ศ.1991 Mercier ได้ศึกษาในกุ้งเครย์ฟิช Procambarus clarkii โดยแยก 
สกัดจาก pericardia l organ ซึ่งใช้ตัวทำละลาย เมทานอล-กรดอะชิติก-นํ้า (90:1:9) แล้วนำไป 
แยกผ่าน C18 Sep-Pak cartridge และ HPLC 2 ขั้นตอน พบว่าสารที่แยกได้นี้มีผลต่อความแรง 
และเพิ่มอัตราการเต้นของหัวใจ ต่อมาในปี ค.ศ.1993 Mercier และคณะ ได้แยกสกัดและทำให ้
บริสุทธิ้สารคล้าย FMRFamide จาก pericardial organ ของกุ้งชนิดเดียวกัน พบว่าสารทีแยกได้ม ี
โครงสร้าง 2 รูปแบบ ดังนี้คือ NF1 มีลำดับกรดอะมิโน Asn-Arg-Asn-Phe-Leu-Arg-Phe-NFI2 
(NRNFLRF-NH2) และ DF2 มีลำดับกรดอะมิโนคือ Asp-Arg-Asn-Phe-Leu-Arg-Phe-NH, 
(DRNFLRF-NH2)

ส่วนในกุ้งก้ามกราม Macrobrachium rosenbergii ได้มีรายงานการแยกสกัดและ 
การทำให้บรีลุทธเบื้องต้นของสารคล้าย FMRFamide จากก้านตากุ้ง ด้วยสารละลายเมทานอล- 
กรดอะซิติก-นํ้า โดยใช้กระบวนการทาง RP-FIPLC ในการทำให้บรีสุทธ และใช้วิธี Dot-ELISA 
ในการตรวจหาสารหลังจากแยกด้วยกระบวนการ HPLC แล้ว พบว่าสารคล้าย FMRFamide 
กระจายอยู่ในแฟรคชั่นที่ 24-41 (จำนวน 13 แฟรคชั่น) แฟรคชั่นที่มีลีเข้มมากที่สุด ได้แก่แฟรคชั่น 
ท่ี 38 ซึ่งคาดว่าในก้านตากุ้งก้ามกรามอาจมีสารคล้าย FMRF amide หลายรูปแบบในปรมาณที ่
ต่างกัน (วีระวรรณ สิทธิกรกุล และคณะ, 2537) ต่อมาในปี ค.ศ.1998 Sithigomgul และคณะ 
ได้ศึกษาสารคล้าย FMRFamide ในก้านตากุ้งก้ามกรามจำนวน 5,000 ก้านตา พบสารคล้าย 
FMRFamide มีโครงสร้าง 5 รูปแบบ ดังนี้ Mar-FLP1 มีการเรียงลำดับกรดอะมิโน คือ

DRNFLRF-NH2 มีนํ้าหนักโมเลกุล 965.7 ดาลดัน ปริมาณที่แยกได้ 120 พิโคโมล Mar-FLP2 มี
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การเรียงลำดับกรดอะมิ'โน คือ ADKNFLRF-NH2 นํ้าหนักโมเลกุล 1,009.4 ดาลตัน ปริมาณที่แยก 
ได้ 100 พิโค'โมล Mar-FLP3 มีการเรียงลำดับกรดอะมิโนคือ NYDKNFLRF-NH2 นํ้าห;''.ก,โมเลกุล

1,215.4 ดาลตัน ปริมาณที่แยกได้ 130 พิโคโมล Mar-FLP4 มีการเรียงลำดับกรดอะมิโนคือ

APALRLRF-NFI2 มีนํ้าหนักโมเลกุล 943.0 ดาลตัน ปริมาณที่แยกได้ 180 พิโคโมล Mar-FLP5 
มีการเรียงลำดับกรดอะมิโนคือ DRTPALRLRF-NH2 มีนํ้าหนักโมเลกุล 1243.0 ดาลตัน ปริมาณ 
ที่แยกได้ 280 พิโค'โมล

