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บทคัดยอ 

การตรวจหาเซลลและการกระจายของเซลลที่มี egg-laying hormone (ELH)  growth hormone (GH)  
และ insulin-like hormone (InH)  ในปมประสาท (cerebral (CG) pleuropedal (PG) และ visceral 
(VG)) และอวยัวะสบืพันธุ (รังไขและอัณฑะ) ของหอยเปาฮ้ือ Haliotis asinina (Linnaeus) โดยใชเทคนิค 
immunohistochemistry แบบ immunoperoxidase ผลการทดลอง พบเซลลทีมี่ ELH และGH ในปม
ประสาท CG PG และ VG ขณะที่พบเซลลที่มี InH เฉพาะในปมประสาทPGเทานั้น ลักษณะของเซลลที่
มีฮอรโมนเหลานี้จัดเปน neurosecretory cells (NS) ที่มี eccentric nuclei และมี granules จํานวนมาก
ในcytoplasm เซลลประสาทที่ยอมติดสี มีทั้งชนิด NS1 และ NS2 ซ่ึงเซลลชนิดที่1 มีขนาดใหญและมี 
euchromatic nucleus ที่มี nucleolus เดน สวนเซลลชนิดที2่ มีขนาดเล็กกวาและม ี heterochromatin 
หนาที่ขอบของnucleus ขนาดของเซลลทีมี่ ELH เฉลี่ยประมาณ 9 x15 μm เซลลที่มีGH มีขนาดเฉลี่ย 9 
x 11 μm สวนเซลลที่มี InH มีขนาดประมาณ 10 x 14 μm การกระจายของเซลลพบวา ในปมประสาท
CG มีเซลลที่มีELH จํานวนมากบริเวณขอบดานขางตอนบนและขอบดานในตอนลาง ขณะที่ในปม
ประสาทPG มีเซลลเหลานีท้ี่ขอบดานในและดานขางของ dorsal horn ที่ขอบดานขางของ ventral horn 
และที่ขอบบนของbody ซ่ึงเปนรอยตอระหวาง horn ขางซายและขวาของปมประสาทPG  สวนในปม
ประสาท VG จะพบเซลลที่มีELH อยูที่ขอบลาง  เซลลที่มี GH ในปมประสาท CG พบมีจํานวนมากที่
ขอบดานในของปมประสาท สวนในปมประสาทPG พบที่ขอบดานขางของ ventral horn และทีข่อบบน
ของbody สวนเซลลที่มี InH มีจํานวนนอยมากโดยพบที่ขอบดานขางสวนลางของ dorsal horn ของปม
ประสาท PG นอกจากนี้พบ immunoreactivity ตอ InH ในแขนงประสาททีบ่ริเวณ medulla ของปม
ประสาท CG และ PGดวย  ในการศกึษาปริมาณเซลล พบเซลลที่มี ELH มีจํานวนมากที่สุดในปม
ประสาทPG (เฉลี่ย 530 / 4760 เซลลตอ section) รองลงมาในปมประสาท CG (เฉลี่ย 266 / 1386 เซลล
ตอ section) และ VG (เฉลี่ย 33 / 175 เซลลตอ section)  ตามลําดับ เซลลทีมี่GHในปมประสาทCG 
(เฉลี่ย 130 / 1362 เซลลตอ section) มีจํานวนมากกวาของปมประสาท PG (เฉลี่ย 116 / 4677 เซลลตอ 
section)  สวนเซลลที่มี InH พบจํานวนนอยมาก อยูในปมประสาท PG (เฉลีย่ 3 / 4,500 เซลลตอ 
section)  ในการตรวจหาเซลลที่ยอมตดิสีในอวัยวะสบืพันธุ พบELHในเซลลไขระยะปลาย (mature 
oocytes) ในเซลลบรเิวณtrabecula และcapsule ของรังไขและอัณฑะ นอกจากนี้พบGH ในเซลลไขระยะ
ตน(oocytes stage1และ2) ในเซลลบริเวณ trabecula และ capsuleของรังไขและอัณฑะ จากผลการ 
ศึกษานี้สามารถสรุปไดวา 1) เซลลประสาท ที่มี ELH, GH และ InH เปน NS1และNS2  2) เซลลของปม
ประสาท PG CG และ VG อาจเปนแหลงผลิต ELH  ขณะที่ CG และPG อาจเปนแหลงผลิต GH ดวย 3) 
เซลลของปมประสาท PG อาจเปนแหลงหน่ึงของ InH  4) เซลลในรังไขและอัณฑะอาจเปนทั้งอวัยวะ
เปาหมายและแหลงผลิตของ ELH และ GH  
 
