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รหัสโครงการ :  MRG5480215 
ชื่อโครงการ : การสังเคราะหและศึกษาคณุลักษณะ ของโกนาโดโทรปน รีริสส่ิงฮอรโมนในหอย

เปาฮ้ือเขตรอน Haliotis asinina 
ชื่อนักวิจัย : ดร. ปริญญาพร หนูอุไร   
อีเมลล : fone2526@yahoo.com 
ระยะเวลาโครงการ :  2 ป 
บทคัดยอ : 

โกนาโดโทรปน รีริสสิ่งฮอรโมน (GnRH) เปนฮอรโมนที่มีความสําคัญในการควบคุม
กระบวนการสบืพันธุ ซ่ึงมีการศึกษาอยางแพรหลายในสัตวที่มีกระดูกสันหลัง และสัตวไมมี
กระดูกสันหลงั แตยังไมพบรายงานการศึกษาถึงลกัษณะโครงสรางทางโมเลกุลและหนาทีข่อง 
GnRH ในหอยเปาฮ้ือ จึงเปนที่มาของงานวิจัยชิ้นนี้โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาคุณลักษณะของ
ยีนและโครงสรางของโปรตนี GnRH ในปมประสาท cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ 
Haliotis asinina ตัวเต็มวัยเพศเมีย ดวยวิธ ีRapid amplification of cDNA ends (RACE) และ 
Immunohistochemistry และศึกษาหนาที่ของ GnRH ในการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลสบืพันธุ
ในรังไขดวยวธิ ี in vivo 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) assay การทดลองพบลําดับเบส
บางสวนของยีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH ซ่ึงมีโครงสรางคลายกันกับ GnRH ที่พบในหอย
สายพันธุอ่ืน และใหชื่อวา abalone GnRH (abGnRH) โดยเม่ือถอดรหัสเปนสายโปรตีนบริเวณ 
active GnRH ประกอบดวยกรดอะมิโน 12 ตัวที่มีสวนอนุรักษเหมือนกับโครงสรางของ GnRH 
ที่พบในสตัวกลุม protostomians จากการศึกษาการกระจายตวัของ abGnRH ในปมประสาท 
cerebral และ pleuropedal พบ abGnRH ในเซลลประสาทผลติฮอรโมนชนิดที่ 1 กระจายทั่วไป
บริเวณดานหนาและดานหลังของปมประสาท cerebral และบรเิวณ ventral และ dorsal horn 
ของปมประสาท pleuropedal นอกจากนี้ยังพบ abGnRH ในเสนใยประสาทบริเวณดานหลังของ
ปมประสาท cerebral และบริเวณดานหนาของ ventral horn ของปมประสาท pleuropedal  
จากการศึกษาผลของ abGnRH และ buserelin ตอการเจริญของเซลลสบืพันธุ พบวา buserelin 
และ abGnRH ที่ความเขมขน 250 และ 500 นาโนกรัมตอนํ้าหนักตวั (กรัม) สามารถกระตุนการ
พัฒนาของรังไข โดยสามารถเพ่ิมจํานวนของเซลลไขระยะ oogonia และระยะ early oocyte ได
อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนเปน 1,000 นาโนกรัมตอนํ้าหนักตัว (กรัม) 
ใหผลดังกลาวลดลง จากการศึกษาครั้งน้ีเปนการคนพบลักษณะโครงสรางและหนาที่ที่สําคัญของ 
GnRH ในกระบวนการสืบพันธุในหอยเปาฮ้ือ ซ่ึงสามารถนําไปประยุกตใชในการเพาะเลีย้ง เพ่ือ
เพ่ิมรอบการสืบพันธุทําใหไดผลผลติลูกหอยมากขึ้น  
คําหลัก : โกนาโดโทรปน รีริสสิ่งฮอรโมน Haliotis asinina การเพ่ิมจํานวนของเซลลไข วิธ ี
BrdU  



 

Abstract 
 
Project Code : MRG5480215 
Project Title : Molecular cloning and characterization of gonadotropin releasing 

hormone-like peptide in the tropical abalone, Haliotis asinina 
Investigator : Parinyaporn Nuurai 
E-mail Address : fone2526@yahoo.com 
Project Peroid : 2 years 
Abstract :  

In various animal groups, both vertebrate and invertebrate, it has been reported that 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is an important regulator of reproductive function. 
However, knowledge of the molecular characteristic of GnRH and its function in the abalone is 
inadequate. Therefore, we have characterized the GnRH gene and its peptide sequence from 
the ganglia of sexually mature female Haliotis asinina using Rapid amplification of cDNA ends 
(RACE) and Immunohistochemistry techniques and study its biological function by in vivo 5-
bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) gonadal cell proliferation assay. A partial length cDNA encoding 
GnRH-related gene was generated from H. asinina ganglia and demonstrated a high similarity 
with other gastropods. The deduced 12 amino acids sequence of abalone GnRH (abGnRH)-
like peptide showed a high conservation with other protostomians’GnRH. An antibody 
generated against abGnRH showed specific localization within the cerebral and pleuropedal 
ganglia. abGnRH was localized in type-1 neurosecretory cells that are widely distributed within 
the ventral and dorsal parts of the cerebral ganglion and also observed in nerve fiber bundles 
extending into the dorsal part of the ganglion. In the pleuropedal ganglion, abGnRH 
immunoreactive cells were distributed in both ventral and dorsal horns. Nerve fibers 
containing abGnRH immunoreactivity were also detected primarily within the ventral region of 
ventral horns of the ganglion. The effect of buserelin and abGnRH on ovarian proliferation of 
H. asinina was investigated by in vivo BrdU assay. Groups of one-year-old female abalone 
were injected with buserelin and abGnRH at doses of 250 and 500 ng/g BW and exhibited a 
stimulatory effect on ovarian maturation and oocyte proliferation. The abGnRH at high dose of 
1,000 ng/g BW had a lesser effect on inducing ovarian maturation and oocyte proliferation. 
These findings provide important knowledge on the molecular characteristics and function of 
GnRH on abalone reproduction which could be applied in aquaculture to enhance abalone 
reproduction.       
Keywords : GnRH, Haliotis asinina, ovarian cell proliferation, BrdU assay 

 
 



 

บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) 
 
1. ชื่อโครงการ 
(ภาษาไทย) : การสังเคราะหและศึกษาคณุลักษณะ ของ gonadotropin releasing hormone ใน

หอยเปาฮ้ือเขตรอน Haliotis asinina 
(ภาษาอังกฤษ) : Molecular cloning and characterization of gonadotropin releasing 

hormone-like peptide in the tropical abalone, Haliotis asinina 
 
2. ชื่อหัวหนาโครงการและที่อยู 
ชื่อ – นามสกุล  ดร.ปริญญาพร หนูอุไร 
หนวยงานที่สงักัด สํานักงานจัดการศึกษา คณะสหเวชศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 
ที่อยู คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา  169 ถ. ลงหาดบางแสน      