ในปี พ.ศ.2541 จีรศักดิ,' ผู้ปลื้ม ได้ศึกษาการแยกสกัดสารคล้าย FMRFamide จาก 
ก้านตาของกุ้งกุลาดำจำนวน 9000 ก้านตา ในตัวทำละลายเมทานอล-กรดอะซิติก-นํ้า แล้วนำ 
สารสกัดแยกผ่าน C18 Sep-Pak cartridge และซะด้วย 50%acetonitrile / 0.1%TFA หลังจาก 
น้ัน'นำ1ไปทำ'ให้'บริสุทธ้ิเต่อด้วย RP-HPLC 5-7 ขนตอน โดย'ใช้วิธี Dot-EUSA ในการติดตามสาร 
คล้าย FMRFamide ระหว่างการแยกบริสุทธิด้วย mouse anti-FMRFamide monoclonal 
antibody (FM-23), mouse anti-KNEFIRFamide monoclonal antibody (AF1-62) และ mouse 
anti-KFtEYLRFamide (AF2-32) จาก 10 แฟรคซ่ัน'ของ RP-FIPLC ในนั้นตอนที่ 1 พบสารคล้าย 
FMRFamide บริสุทธี้ทงหมด 18 แฟรคซ่ัน และจากการตรวจหานํ้าหนักโม,ลกุล พบว่าสารเหล่านี้ 
มีนํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 990-2,679 ดาลตัน แตกต่างจากสารคล้าย FMRFamide ที่รายงาน 
ในสัตว์ครัสตาเซียนอื่น  ๆ จึงคาดว่าสารคล้าย FMRFamide ที่ได้จากการทดลองครั้งนี้ น่าจะม ี
ลำดับกรดอะมิโนแตกต่างจากลำดับกรดอะมิโนของสารคล้าย FMRFamide ทีเคยรายงานมาก่อน

ตารางที่ 2.2 การแยกสกัดและทำให้บริสุทธิ้ FMRFamide ในสัตว์ครัลตาเซียนต่างๆ

Name-Year Animals Extraction Purification Detection Result
Trimmer 

and others 
1987

H. americanus Pericardial
organ

Gel filtration 
Sephadex 

G-25 
RP-HPLC

RIA -2 octapeptides 
-SDRNFLRFamide 
MW 1,053.20 Da 

-TNRNFLRFamide 
MW 1,066.24 Da

Krajniak
1991

Callinectes
sapidus

Pericardial 
organ and 
thoracic 
ganglia

RP-HPLC RIA - GYNRSFLRFamide 
MW 1,158.34 Da
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ตารางที่ 2.2 (ต่อ)

Name-Year Animals Extraction Purification Detection Result
Mercier and 
others 1993

Procambarus
clarkii

Pericardial
organ

RP-HPLC RIA -NRNFLRFamide 
MW 506.57 Da 

-DRNFLRFamide 
MW 619.73 Da

Yasuda and 
others 1993

Callinectes
sapidus

Eyestalk Gel filtration 
Sephadex 

G-75 
RP-HPLC

Carboxy
terminal
analysis

-pEGRFamide 
MW 955.13 Da 
-pELGRFamide 
MW 966.12 Da

Sithigorngul 
and others 

1999

Macrobrachium
rosenbergii

Eyestalk RP-HPLC Dot-ELISA -DRNFLRFamide 
MW 966.12 Da 
-ADKNFLRFamide 
MW 1,009.19 Da 
-NYDKNFLRFamide 
MW 1,215.39 Da 

-APALRLRFamide 
MW 942.19 Da 

-DRTPALRLRFamide 
MW 1,243.40 Da

จรศกด 
ผู้ปล้ืม 2541

Peneaus
monodon

Eyestalk RP-HPLC Dot-ELISA -PFM 1-18 
-MW 990-2679 Da
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