 



Abstract 
Immunohistochemistry was used to localize the distribution and investigate the characteristics of egg-
laying hormone (ELH), growth hormone (GH), and insulin-like hormone (InH) containing neurons in the 
neural ganglia (cerebral (CG), pleuropedal (PG) and visceral ganglia (VG)) and the gonad (ovary and 
testis) of a tropical abalone, Haliotis asinina (Linnaeus). The ELH-immunoreactive neurons were 
localized in CG, PG and VG, and in the ovary and testis. The immunoreactive-GH neurons were 
localized in all three ganglia whilst the immunoreactive InH neurons were scarcely detected only in the 
PG. All labelled neurons had eccentric nuclei and contained numerous granules in their cytopolasm. 
The larger cell, ovoidshaped nuclei with mostly euchromatin and the smaller cell, round-shepe nuclei 
with mostly patches of heterochromatin at the rim, are classified as NS1 and NS2, respectively. The 
average size of ELH, GH, and InH-containing neurons are 9x15 μm, 9x11 μm, and 10x14 μm, 
respectively. The intense ELH- immunoreactive cells concentrated in the upper lateral edge and lower 
medial edge of CG, the medial and lateral edge of dorsal horn, the lateral edge of ventral horn and 
the upper edge of body connecting between the right-left horns of PG, and the lower medial edge of 
VG. The intense GH-immunoreactive cells concentrated in the medial edge of CG, the lateral edge of 
ventral horn and the upper edge of the body of PG, and mild GH-immunoreactivity cells were detected 
in the lower edge of VG. Few intense InH-immunoreactive cells were localized only in the upper lateral 
edge of PG whereas intense InH immunoreactivity was prominently detected in the neuropils of CG 
and PG. The ELH-containing cells were most numerous in the PG (about 530 / 4760 cells/ section) 

than in the CG (about 266/ 1386 cells/ section), while they were least numerous in the VG (about 
33/175 cells/ section). The number of GH-containing cells were more numerous in the CG (about 
130/1362 cells/ section) than in the PG (about 116/4677 cells/ section) and VG (about 15/186 cells/ 
section). In the ovary and testes, the ELH-immunoreactivity could be detected in the mature oocytes, 
primary spermatocytes,  the cells within the capsule, and the granular and follicular cells in the 
trabeculae whist  the GH-immunoreactivity could be detected in early stage oocytes and  cells in the 
trabeculae. The results indicate that: 1) the ELH, GH, and InH –containing cells are the neurosecretory 
cells. 2) the cerebral, pleuropedal and visceral ganglia may be the main sources of ELH-producing 
cells whereas the cerebral and pleuropedal ganglia may also be the sources of GH- producing cells. 
3) pleuropedal ganglion may be one of the sources of InH-producing cells. 4) the cells of ovary and 
testes also have ELH and GH wherein some may be produced locally by gonadal ELH and GH-cells, 
respectively. 
Key words: abalone, neural ganglia, gonad, egg-laying hormone, growth hormone, insulin-like 
hormone  
 