ต.แสนสุข อ.เมือง จ.ชลบุรี 20131  
โทรศัพท  038-103167 
โทรสาร   038-393497 
E-mail   fone2526@yahoo.com 
 
3. งบประมาณทั้งโครงการ 
480,000 บาท 
 
4. ระยะเวลาดําเนินงาน 
3 ป 4 เดือน 
 
5. ความสําคญัและที่มาของปญหา 

หอยเปาฮ้ือเปนหอยทะเลฝาเดียวที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจและนิยมบริโภคกันอยาง
แพรหลายในหลายประเทศเชน จีน ญ่ีปุนไตหวัน ออสเตรเลีย และสหรัฐอเมริกา เน่ืองจาก
รสชาติดี มีโปรตีนสูงและไขมันนอย ในประเทศไทยมีหอยเปาฮ้ือพันธุพ้ืนเมือง H. asinina เปน
พันธุที่นิยมนํามาเพาะเลี้ยงในเชิงพาณิชย เพราะมีขนาดใหญ อัตราสวนระหวางเน้ือตอเปลือก
สูง และเจริญเติบโตเร็ว การเพาะเลี้ยงหอยเปาฮ้ือในประเทศไทยระยะแรกไมประสบความสําเร็จ
เทาที่ควรเนื่องจากขาดขอมูลทางวิชาการที่เก่ียวของกับวงจรการพัฒนาชีวิต การสืบพันธุ และ
เทคนิคการเลี้ยง ตอมาศูนยพัฒนาประมงทะเลอาวไทยฝงตะวันออก จังหวัดระยอง และ
ศูนยวิจัยและพัฒนาประมงชายฝงประจวบคีรีขันธสามารถเพาะพันธุหอยเปาฮ้ือชนิดน้ีไดใน
ระดับหนึ่ง และสามารถผลิตลูกหอยสงตอใหฟารมนําไปเพาะเลี้ยงได (Singhagraiwan and Doi, 
1993) ปจจุบันมีฟารมเพาะเลี้ยงหอยเปาฮ้ือหลายแหงในเขตชายฝงทะเลอาวไทยและอันดามัน   



 

อยางไรก็ตามขอมูลทางงานวิจัยของหอยเปาฮ้ือสวนใหญเปนการศึกษาจากหอยเปาฮ้ือ
สายพันธุอ่ืน เชน   H. rufescens จากสหรัฐอเมริกา H. discus hannai จากญ่ีปุน ซ่ึงสวนใหญ
เปนการวิจัยเก่ียวกับการเพ่ิมผลผลิตของลูกหอย เชน การพัฒนาของตัวออน การเลือกใชอาหาร
ที่เพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตและน้ําหนักของลูกหอย สําหรับขอมูลพ้ืนฐานตางๆ เก่ียวกับหอย
เปาฮ้ือชนิด H. asinina เร่ิมมีการศึกษาคนความากขึ้น เชนการศึกษาทางดานชีววิทยาการ
สืบพันธุของหอยเปาฮ้ือในระยะตางๆ ของวงจรการสืบพันธุ การศึกษากายวิภาคของระบบ
ประสาท ปมประสาทและเซลลประสาทชนิดตางๆ การศึกษาการพัฒนาของเซลลสืบพันธุใน
ระยะตนจนถึงตัวเต็มวัย การกระตุนการตกไขในเพศเมีย จากการศึกษาเหลาน้ีทําใหไดทราบถึง
ขอมูลที่มีความสําคัญในการปรับปรุงผลผลิตและการเจริญเติบโตของหอยเปาฮ้ือ อยางไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงหอยเปาฮ้ือยังคงประสบกับปญหาท่ีเกิดจากความไมพรอมของพอพันธุและแม
พันธุในการผสมพันธุเน่ืองจากระยะเวลาการเจริญของอวัยวะสืบพันธุในแตละเพศแตกตางกัน 
ปจจุบันนี้น้ีมีรายงานการศึกษาวิจัยในหอยเปาฮ้ือ พบฮอรโมนและสารสื่อประสาทตางๆ ที่มี
ความสําคัญตอการเจริญเติบโต การกระตุนการลงเกาะ การกินอาหาร เชน สารสื่อประสาท 
GABA และ serotonin (5-HT) สารประเภท neuropeptide ที่เก่ียวของกับการเจริญของอวัยวะ
สืบพันธุ และกระบวนการสืบพันธุเชน egg laying hormone (ELH) และ gonadotropin 
releasing hormone (GnRH) นอกจากน้ียังมีการศึกษาวิจัยกันอยางแพรหลายเกี่ยวกับ
โครงสรางระดับโมเลกุล ลําดับสารพันธุกรรม กรดอะมิโน และบทบาทหนาที่ของ GnRH ในสัตว
ที่มีกระดูกสันหลัง สัตวไมมีกระดูกสันหลัง รวมถึงหอยสายพันธุใกลเคียง เชน หอยทากทะเล 
Aplysia californica หอยนางรม Crassostrea gigas และหอยแครง Patinopecten yessoensis 
ซ่ึงปจจุบันยังไมพบการรายงานการศึกษาถึงคุณลักษณะของโครงสรางและหนาที่ของ GnRH 
ในหอยเปาฮ้ือ H. asinina ตัวเต็มวัยเพศเมีย 
 
6. วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของยีนและโครงสรางของโปรตีน GnRH ในปมประสาท 
cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ Haliotis asinina ตวัเตม็วัยเพศเมีย ดวยวธิ ีRapid 
amplification of cDNA ends (RACE) และ Immunohistochemistry  

2. เพ่ือศึกษาหนาที่ของ GnRH ในการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลสบืพันธุในรังไขดวย
วิธ ีin vivo 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) assay 

 
7. ระเบียบวธีิวิจัย 

7.1 การเก็บตัวอยาง  
  7.1.1 การสกัด RNA  
  การทดลองนี้ใชหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมียตัวเตม็วัยขนาดประมาณ 25-30 
กรัมที่มีอวัยวะสืบพันธุชัดเจนจํานวน 20 ตัว มาทําใหสลบ จากน้ันทําการตัดเน้ือเยื่อปมประสาท 
cerebral และ pleuropedal นํามาบดใหละเอียดและเตมิสาร Trizol จากน้ันนํามาปนที่ความเร็ว 



 

12000 g เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC เก็บสารละลายสวนบนและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 5 นาที จากน้ันเติม choloform เขยาประมาณ 15 วินาทีแลว ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 2-3 นาที จากน้ันนํามาปนที่ความเร็ว 12000 g เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC 
แลวดูดสารละลายสวนบน ที่มีลักษณะใส จากน้ันทําการตกตะกอน RNA ดวยการเติม isopropyl 
alcohol ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลวนํามาปนที่ความเร็ว 12000 g เปนเวลา 
10 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC  ทิ้งสารละลายสวนบน จะเหลือตะกอนของ RNA อยูบริเวณกนหลอด 
ทําการลางตะกอน RNA ดวยการเติม 75% ethanol  เขยาแลวนํามาปนที่ความเร็ว 7500 g เปน
เวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 4oC  ทิ้งสารละลายสวนบน และตาก RNA ใหแหง จากน้ันทําการวัด
ปริมาณ RNA ทั้งหมดดวยเครื่อง spectrophotometer ที่คาการดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร  
 7.2 การสังเคราะหยีน GnRH    
  7.2.1 การสังเคราะหและเพิม่จํานวน DNA 