เน้ือหางานวจิัย 
หอยเปาฮ้ือเปนสัตวทะเลที่เจริญเติบโตชาและการเจริญของเซลลสบืพันธุจนพรอมหลั่งของเพศผูและเมีย
มักมีชวงเวลาไมตรงกัน ทําใหตองศึกษาเซลลทีค่าดวามีหนาที่สรางและหลั่งฮอรโมนที่เกี่ยวของในการ
กระตุนเการจริญเติบโตและการสืบพันธุของหอยเปาฮ้ือ Haliotis asinina (Linnaeus) ฮอรโมนที่เกี่ยวของ
กับการกระตุนเการจริญเตบิโตไดแก Growth hormone (GH) และ Insulin-like hormone (InH) และ
ฮอรโมนที่เกี่ยวของกับการสืบพันธุ และการหลั่งเซลลสืบพันธุ ไดแก egg-laying hormone (ELH) ดังน้ัน
จึงไดดําเนินการตรวจหาฮอรโมน GH, InH และ aELH ในเซลลของเนื้อเยื่อระบบประสาท และระบบ
สืบพันธุของหอยเปาฮ้ือ 
   การตรวจหาเซลลและการกระจายของเซลลที่มี ELH GH และ InH ในระบบประสาทไดแกปมประสาท 
cerebral ,pleuropedal และ visceral  และในระบบสบืพันธุไดแก รังไขและอัณฑะ ของหอยเปาฮ้ือ H. 
asinina ใชเทคนิค immunohistochemistry แบบ immunoperoxidase (Biotin-Streptavidin Complex)
ระดับจุลทรรศนธรรมดา  (แทนแผนการเดิมที่ใชเทคนคิแบบ fluorescent ซ่ึงพบวามี autofluorescent 
รบกวนมาก เปนอุปสรรคทาํใหแยกเซลลที่ยอมติดไดยาก สวนเทคนคิแบบ peroxidase anti-peroxidase
ที่กําหนดไวในแผน พบวาไมสามารถแสดงรูปรางเซลลที่ยอมติดใหเห็นชัดเจนได) 
 
 
วิธีการทดลอง   

นําเนื้อเยื่อปมประสาท cerebral  pleuropedal และ visceral และอวยัวะสบืพันธุ ไดแก รังไข 
และอัณฑะ แชใน Bouin’s fixative หลังจาก dehydration แลว นําตัวอยางมาฝงใน paraffin จากนั้นนํา
ตัวอยางมาตดั section ใหมีความหนาประมาณ 5 μm    นํา sections วางบน slide แลวยอมแบบ 
immunoperoxidase (Biotin-streptavidin complex)  เน้ือเยื่อจะถูกหามendogenous peroxidase โดย
การแชใน H2O2 และถูกหาม nonspecific absorption ตอ antibody ดวยการแชใน normal goat serum 
และ bovine serum albumin หลังจากนั้นแชใน primary antibodies ไดแก polyclonal mouse anti-
aELH, polyclonal rabbit anti-GH และ monoclonal mouse anti-InH antibodies แลวใช goat anti-
rabbit หรือ goat anti-mouse IgG ที่ถูกconjugatedดวย biotin เปน secondary antibody แลวนําไปจับ
กับ streptavidin-HRP ตอมาตรวจหาเซลลทีถู่กติดฉลากโดยใช hydrogen peroxide และ NovaRED 
solution เปน substrate จากเทคนิคนี ้เซลล (เชนเซลลประสาทที่มี secretory granules) ที่จําเพาะตอ 
antibody probes จะติดสีแดง และตามดวยการยอมแสดงโครงสรางเซลลดวย hematoxyin จากนั้นนํา 
slide ที่ยัอมไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดา 
 ในกลุมคอนโทรล มีขั้นตอนยอมเหมือนกัน ยกเวนแทนที่ primary antibodies ดวย preimmune 
serum หรือ blocking solution ซ่ึงเม่ือตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาไมพบการติดสีแดงในเซลล  
 
 