ใชเทคนิค 3’ Rapid amplification of cDNA ends (3’-RACE) โดยใชนํ้ายา 
SMARTer RACE cDNA Aplification kit (Clontech) เริ่มจากกระบวนการ reverse 
transcription ซ่ึงจะเปลี่ยนสาย RNA ใหเปน cDNA โดยใช total RNA 1 μg, 12 μM 3’-RACE 
CDS primer A ผสมใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 72oC และ 42oC เปนเวลา 3 นาที และ 2 
นาที ตามลําดับ จากน้ันผสม 5X First-Strand buffer, 20mM DTT, 10 mM dNTPs, 40U/ul 
RNase inhibitor และ  100U SMARTScribe reverse transcriptase แลวตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิ 
42oC เปนเวลา 90 นาที จากนั้นทําการหยุดปฏิกิริยาดวยการตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 70oC เปนเวลา 
10 นาที จากน้ันเขาสูกระบวนการเพิ่มจํานวนสาย DNA ดวยเทคนิค 3’-RACE PCR โดยใช 3’-
RACE cDNA, 50X Advantage 2 Polymerase Mix, 10 mM dNTPs, PCR-grade water, 10X 
advantage 2 PCR buffer, 10X Universal primer A mix (UPM) และ 10 uM degenerate 
primer ผสมใหเขากัน ซ่ึง degenerate primer น้ัน ผูวิจัยออกแบบจากบรเิวณสวนอนุรักษที่
สอดคลองกับลําดับเบสของ GnRH ที่พบในสายพันธุใกลเคยีงคือ A. californica และ Octopus 
vulgaris  ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer แสดงดังตารางที่ 1 จากน้ันเขาสูปฏิกิริยา PCR ทั้งสิ้น 
25 cycles ประกอบดวย ขัน้ตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94oC เปนเวลา 30 วินาท,ี ขั้นตอน 
annealing ทีอุ่ณหภูมิ 68oC เปนเวลา 30 วินาท,ี ขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72oC เปนเวลา 
3 นาที จากน้ันนํา PCR product ที่ไดมาวิเคราะหขนาดของ DNA โดยใช 2% agarose gel 
electrophoresis  จากน้ันทําการ แยก DNA ออกจากเจล โดยใช GeneJet Gel Extraction Kit 
(Fermentus)  เริ่มจากตัดแถบ DNA ที่มีขนาดตามทีค่าดไว แลวเติม binding buffer จากน้ัน
นําไปบมที่อุณหภูมิ 50-60 oC เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลาย จากน้ันเติม 
isopropanal ผสมใหเขากัน แลวใสลงใน GeneJET purification column แลวปนที่ความเร็ว 
14800 rpm เปนเวลา 1 นาที จากน้ันเตมิ wash buffer แลวปนที่ความเร็ว 14800 rpm เปน
เวลา 1 นาที แลวปนอีก 1 คร้ัง จากน้ันทําการแยก DNA ออกจาก column ดวยการเติม elution 
buffer แลวนํามาปนที่ความเร็ว 14800 rpm เปนเวลา 1 นาที เก็บ DNA ที่อุณหภูมิ -20 oC 

 



 

  7.2.2 การเชื่อมตอ DNA และการนําพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
นํา DNA  ที่ไดผสมกับ pGEM-T Easy Vector (Promega) จากน้ันเติม T4 

DNA ligase และ 2x rapid ligation buffer ผสมใหเขากันแลวนําไปตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4oC เปน
เวลา 12-16 ชม. จากน้ันผสมพลาสมิดกับเซลลแบคทีเรียสายพันธุ Escherichia coli strain 
DH5 competent cells บมในน้ําแขง็ เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรยีโดยวิธ ีheat shock ที่อุณหภูมิ 42 oC เปนเวลา 45 วินาที แลวบมในน้ําแข็ง เปนเวลา 
2 นาที จากน้ันเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี ampicillin (100 มก./มล.) แลวบมที่อุณหภูมิ 
37 oC เขยาทีค่วามเรว็ 250 rpm เปนเวลา 1.30 ชม. จากนั้นนําแบคทีเรียทีบ่มไดเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB agar plate ทีมี่ ampicillin (100 มก./มล.), X-gal (50 มก./มล.) และ IPTG (50 
มก./มล.) เพ่ือคัดเลือกโคโลนีที่มีเฉพาะพลาสมิดและยีนของ GnRH เทาน้ัน จากน้ันบมที่
อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12-16 ชม.  
  7.2.3 การแยกพลาสมิดใหบริสุทธิ ์

ทําการแยกพลาสมิดใหบรสิุทธิ์โดยใช GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentus) เริ่มจากนําโคโลนีสีขาวมาบมที่อุณหภูมิ 37 oC เขยาที่ความเรว็ 250 rpm เปน
เวลา 12-16 ชม. จากน้ันนําเซลลแบคทเีรียที่ไดมาปนที่ความเรว็ 8000 rpm เปนเวลา 2 นาที 
ทิ้งสวนบน จากน้ันเติมสารละลาย resuspension ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลาย lysis เขยา
กลับไปกลับมา 4-6 คร้ัง จากน้ันเติมสารละลาย neutralization เขยากลับไปกลับมา 4-6 คร้ัง 
แลวนําสารละลายไปปนที่ความเร็ว 14800 rpm เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวนบนใสลง
ใน GeneJET spin column แลวปนทีค่วามเรว็ 14800 rpm เปนเวลา 1 นาที จากน้ันลาง 
column ดวยการเติมสารละลาย washing ปนที่ความเร็ว 14800 rpm เปนเวลา 1 นาที แลวลาง
อีก 1 คร้ัง จากน้ันทําการแยกพลาสมิดออกจาก column ดวยการเติม elution buffer วางไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 นาที แลวนํามาปนที่ความเรว็ 14800 rpm เปนเวลา 2 นาที จากน้ันนํา
พลาสมิดที่ไดไปวิเคราะหขนาดโดยใช 2% agarose gel electrophoresis  และนําไปวเิคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ตารางที่ 1 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของ primer ที่ใชในการทดลอง 
 

Primer name Sequence* (5’                        3’) Length 
(nucleotides) 

3’-RACE CDS primer A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V N 57 
Ap_oct_forward GCNCAGAACTACCACTTYAGCAAYGG 26 
RACE Universal Primers 
Universal primer A mix 
(UPM) Long 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCA
ACGCAGAGT 