 
ผลการทดลอง  
ระบบประสาท: anti-aELH 
ปมประสาท Cerebral 

เม่ือ sections ของเนื้อเยื่อปมประสาท Cerebral ยอมดวย anti-aELH พบวาเซลลในชั้น cortex 
แสดงการติดสีแดง (ภาพที่ 1c, d) โดยเซลลยอมติดสีสวนใหญมีการกระจายในปมประสาทอยูบริเวณ
ขอบดานขางตอนบน และขอบดานในตอนบนลางของปมประสาท ซ่ึงสามารถจําแนกชนิดเซลลที่ติดสี
ออกไดเปน 2 ชนิดคือ nerosecretory cell type 1 (NS1) และ neurosectory cell type 2 (NS2) (ภาพที่ 
1 e, f) โดย NS1 เปนเซลลรูปไขหรือปรามิด ขนาดเฉลี่ย 9x16 μm มี eccentric euchromatic nucleus 
รูปไขที่มี nucleolus เดน และมีกลุมของ granule เล็ก ๆ ที่ยอมติดสีแดงมีจํานวนมากใน cytoplasm   
สวน NS2 เปนเซลลคอนขางกลม  มีขนาดเล็กกวา NS1 เฉลี่ย 7x10 μm มีnucleusกลม และ 
heterochromatin หนาที่ขอบของ nucleus มี  granule เล็กๆ ติดสีแดงจับกลุมแนนในcytoplasm เม่ือ
ตรวจดูจํานวนเซลลประสาทจาก midsection ปมประสาท พบเซลลที่มี ELH เฉลี่ย 266/ 1386 เซลลตอ 
section นอกจากยอมติดสีที่เซลลแลว พบมีการติดสีใน blood sinus ของ capsule ที่หุมรอบปมประสาท
ดวย   สวนcontrol section ยอมไมติดสี (ภาพที่ 1 b)  
ปมประสาท Pleuropedal  
 เม่ือยอม sections ปมประสาท pleuropedal ดวย anti-aELH พบเซลลติดสีอยูกระจายอยูใน
บริเวณ cortex ที่ขอบบนของbody  ขอบดานในกับขอบดานนอก dorsal horn และ ขอบดานนอกventral 
horn (ภาพที่ 2a, 4b) เซลลประสาทที่ตดิสีในปมประสาทนี้ ประกอบดวยเซลล 2 ชนิดเหมือนกับเซลลที่
พบใน cerebral ganglion คือมีทั้ง NS1 และ NS2 (ภาพที่ 2e, f) เม่ือตรวจดู midsection ปมประสาทPG 
พบเซลลที่มี ELH เฉลี่ย 530 / 4760 เซลลตอ section นอกจากนี้ยังพบเซลลของ statocyst ยอมติดสี
ดวย (ภาพที่ 2g)  
ปมประสาท Visceral 

พบเซลลที่ติดสีมีELH กระจายอยูในชั้น cortex (ภาพที่ 3a) ที่บริเวณขอบดานลางของปม
ประสาท visceral (ภาพที่ 3a, c, 4c)  เซลลประสาทที่ติดสีในปมประสาทนี้ มีทั้ง NS1 และ NS2 เม่ือตัด
ปมประสาท VG midsection พบเซลลที่มี ELH เฉลี่ย 33 / 175 เซลลตอ section 
 
ระบบสืบพันธุ : anti-aELH  
 เน้ือเยื่อรังไขของหอยเปาฮ้ือยอมดวย anti-aELH พบวาแคปซลูของรังไขและแผน trabeculae 
ติดสีเขม (ภาพที่ 5a, c-f)  โดยการเกิดสีเปนแบบจุดเขม และแบบเสนใยบาง ๆ ใน capsule และแผน 
trabeculae ซ่ึงเปนแผนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ยื่นจากcapsule เขาไปขางใน (ภาพที่ 5c, d)  ซ่ึงอาจเปนกิ่ง
ประสาท หรือเซลลกลามเนื้อ  และ granular cells (ภาพที่ 5e, f) นอกจากนี้เซลลไข stageIVและV 



(mature oocytes) แสดงการติดสีเขมใน cytoplasmแตไมมีใน jelly coat (ภาพที่ 5c, d)  ในอัณฑะตรวจ
พบการติดสีแบบเปนเสนใยบาง ๆ บริเวณแคปซูลที่หุมอัณฑะ และในแผน trabeculae (ภาพที่ 6b-d) 
  
ระบบประสาท: anti-GH 
ปมประสาท Cerebral 

 เม่ือยอม sections ของเนื้อเยื่อปมประสาท cerebral ดวย anti-GH พบวาเซลลในชั้น 
cortex ติดสีแดง สวนมากเซลลที่ติดสีกระจายอยูบริเวณขอบดานในตลอดความยาวของปมประสาท 
(ภาพที่ 7b, 8) จากลักษณะของเซลลเปนเซลล NS1 และ NS2เชนเดียวกัน เม่ือตัด midsection ปม
ประสาทพบเซลลที่มีGH เฉลี่ย 130 / 1362 เซลลตอ section นอกจากนี้พบมีการติดสีใน blood sinus 
ของ capsule ของปมประสาทดวย (ภาพที่ 7b)  
ปมประสาท Pleuropedal  
 ในปมประสาท pleuropedal เม่ือยอม sections ดวย anti-GH พบเซลลติดสอียูในชั้น cortex 
สวนมากอยูทีบ่ริเวณขอบดานบนของ body และขอบดานนอกventral horn  เซลลที่ตดิสีเปนชนิด
เดียวกับเซลลที่ติดสีในปมประสาทcerebral คอื NS1 และ NS2 (ภาพที่ 7c, 8b) เม่ือตัด midsectionปม
ประสาทพบเซลลที่มี GH เฉลี่ย 116 / 4677 เซลลตอ section 
ปมประสาท Visceral 

Section เน้ือเยื่อปมประสาท visceral ยอมดวย anti-GH พบเซลลมีการติดสีคอนขางจางและมี
จํานวนนอย โดยพบใน cortex ที่ขอบลางของปมประสาท (ภาพที่ 7d, 8c) เซลลประสาททีต่ิดสีเปน NS1 
และ NS2 ที่มีขนาดเล็ก (ภาพที่ 7d) เม่ือตรวจดูจาก midsectionปมประสาทเฉลี่ย15/186 เซลลตอ 
section  
 
ระบบสืบพันธุ: anti-GH 
 เม่ือยอม sections เน้ือเยื่อรังไขของหอยเปาฮ้ือ ดวย anti-GH พบวามีการติดสีเขมใน follicular 
cells และเซลลไข stage I, II (ภาพที่ 9a, c-f)  สวนsectionเน้ือเยื่ออัณฑะพบมีการติดสีของเสนใยบาง ๆ 
บริเวณแคปซูลที่หุมอัณฑะ และการติดสีใน primary spermatocytes (ภาพที่ 10b-d)  
 
ระบบประสาทและระบบสืบพันธุ: anti-InH   
 เม่ือยอม sections ปมประสาท ดวย anti-InH พบมีการติดสีในปมประสาท cerebral  และ 
pleuropedal  โดยการติดสี ของsection ปมประสาทCG  พบที่แขนงประสาทใน medulla (ภาพที่ 11a)  
สวนปมประสาท PG มีการติดสีเขมของแขนงประสาทใน medulla และเซลลใน cortex ซ่ึงเซลลที่ติดสีมี
จํานวนนอยมากๆ เม่ือตรวจดูจาก midsectionปมประสาท เฉลี่ย 3 / 4,500 เซลลตอ section เปนเซลล
ชนิด NS1 (ภาพที่ 11c, d) ไมพบการติดสีในปมประสาท visceral และในเนื้อเยื่ออวัยวะสืบพันธุ 



 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 paraffin sections ของปมประสาท cerebral ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัยที่ยอมดวยวิธี 
immunoperoxidase  

a) ภาพถายกําลังขยายต่ําของปมประสาท cerebral ที่ยอมดวย anti-egg laying hormone 
(anti-ELH) โดยใช Novared substrate แสดงจุดสีแดง (ลูกศร) เปนตําแหนงของเซลลที่มี 
ELH กระจายอยูที่ขอบของ cortex 