45 

Universal primer A mix 
(UPM) Short 

CTAATACGACTCACTATAGGGC 22 

หมายเหตุ * Y = C หรือ T, V = A หรือ C หรือ G, N = A หรือ C หรือ G หรือ T 



 

 
 7.3  การผลิตโพลีโคนอลแอนติบอดีตอ abalone GnRH (abGnRH) 
  7.3.1 การเตรียมโปรตีน abGnRH  
  นําโปรตีน abGnRH (pGlu-Asn-Tyr-His-Phe-Ser-Asn-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-
NH2) ซ่ึงสังเคราะหจากบริษทั GenScript  Cooperation (Piscataw ay, NJ, USA) ปริมาณ 2 
มิลลิกรัม มาเชื่อมตอกับ bovine serum albumin (BSA) ปริมาณ 10 มิลลิกรัม และใชตวัเชื่อม
ตอคือ N-(3-di methyl aminopr o-pyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) ปริมาณ 
20 มิลลิกรัม 50 mM NaH2PO4 500 ไมโครลิตร โดยปรับตามวธิกีารของ Halow and Lane 
(1988)  จากน้ันนําสารละลายมาบมที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 12-16 ชม.  จะไดเปน abGnRH 
fusion protein เพ่ือนําไปทาํการทดลองตอไป 
  7.3.2 การผลติโพลีโคนอลแอนติบอดีตอ abGnRH 
  การทดลองนี้ไดผานการพิจาณาจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย
ในสัตว ทดลอง มหาวิทยาลยับูรพา เลขที ่5/2556 โดยใชหนูแรทเพศผู จํานวน 2 ตวั สายพันธุ 
Sprague-Dawley อายุ 7 สัปดาห นํ้าหนักประมาณ 180-200 กรัมที่ผลติจากศูนยสตัวทดลอง
แหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ซ่ึงสัตวทดลองถูกนํามาเลี้ยงที่อุณหภูมิหองเพ่ือปรับสภาพใหเกิด
ความเคยชินเปนเวลา 1 สัปดาห แลวทําการเก็บตัวอยางเลือดกอนการทดลอง (preimmune 
serum) จากนั้นทําการกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยการฉีด immunogen เขาทางใตผวิหนัง
ปริมาณครั้งละ  100 ไมโครกรัม จํานวน 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 2 สัปดาห ดังน้ี คร้ังที่ 1 ฉีด 
abGnRH fusion protein ที่ผสมกับ complete Freund’s adjuvant อัตราสวน 1:1 สวนครั้งที่ 2 
และ 3 ฉีด abGnRH fusion protein ที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant อัตราสวน 1:1 
หลังจากฉีด immunogen ในแตละครั้ง จะทําการเก็บตัวอยางเลือดคร้ังละประมาณ 1 มิลลิลติร 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 ชม. แลวนํามาปนที่ความเร็ว 12000 rpm เปนเวลา 10 
นาที จากน้ันเก็บ serum สวนสเีหลืองใส เพ่ือนําไปทดสอบความไวและความจําเพาะตอ 
abGnRH ดวยวิธี Enzymed-linked immunosorbent assay (ELISA) และ Immunoblotting  
  7.3.3 ELISA   
   7.3.3.1  การเตรียม serum 
   Serum ที่ไดจะประกอบดวยแอนติบอดีตอ abGnRH และ BSA ดังน้ัน
เพ่ือเปนการทดสอบความจาํเพาะของ แอนติบอดีตอ abGnRH  serum ที่ไดจะนํามา 
preabsorbed ดวย BSA ที่อัตราสวน 1:100 (v/v) ที่ความเขมขน 50, 100, and 150 mg/ml 
จากน้ันนํามาบมที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 12-16 ชม. เพ่ือนําไปทดสอบความไวและ
ความจําเพาะตอไป   
   7.3.3.2 การทดสอบ serum ดวย วิธี ELISA 
   เตรียมโปรตีน abGnRH และ BSA ที่ความเขมขน 1.25 μg/ml ละลาย
ใน coating buffer (15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3, pH9.6) มาหยอดในแตละหลุมของ 96-
well plate แลวบมที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 12-16 ชม.  จากน้ันทําการลาง plate ดวย washing 



 

buffer (0.01 M PBS, pH 7.2 และ 0.05% Tween 20)  แลวนํามากําจัด non-specific binding 
ดวยการเติม blocking solution (0.25% normal goat serum (NGS, Sigma)) ใน washing 
buffer) บมทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 ชม. จากน้ันทําการเตมิ primary antibody (anti-
abGnRH หรือ anti-abGnRH-BSA) ที่อัตราสวนตางๆ แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 ชม. 
จากน้ันทําการลาง plate 3 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที แลวบมดวย secondary antibody (goat anti-rat 
IgG HRP-conjugated) อัตราสวน 1:5000 เปนเวลา 1 ชม. จากน้ันทําการลาง plate 3 คร้ัง คร้ัง
ละ 1 นาท ี แลวเติม substrate buffer (Sureblue TMB Microwell Peroxidase substrate 
(KPL)) เพ่ือทําใหเกิดปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี จนกระทั่งเกิดสี 
จากน้ันทําการหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 1N HCl แลวนําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 450 nm ดวย spectrophotometer การทดลองนี้มีกลุมที่เปน Negative control ซ่ึงใช 
primary antibody เปน preimmune rat serum แทน สวนกลุมทีเ่ปน Positive control จะใช 
primary antibody เปน non-absorbed abGnRH-BSA antibody แทน 
   7.3.3.3 การทดสอบ serum ดวย วิธี Immunoblotting  
   นําโปรตีน BSA และ abGnRH fusion protein ปริมาณ 5 ไมโครกรัม 
มาแยกดวยวธิ ี 12.5% SDS-PAGE ตามวิธีการของ Laemmli (1970) จากน้ันนํา gel ที่ไดมา
ยายแถบโปรตีนลงใน nitrocellulose membrane แลวนํา membrane มาลางดวย 0.1% Tween 
20 ใน 0.1 M Tris-buffer saline (TBS), pH 8.0 เปนเวลา 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  จากน้ันทําการ
กําจัด non-specific binding ดวยการเติม blocking solution (5% skim milk ใน TBS-Tween 
20) เขยาและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชม. จากน้ันทําการเติม primary antibody ที่
ละลายใน 1% skim milk ใน TBS-Tween 20 ที่อัตราสวน1:500 เขยาแลวบมทีอุ่ณหภูมิ 4oC 
เปนเวลา 12-16 ชม. จากนั้นทําการลาง 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวบมดวย secondary 
antibody อัตราสวน 1:5000 เขยาและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชม. จากน้ันทําการลาง 
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที แลวเติม TMB substrate จนกระทั่งเกิดสีนํ้าเงินมวง จากน้ันหยุดปฏิกิริยา
ดวยน้ํากลั่น และผึ่ง membrane ใหแหง แลวนําไปวเิคราะหแถบโปรตีนตอไป การทดลองนี้มี
กลุมที่เปน Negative control ซ่ึงใช primary antibody เปน preimmune rat serum แทน สวน
กลุมที่เปน Positive control จะใช primary antibody เปน non-absorbed abGnRH-BSA 
antibody แทน 
 7.4 In vivo 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) gonadal proliferation assay 

การศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาการ proliferation ของเซลลในชวงของการพัฒนาของรัง
ไขของหอยเปาฮ้ือโดยการฉีดสาร BrdU ซ่ึงเปนสารสังเคราะห thymidine analog ซ่ึงสาร
ดังกลาวจะเขาไป incorporate กับ DNA ในระยะ S-phase ของกระบวนการแบงเซลล การ
ทดลองใชหอยเปาฮ้ือเพศเมียตัวเต็มวัยที่มีระยะเซลลสืบพันธุเจริญเต็มที่ แบงการทดลอง
ออกเปน 7 กลุม กลุมละ 3 ตัว กลุมที่ 1 เปนกลุมควบคุม กลุมที ่2-4 ฉีด abGnRH  และกลุมที ่
5-7 ฉีด buserelin (mGnRH agonist) ปริมาณ 250 500 และ 1000 นาโนกรัมตอนํ้าหนักตัว
(กรัม) ตามลาํดับ ทิ้งไว 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการฉีด BrdU ที่ความเขมขน 10-6 M เขาที่



 

กลามเน้ือ adductor ของหอยเปาฮ้ือ ทิ้งไว 24 ชั่วโมง แลวทําการตดัเน้ือเยื่อรังไข และนํามา fix 
ดวย Bouin solution เปนเวลา 12-16 ชัว่โมง จากน้ันนําไปลางดวย 0.1M PBS pH 7.4, 70% 
ethanol แลวทําการ dehydration ดวย ethanol ที่ความเขมขน 70%, 80%, 90%, 95% (2 
คร้ัง), 100% (3 คร้ัง) ตามลําดับ ขั้นตอนละ 30 นาที จากน้ันทําการ clearing โดยใช xylene (2 
คร้ัง) คร้ังละ 30 นาท ีinfiltrate และฝงเน้ือเยื่อลงใน paraffin  จากน้ันนําตัวอยางที่ไดไปตัดดวย
เคร่ือง microtome ความหนาประมาณ 6 m  ชิ้นเนือ้ที่ถูกตัดเปนแผนบางๆจะถูกนําไปวางลง
บนสไลดทีเ่คลือบดวย สาร silane  
 การตรวจสอบ incorporated BrDU ในเซลลที่มีการแบงตวั ใชเทคนิคทาง 
immunohistochemistry ตามวิธีการของ Nakamura และคณะ (2007) โดยมีวิธกีารดังน้ี นําชิ้น
เน้ือไปขจัด paraffin ออกดวย xylene 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที และเขาสูขัน้ตอนการเตมินํ้า 
(rehydrate) ในแผนชิ้นเนือ้ดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขนจากสูงไปต่ํา ดังน้ี 100% (3 คร้ัง), 
95% (2 คร้ัง), 90%, 80%, 70% ตามลําดับ ขั้นตอนละ 5 นาที จากน้ันนําไปลางดวย 0.1M 
PBS pH 7.4 แลวบมดวย 0.25% Trypsin ที่ละลายใน 0.1M PBS pH 7.4  ที่อุณหภูมิ 37 oC 
เปนเวลา 6 นาที จากน้ันลางดวย สารละลาย 0.1 M PBS, pH 7.4 ที่เติม 0.1% Tween 20 
(PBST) แลวบมดวย 2N HCl ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันทําการ 
neutralization ดวย 0.05M borate buffer เปนเวลา 10 นาที แลวลางดวย PBST และนํามา
กําจัด non-specific binding ดวยการเติม blocking solution (2% normal goat serum ใน 
PBST) ตั้งทิ้งไว 2 ชม.ที่อุณหภูมิ 37oC  หลังจากนั้นจึงใส primary antibody (mouse anti-
BrdU monoclonal antibody) ที่อัตราสวน 1:100 (v/v) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 12-
16 ชม. สวนกลุมควบคุมทีเ่ปน negative control จะใช preimmune mouse serum จากน้ันจึง
ลาง 3 คร้ัง ดวย PBST แลวใส secondary antibody (anti-mouse IgG-alkaline phosphatase-
conjugated) อัตราสวน 1:500 (v/v) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 ชม. แลวลางออก 
และเติม detection buffer (1M Tris-HCl และ 5M NaCl, pH 9.5) เปนเวลา 30 นาที แลวบม
ดวย NBT/BCIP alkaline phosphatase substrate solution จนกระทั้งเกิดการตดิสีมวงในเซลล
ที่มีการ incorporated BrDU จากน้ันทําการหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม stop buffer (1 M Tris-
HCl and 0.5M EDTA, pH 8.1) เปนเวลา 10 นาที แลวนําเผนเนื้อเยื่อไปสองดูดวยกลอง
จุลทรรศนที่กําลังขยาย 20X โดยนับจํานวนของ BrdU immunopositive oogonia เปน
เปอรเซ็นตเฉลี่ยเทยีบกับจํานวนของ oogonia ทั้งหมด ซ่ึงนับแบบสุมจากบริเวณทีถ่ายภาพ
จํานวน 6 บริเวณ ในแตละแผนชิ้นเนื้อ จากน้ันนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหทางสถติดิวย one-way 
ANOVA โดยใช Turkey’s test ถาคา p< 0.05 ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ
 
 
 
 
 



 

8. ผลการวิจยั 
8.1 การสังเคราะหยีน GnRH    

 ผลการสังเคราะห DNA จากปมประสาท cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ H. 
asinina ดวยเทคนิค 3’-RACE PCR โดยใช degenerate primer ที่ออกแบบจากบริเวณสวน
อนุรักษของลาํดับเบส GnRH ของ A. californica และO. vulgaris  พบแถบของ DNA ขนาด
ประมาณ 500 bp และเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวามียีนที่มีลักษณะโครงสราง
คลาย GnRH โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดเปนเพียง partial GnRH sequence ซ่ึงประกอบดวย
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสิ้น 510 bp (รูปที่ 1) แบงเปน 1) ลําดับนิวคลีโอไทดของ GnRH 2) 
ตําแหนงตัด (cleavage site) 3) ลําดับนิวคลีโอไทดของ GnRH associated peptide (GAP) 4) 
ตําแหนง stop codon 5) 3’ UTR และบริเวณปลายสาย poly A และเม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทด
มาแปลรหัสเปนกรดอะมิโน พบวาโครงสรางของเพปไทด GnRH ประกอบดวยกรดอะมิโน 12 
ตัว ซ่ึงมีความเหมือนกันอยางมากกับกลุม protostomian และปลายดาน C-terminal 
ประกอบดวยกรดอะมิโนกลูตาเมท และปลายดาน N-terminal ประกอบดวยกรดอะมิโนไกลซีน 
ซ่ึงเปนสวนอนุรักษที่พบไดตลอดววิฒันาการของสัตวทั้งที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสัน
หลัง (รูปที่ 2)  สวนลําดับกรดอะมิโนของ GAP พบวามีความแตกตางกันในแตละสปชีส โดยมี
ความเหมือนกันเพียง 19% และ 35% เม่ือเทียบกับ A. californica และ O. vulgaris ตามลําดับ 
(รูปที่ 3)      
 

 
 
รูปที่ 1 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA encoding GnRH precursor ของ H. asinina และ 
deduced amino acid sequence โดยบริเวณที่ขีดเสนใตหนาแสดงลาํดับกรดอะมิโนของ GnRH 



 

ที่ทํานาย กรอบสี่เหลี่ยมแสดงตําแหนง amidation/proteolytic processing ดอกจันแสดง
ตําแหนง stop codon และบรเิวณทีข่ีดเสนใตสองเสนแสดง consensus polyadenylation 
sequence 
 

 
 

รูปที่ 2 แสดง deduced amino acid alignment ของ GnRH ในกลุม protostomian และ 
deuterostomian เทียบกับ abGnRH โดยแถบสีดําแสดง identical residue ลําดับกรดอะมิโน
สืบคนจาก EMBL/GenBank accession numbers: P. yessoensis: py-GnRH (AB486004), 
Crassostrea gigas: cg-GnRH (HQ712119), Aplysia californica: ap-GnRH (ABW82703), 
Octopus vulgaris: oct-GnRH (AB037165), Lottia gigantea: lg-GnRH (FC805608), 
Capitella sp.: ca-GnRH (EY629959), Lampertra ricardsoni: lamprey-GnRH-III 
(AAQ77375.1), Oryzias latipes: salmon-GnRH (NP001098142.1), Oncorhynchus mykiss: 
chicken-II-GnRH (AAF08687), Homo sapiens: m-GnRH (EAW63591) 
 

 
 
รูปที่ 3 แสดง deduced amino acid alignment ของ GnRH และ GAP จาก GnRH precursor 
ของ H. asinina, O. vulgaris และ A. californica โดยดอกจันแสดง identical amino acid 
sequence ในทุกสปชีส สวนเครื่องหมาย hyphen (-) แสดง gaps ในการ alignment 
เคร่ืองหมาย colon (:) และ dot (.) แสดงกรดอะมิโนที่ conserved กันปานกลาง และต่ํา 
ตามลําดับ  
 
 



 

 8.2 ELISA  
 ผลการทดสอบความไวและความจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนสงัเคราะห abGnRH 
ดวยวธิี ELISA แสดงดังตารางที่ 2 พบวา abGnRH-BSA antibody สามารถทําปฏิกิริยาตอทั้ง
โปรตีน abGnRH และ BSA โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่สูง และลดลงตามอัตราสวนของ
แอนติบอดีที่ลดลง (คอลัมนที่ 3 และ 4)  และเม่ือนํา abGnRH-BSA antibody มาดูดซับดวย
โปรตีน BSA ที่ความเขมขน 50, 100, and 150 mg/ml พบวามีคาการดูดกลืนแสงลดลงในหลมุ
ที่เคลือบดวยโปรตีน BSA (คอลัมนที่ 5 7 และ 9) จนมีคาใกลเคียงกับกลุม negative control 
สวนในหลุมทีเ่คลือบดวยโปรตีน abGnRH ยังมีคาการดูดกลืนแสงที่ระดับสูงอยู (คอลัมนที่ 6 8 
และ 10) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นมีความไวและความจําเพาะตอโปรตีน abGnRH  
 
ตารางที่ 2 แสดงคาการดูดกลืนแสงของการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีตอโปรตีน BSA 
และ abGnRH กอนและหลังการดูดซับดวยโปรตนี BSA ที่ความเขมขนตางๆ 
 

 
 
 8.3 Immunoblotting 
 ผลการทดสอบจําเพาะของแอนติบอดีตอโปรตีนสังเคราะห abGnRH ดวยวธิี 
Immunoblotting แสดงดังรูปที่ 4 พบวา กลุมที่เปน negative control ไมพบปฏิกิริยาการจับกัน
ระหวางโปรตนีและแอนตบิอดี (รูปที่ 4A) สวนกลุมที่เปน positive control สามารถทําปฏิกิริยา
กับโปรตีน abGnRH และ BSA โดยพบแถบโปรตีนของ BSA และ abGnRH-BSA ที่นํ้าหนัก
โมเลกุลประมาณ 66.5 และ 68 kDa ตามลําดับ (รูปที่ 4B)  และเม่ือนําแอนติบอดีมาดูดซับดวย
โปรตีน BSA ที่ความเขมขน 50, 100, and 150 mg/ml พบวาที่ความเขมขน 50 mg/ml ยังคง
พบปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนติบอดีกับโปรตีน BSA (รูปที่ 4C)  แตมีการแสดงออกที่ลดลง 
สวนแถบที่เปนโปรตีน abGnRH-BSA ยังคงเห็นการเกิดปฏิกิริยาอยางชัดเจน แตเม่ือเพ่ิมความ
เขมขนเปน 100, and 150 mg/ml  ไมพบปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนติบอดีกับโปรตีน BSA 
สวนในแถวทีแ่สดงแถบของโปรตีน abGnRH-BSA ยังคงพบปฏิกิริยาการจับกันระหวางโปรตนี
กับแอนติบอดีอยู (รูปที่ 4D และ E) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแอนตบิอดีที่ผลิตขึ้นมีความจําเพาะตอ
โปรตีน abGnRH โดยความเขมขนที่ดีที่สุดในการกําจัด cross-reactivity ของโปรตีน BSA คือ 



 

100 mg/ml ซ่ึงสามารถนําไปทําการศึกษาการกระจายตวัของโปรตนี abGnRH ในเนื้อเยื่อปม
ประสาทของหอยเปาฮ้ือตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงผลการศึกษาความจําเพาะของ abGnRH antibody ตอโปรตีน abGnRH ดวยวธิ ี
Immunoblotting A)  กลุม Negative control ไมพบการเกิดปฏิกิริยาของแอนตบิอดีตอโปรตีน 
BSA และ abGnRH B)  กลุม Positive control พบการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีทั้งตอโปรตีน 
BSA และ abGnRH-BSA โดยเห็นแถบโปรตีนที่นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 66.5 และ 68 kDa 
ตามลําดับ C)  กลุมที่ทําการดูดซับแอนติบอดีดวย BSA ที่ความเขมขน 50 mg/ml พบการ
เกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีทั้งตอโปรตนี BSA และ abGnRH-BSA D, E) กลุมที่ทําการดูดซับ
แอนติบอดีดวย BSA ที่ความเขมขน 100 และ 150 mg/ml ตามลาํดับ ไมพบการเกิดปฏิกิริยา
ของแอนติบอดีตอโปรตีน BSA แตพบการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีตอ abGnRH-BSA BSA 
โดยเห็นแถบโปรตีนที่นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 68 kDa 
 