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง control section ของปมประสาท cerebral ที่ยอมดวย 
preimmune serum ไมพบการติดสีในเซลลและเนื้อเยื่อของปมประสาท 

c)    ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดงตําแหนงของเซลลที่ยอมติดสี (ลูกศร)บงการมี ELH อยู
ในเซลล   
d, e)  ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดงการติดสีมี ELH ในเซลลของปมประสาท ซ่ึงจําแนกเซลล
ที่ติดสีมี 2 ชนิด คือ neurosecretory cell type 1 (NS1) และ neurosecretory cell type 2 (NS2) 
โดยมีกลุมเซลลไมติดสี (*) อยูรอบ ๆ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 paraffin sections ของปมประสาท pleuropedal ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัยที่ยอมดวยวิธี 
immunoperoxidase  

a) ภาพถายกําลังขยายต่ําของปมประสาท pleuropedal ที่ยอมดวย anti-ELH มีการยอมติดสีที่
บริเวณ Dorsal horn (Dh), Ventral horn (Vh), Body (Bo) และ Statocyst (St) 

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง control section ของปมประสาท pleuropedal ที่ยอม
ดวย preimmune serum ไมพบการติดสีในเนื้อเยื่อของระบบประสาท  

c, d) ภาพถายกําลังขยายปานกลางจากบริเวณกรอบสี่เหลี่ยมหมายเลข1 และ2 ในภาพa 
ตามลําดับ แสดงการติดสีมี ELH ใน Neurosecretory cells (ลูกศร) ที่สวน cortex และ 
Neurite (Nt) ที่ medulla ของปมประสาท 

e, f) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดงเซลลยอมติดสีมี ELH ในบาง neurosecretory cells ซ่ึงเปน
เซลลชนิด NS1, NS2 และแสดงเซลลไมติดสี (*) 

g)    ภาพถายกําลังขยายปานกลางของ statocyst และภาพแทรกขยายกรอบสี่เหลี่ยมแสดง 
      เซลลของ statocyst (ลูกศร) ยอมติดสีซ่ึงบงการมี ELH อยูในเซลล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 paraffin sections ของปมประสาท visceral ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัยที่ยอมดวยวิธี 
immunoperoxidase  

a) ภาพถายกําลังขยายปานกลางของ section ปมประสาท visceral  ยอมดวย anti-ELH แสดง
ตําแหนงของเซลลที่ติดสี อยูใน cortex ขอบลาง (ลูกศร)  

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางของปมประสาท visceral ยอมดวย preimmune serum ไม
พบการติดสี 

c) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดงการติดสีมี ELH ใน neurosecretory cellsซ่ึงเปนเซลลชนิด 
NS1 และ NS2  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ภาพวาด sections ของปมประสาท cerebral (a) pleuropedal (b) และ visceral (c) เมื่อ
ยอมดวย anti-ELH แสดงตําแหนงและการกระจายของเซลลยอมติดสี 

a) เซลลที่ติดสีกระจายอยูบริเวณขอบดานในตลอดความยาวของปมประสาท cerebral 
b) เซลลที่ติดสีอยูบริเวณขอบบนของ body และขอบดานในกับขอบดานนอก dorsal horn และ 
ขอบดานนอกventral hornของปมประสาท pleuropedal 
c) เซลลที่ติดสีอยูบริเวณขอบดานลางของปมประสาท visceral 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 Paraffin section ของเนื้อเยื่อสืบพันธุเพศเมีย (รังไข) ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัย ที่ยอม
ดวยวิธี immunoperoxidase  

a) ภาพถายกําลังขยายต่ําแสดง section ของรังไขที่ยอม anti-ELH แสดงการติดสีที่บริเวณ 
capsule สวนนอก (OC) และ trabecular (Tr) ไมมีการติดสีที่ capsule สวนใน (IC) และ 
Hepatopancreas (Hp) 

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางของรังไขแสดง control section ยอมดวย preimmune serum 
แสดงการยอมไมติดสี 

c, d) ภาพถายกําลังขยายปานกลางของรังไข แสดงการยอมติดสีมี ELH ใน 
      capsule สวนนอก (OC)  trabeculae (Tr) และในเซลลไข Stage V 
e,f) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดของรังไข แสดงการยอมติดสีมี ELH ใน granulated cells  
     (Gc) และ follicular cells (Fc) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 Paraffin sections ของเนื้อเยื่อสืบพันธุเพศผู (อัณฑะ) ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัย ที่ยอม
ดวยวิธี immunoperoxidase  

a)  ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง control section ของอัณฑะยอมดวย preimmune 
serum แสดงยอมไมติดสี 

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง section ของอัณฑะที่ยอมดวย anti-ELH แสดง                       
   ยอมติดสีที่บริเวณ Capsule สวนนอก (Oc) และ Trabeculae (Tr)  

 c, d,) ภาพถายกําลังขยายสงุสุดแสดงการยอมติดสีมี ELHใน primary spermatocytes (ลูกศร) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           



 



 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7 Paraffin sections ของเนื้อเยื่อปมประสาท Cerebral (ภาพa,b) Pleuropedal (ภาพ c) 
และVisceral (ภาพd)  

a) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดง control section ของปมประสาท cerebral ที่ยอมดวย pre-
immune serum ไมมีการติดสี 

b) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดของปมประสาท cerebral ยอมดวย anti growth hormone (anti 
GH)แสดงการยอมติดสีมี GH ใน Neurosecretory cells (ลูกศร) ที่บริเวณ cortex และ ใน 
blood sinus  (หัวลูกศร) ที่แคปซูลของปมประสาท Pleuropedal 

c) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดงการยอมติดสีมี GH ใน Neuroscretory cells (ลูกศร)
ของปมประสาท Pleuropedal 

d) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดงการยอมติดสีเจือจางใน Neuroscretory cells โดยภาพ
แทรกถายกําลังขยายสูงสุดแสดงเซลลที่ยอมติดสีมี GH ปริมาณนอยในเซลล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8 ภาพวาด sections ของปมประสาท cerebral (a) pleuropedal (b) และ visceral (c) เมื่อ
ยอมดวย anti GH แสดงตําแหนงและการกระจายของเซลล Neuroscretory ที่ยอมติดสี  

a) เซลลที่ติดสีสวนมากกระจายอยูบริเวณขอบดานในตลอดความยาวของปมประสาท cerebral 
b) เซลลที่ติดสีอยูบริเวณขอบดานบนของ bodyและขอบดานนอกventral horn ของปมประสาท   
    pleuropedal 
c) เซลลที่ติดสีอยูที่ขอบลางของปมประสาท visceral 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 Paraffin sections เน้ือเยื่อสืบพันธเพศเมีย (รังไข) ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัย ที่ยอมดวย
วิธี immunoperoxidase 

a) ภาพถายกําลังขยายต่ําแสดง section ของรังไข ยอมดวย anti-GH มีการติดสี  (OC = 
Outer capsule, Tr = Trabeculae, Hp = Hepatopancreas, IC = Inner capsule) 

b) ภาพถายกําลังขยายต่ําแสดง control section ของรังไขที่ยอมดวย pre-immune serum ซ่ึง
ไมมีการติดสี 

c, d, e)  ภาพถายกําลังขยายปานกลางของ section รังไข แสดงการติดสีในเซลลไขระยะ I และ     
    II และ ใน Trabeculae ซ่ึงบงถึงการมี GH  
f)  ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดงการติดสีมี GH ในเซลลไขระยะ I และ II และใน Trabeculae 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 Paraffin sections ของเนื้อเยื่อสืบพันธุเพศผู (อัณฑะ) ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัย ที่ยอม
ดวยวิธี immunoperoxidase  

a) ภาพถายกําลังขยายต่ําแสดง section ของอัณฑะที่ยอมดวย anti-GH มี การติดสีบริเวณ 
capsule (Ca) และ trabeculae (Tr) 

b) ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดงเซลล ของ Trabeculae (arrow) ที่ยอมติดสีมี GH  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11 Paraffin sections ของเนื้อเยื่อปมประสาท cerebral (รูป a, b) และ pleuropedal (รูป c, 
d) ของหอยเปาฮื้อตัวเต็มวัย ที่ยอมดวยวิธี immunoperoxidase  

 
a)  ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง section ของปมประสาท cerebral ยอมดวย anti- 
     insulin-like hormone (InH) แสดงการติดสีบงวามี InH ที่ nerve fibers ในชั้น medulla ของ 
     ปมประสาท แตไมพบการติดสีในเซลลของปมประสาท 
b)  ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง control section ของปมประสาท cerebral ที่ยอมดวย  
      pre-immune serum ซ่ึงไมมีการติดสี 
c)  ภาพถายกําลังขยายปานกลางแสดง section ของปมประสาท pleuropedal ที่ยอมดวย anti- 