8.4 การศึกษาการกระจายตัวของโปรตีนที่มีคุณลกัษณะคลาย GnRH ในเนื้อเยื่อ
ปมประสาท cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮื้อ H. asinina เพศเมีย 
 พบโปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH อยูในไซโทพลาสซึมของเซลลประสาทผลติ
ฮอรโมน ชนิดที่ 1 (neurosecretory (NS1) cell) ซ่ึงพบกระจายทั่วไปทั้งบรเิวณดานหนาและ
ดานหลังของชั้นนอกของปมประสาท cerebral (รูปที่ 5B-F) นอกจากนี้ยังพบการติดสีของ
โปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH บริเวณเสนไยประสาท ซ่ึงพบเฉพาะทางดานหลังของปม
ประสาท cerebral (รูปที่ 5D และF) จากการทดสอบกระจายตวัของโปรตีนที่มีคณุลักษณะคลาย 
GnRH ในเนื้อเยื่อปมประสาท pleuropedal พบการติดสีแดงเขมของโปรตนีที่มีคุณลักษณะ
คลาย GnRH อยูในไซโทพลาสซึมของเซลลประสาทผลิตฮอรโมน ชนิดที่ 1 เปนจํานวนมาก
กระจายตวัอยูทั้งบริเวณ ventral horn และ dorsal horn (รูปที่ 6C-F) และพบไดบางในบริเวณ 
body ของปมประสาท นอกจากน้ียังพบการติดสีแดงเขมของโปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH 
ในเสนใยประสาทซ่ึงพบเฉพาะบริเวณดานหนาของ ventral horn ของปมประสาท (รูปที่ 6B 
และ E) สวนกลุมควบคุมเชิงลบไมพบการติดสีของโปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH (รูปที ่
5A และ6A) 

66 kDa 

A B C D E
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serum 

Non-absorbed 
antiserum 

Preabsorbed antiserum with BSA 1:100 (v/v) 

50 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/ml
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BSA abGnRH
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BSA abGnRH
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BSA abGnRH
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รูปที่ 5 Immunohistochemical localization โปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH ในปมประสาท 
cerebral ของหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมีย ภาพ A กําลังขยายต่ําของกลุมควบคุม (negative 
control section) ไมพบการเกิด abGnRH immunoreactivity ภาพ B ภาพวาดแสดงการ
กระจายตวัของโปรตีนที่มีคณุลักษณะคลาย GnRH ในปมประสาท cerebral  ภาพ C และ D 
กําลังขยายปานกลางของบรเิวณภาพ B แสดงการติดสีแดงสมของโปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย 
GnRH ในเซลล (ลูกศร) และเสนใยประสาท (หัวลูกศร) บรเิวณดานหลังของปมประสาท ภาพ E 
และ F กําลังขยายสูงจากภาพ C และ D แสดงการติดสีแดงสมเขมในไซโทพลาสซึมของเซลล
ประสาทผลิตฮอรโมน ชนิดที่ 1 (NS1) และเสนใยประสาท (หัวลกูศร)  V, ventral; D, dorsal; 
M, Medial; L, lateral; Co, cortex; Me, medulla; BuM, buccal mass; NS1, neurosecretory 
cell type 1. 



 

 



 

รูปที่ 6 Immunohistochemical localization โปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH ในปมประสาท 
cerebral ของหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมีย ภาพ A กําลังขยายต่ําของกลุมควบคุม (negative 
control section) ไมพบการเกิด abGnRH immunoreactivity ภาพ B กําลังขยายต่ําแสดงการ
กระจายตวัของโปรตีนที่มีคณุลักษณะคลาย GnRH ในปมประสาท pleuropedal ภาพ C 
กําลังขยายปานกลางของบรเิวณภาพ B แสดงการติดสีแดงสมของโปรตีนที่มีคุณลักษณะคลาย 
GnRH ในเซลลบริเวณ ventral horn ของปมประสาท (ลูกศร) ภาพ D กําลังขยายสูงจากภาพ C 
แสดงการติดสีแดงสมเขมในไซโทพลาสซึมของเซลลประสาทผลิตฮอรโมน ชนิดที่ 1 (NS1)  
ภาพ E กําลังขยายปานกลางของบรเิวณภาพ B แสดงการติดสีแดงสมของโปรตีนทีมี่
คุณลักษณะคลาย GnRH ในเซลล (ลูกศร) และเสนใยประสาท (หัวลูกศร) บริเวณ ventral horn 
ของปมประสาท  ภาพ F กําลังขยายปานกลางของบริเวณภาพ B แสดงแสดงการติดสีแดงสม
ของโปรตีนทีมี่คุณลักษณะคลาย GnRH ในเซลลบริเวณ dorsal horn ของปมประสาท (ลูกศร) 
กรอบสี่เหลี่ยมในภาพ F แสดงการติดสีแดงสมเขมในไซโทพลาสซึมของเซลลประสาทผลติ
ฮอรโมน ชนิดที่ 1 เสน bar แสดงขนาด 10 μm V, ventral; D, dorsal; M, Medial; L, lateral; 
Co, Cortex; Vh, Ventral horn; Dh, Dorsal horn; Bo, Body; Mu, Muscle; St, Statocyst; 
NS1, neurosecretory cell type 1 
 
 8.5 In vivo 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) gonadal proliferation assay   

จากการทดสอบการ proliferation ของเซลลในชวงของการพัฒนาของรังไขของหอย
เปาฮ้ือโดยการฉีดสาร Buserelin และ abGnRH เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันทําการฉีดดวยสาร
BrdU เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา กลุมที่ฉีดดวย Buserelin ที่ความเขมขน 250 และ 500 ng/g 
BW มีจํานวนการเจริญของเซลลไขระยะ oogonia และ early oocyte เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิตเิปน 39% และ 43% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงมีจํานวนการเจรญิ
ของเซลลไขระยะ oogonia และ early oocyte เปน 24% (รูปที่ 7) ซ่ึงผลดังกลาวจะมีแนวโนม
เพ่ิมสูงขึ้นเม่ือฉีดดวย abGnRH ที่ความเขมขน 250 และ 500 ng/g BW โดยมีจํานวนการเจริญ
ของเซลลไขระยะ oogonia และ early oocyte เพ่ิมขึน้อยางมีนัยสําคัญทางสถติเิปน 49% และ 
50% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม อยางไรก็ตามเม่ือฉีดดวย abGnRH ที่ความ
เขมขนสูงขึ้นเปน  1000 ng/g BW มีจํานวนการเจริญของเซลลไขระยะ oogonia และ early 
oocyte ลดลงเปน 28% 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
รูปที่ 7 ผลของ buserelin และ abGnRH ตอการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลไขระยะ oogonia 
และ early oocyte ในรังไขของหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมีย แถบแนวตั้งแสดงคาเฉลีย่ + SD 
(n=3) ดอกจันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P<0.05). 
 
9. สรุปและวจิารณผลการวิจัย 

จากการศึกษาครั้งน้ีพบยีนที่มีคุณลักษณะคลาย GnRH ในปมประสาท cerebral และ 
pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมีย และไดใหชื่อวายีน abalone GnRH 
(abGnRH) อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งน้ีพบเพียงบางสวนของยีน abGnRH ดังน้ันจึงตองมี
การศึกษาลําดับเต็มของนวิคลีโอไทดของ GnRH ตอไป เม่ือนํายีน abGnRH มาแปรรหัสเปน
โปรตีน พบวามีความยาวของกรดอะมิโนจํานวน 101 ตัว ที่ประกอบดวยตําแหนงตัดซ่ึงเม่ือ
โปรตีนถูกตัดแลวจะไดเปนเพบไทดสายสั้นของ mature abGnRH เรียกชื่อยอเปน abGnRH 
และ GnRH-associated peptide (GAP)  โดยเพบไทด abGnRH ประกอบดวยกรดอะมิโน 12 
ตัว ที่มีโครงสรางเหมือนหรือคลายคลึงกับ GnRH ทีพ่บในสตัวชนิดอ่ืนๆ ของไฟลัม Mollusca 
และเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของเพปไทด GnRH ที่พบในสตัวที่มีกระดูกสันหลงัและไมมีกระดูก
สนัหลังมาเปรียบเทียบกันพบวา บริเวณดานปลาย N-terminal ประกอบดวย pyro-glutamate 
และบรเิวณปลายดาน C-terminal ประกอบดวย glycine ที่เกิดกระบวนการ amidation แสดงให
เห็นวาบรเิวณดังกลาวเปนโครงสรางสวนอนุรักษซ่ึงมีความเก่ียวของกับการทําหนาที่หลักของ
เพบไทด GnRH ในขณะที่เม่ือเปรียบเทียบโครงสรางของโปรตีน GAP ระหวางสัตวสายพันธุ
ใกลเคยีงกับหอยเปาฮ้ือ คือหอย A. californica และปลาหมึก O. vulgaris พบความเหมือนกัน
ของลําดับกรดอะมิโนเพียง 19% และ 35% ตามลําดับ แตพบแบบแผนของกรดอะมิโน cysteine 
เปนสวนที่คงอนุรักษไวเชนกันซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตนี GAP อาจมีบทบาทหนาที่เปนตัวชวย
ในการทําใหเกิด strengthening ของโครงสรางตติยภูมิของโปรตนี GnRH ขณะที่หลั่งออกมา 
(Bigot et al., 2012)  



 

จากการศึกษาการกระจายตัวของโปรตนีที่มีโครงสรางคลาย GnRH ในเนื้อเยื่อปม
ประสาท cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ H. asinina ดวยวิธ ี
immunohistochemistry พบการติดสีแดงสมในเซลลประสาทผลิตฮอรโมน ชนิดที่ 1  กระจาย
ทั่วไปในปมประสาท ซ่ึงผลการศึกษาครั้งน้ีสอดคลองกับงานวิจัยทีผ่านมาของ Nuurai และคณะ  
(2010b; 2014) ที่พบโปรตนีที่มีโครงสรางคลาย octopus GnRH และ tunicate I GnRH ในปม
ประสาท cerebral และ pleuropedal ของหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมียและเพศผู ซ่ึงจาก
การศึกษาครั้งน้ีพบวา abGnRH ที่พบอยูในปมประสาท pleuropedal มีปริมาณมากกวา 
abGnRH ที่พบในปมประสาท cerebral  นอกจากนี้ยังพบโปรตีนทีมี่โครงสรางคลาย abGnRH 
ในเสนใยประสาทบริเวณดานหลังของปมประสาท cerebral ganglion และบรเิวณดานหนาของ 
ventral horn ของปมประสาท pleuropedal  แสดงใหเห็นวามีบทบาทสําคัญในการติดตอสื่อสาร
ทางสัญญาณประสาทกันระหวางสองปมประสาท  

จากการศึกษาหนาที่ของ GnRH ที่เก่ียวของกับกระบวนการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลล
ไขของหอยเปาฮ้ือ H. asinina ดวยวิธี BrDU assay พบวา buserelin และ abGnRH ใหผล
กระตุนการเจริญและเพ่ิมจํานวนของเซลลไขระยะ oogonia และ early oocyte โดยที่ abGnRH 
ใหผลในการกระตุนที่ดีกวาการใช buserelin แสดงใหเห็นวา HasGnRH มีประสิทธิภาพในการ
จับกับตวัรบัทีอ่ยูในรังไขไดจําเพาะกวา buserelin อยางไรก็ตาม เม่ือเพ่ิมปริมาณของ abGnRH 
กลับสงผลใหเกิดการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลไขลดลง ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากปริมาณ 
abGnRH ที่มากเกินไปอาจทําใหเกิดการ down-regulate ตัวรบัของ GnRH (Nuurai et al., 
2010a) หรืออาจเกิดการยับยั้งการทํางานของ  GnRH โดยกระบวนการ negative feedback 
mechanism มีรายงานการศึกษาที่ผานมาถึงหนาที่ของ GnRH ที่เก่ียวของกับการเจริญเพ่ิม
จํานวนของเซลลไขระยะ gonia โดยผานกระบวนการ steriodogenesis ซ่ึงชวยกระตุนการแบง
เซลล (Nakamura et al., 2007; Treen et al., 2012) จาากการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา
GnRH ถูกสังเคราะหจากเซลลประสาทผลิตฮอรโมนชนิดที่ 1 ของปมประสาท cerebral และ 
pleuropedal และหลั่งออกมาที่เซลลเปาหมายซ่ึงอาจเปนเซลลประสาทใกลเคียง หรือรังไขเพ่ือ
ไปกระตุนกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุ การสังเคราะหหรือการหลั่งฮอรโมนชนิดอ่ืนที่
เก่ียวของกับการสืบพันธุเพ่ือไปควบคุมกระบวนการสบืพันธุของหอยเปาฮ้ือ  

 
10. ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

การศึกษางานวจัิยในอนาคตจําเปนอยางยิ่งที่จะตองศกึษาลําดับเบสเต็มของยีน GnRH 
และบทบาทหนาที่ของ GnRH ในการเจริญของอวยัวะสบืพันธุในแตละชวงวงจรการสืบพันธุ
รวมถึงหนาทีอ่ื่นที่เก่ียวของในหอยเปาฮ้ือ H. asinina เพศเมียและเพศผู ซ่ึงหากการศึกษาวจัิย
คร้ังน้ี สอดคลองกับการศกึษาที่ผานมาจะทําใหสามารถนํา GnRH สังเคราะหไปประยุกตใชใน
การเรงพัฒนาการของอวัยวะสืบพันธุ การกระตุนการปลอยเซลลสบืพันธุของพอแมพันธุหอย
เปาฮ้ือในฟารมเพาะเลี้ยง  
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