InH แสดงการยอมติดสีของบางเซลล (*) บริเวณ cortex ของปมประสาทแสดงวาเซลลน้ีมี 
InH  รูปแทรกเปนภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดง neuroscretory cell ที่ยอมติดสี   

d) ภาพถายกําลังขยายสูงสุดแสดงการติดสี ใน neurosecretory cell type 1 (*) ซ่ึงบงวามี    
     InH ในเซลลที่ติดสี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



สรุปและวิจารณผลการทดลอง  
ไดศึกษาลักษณะของเซลลและทําแผนที่การกระจายตัวของเซลลที่มี egg-laying hormone 

(ELH)  growth hormone (GH)  และ insulin-like hormone (InH)  ในปมประสาท cerebral (CG) 
pleuropedal (PG) และ visceral (VG) ของหอยเปาฮ้ือ Haliotis asinina (Linnaeus) ซ่ึงคาดวานาจะเปน
เซลลที่ผลิตและหลั่งฮอรโมนดังกลาว เน่ืองจากพบวาเซลลที่ยอมติดสีเหลานี้ มีลักษณะเดนของ 
nucleolus ใน euchromatic nucleus และ การมีกลุมของ granule ยอมติดสีใน cytoplasm จากลักษณะ
ที่พบน้ีทําใหสามารถสรุปไดวาเซลลที่ยอมติดสีน้ีเปน neurosecretory cells (NS) ชนิด NS1 และ NS2 
(Thongkukiatkul et al. 2001, Upatham et al., 2001) ขณะที่ NS3 ซ่ึงเปนเซลลที่มีขนาดเล็กที่สุด และ
เซลลประสาทขนาดใหญ (NR1) รวมถึงเซลลประสาทขนาดรองลงมา (NR2-4) ยอมไมติดสี จากผล
การศึกษาและวิเคราะหขอมูลสรุปไดวาเซลลที่มี ELH พบใน PG มากกวา CG และ VG ในอัตราสวน 
6.5:4.5:1  แมวารอยละของเซลลยอมติดสีเม่ือใช anti-ELH พบใน VG มากกวา CG และ PG  สวนเซลล
ที่มีGH พบใน CG มากกวา PG และ VG ในอัตราสวน 7.6:6.8:1  และรอยละของเซลลติดสีก็พบใน CG 
มากกวา VG และ PGดวย  

นอกจากนี้ยังพบการติดสีของ anti-ELH และ GH ในแขนงประสาทและ blood sinusในปม
ประสาทCGและPG ซ่ึงสามารถบงชี้วา NS นาจะผลิตฮอรโมนแลวสงไปยังอวัยวะเปาหมายโดยผานทาง
แขนงประสาทและทางระบบหลอดเลือด  ผลการศึกษานี้คลายกับที่มีการศึกษา ELH ในหอยเปาฮ้ือ H. 
rubra (Cummins et al. 2001) แมวาไมมีการศึกษาใน VG ก็ตาม  Hahn (1994) จําแนกชนิดของเซลล
ปมประสาทCG  ของ H. discus hamai โดยใชความจําเพาะในการยอมเซลล ได 4 ชนิด (A, B, C, D) 
โดยชนิด A และ B จัดเปน Neurosecretory cells ที่มีความเกี่ยวพันธกับการสรางและเจริญของเซลล
สืบพันธุในรังไข การศึกษาโดย Yahata (1973) แสดงการมี ELH มากใน PGและVG ที่สามารถกระตุน
การวางไขของ Nordotis discus เม่ือฉีดหอยดวยของเหลวที่ไดจากการสกัดปมประสาททั้ง 2 ซ่ึง
สอดคลองกับผลการศึกษาครั้งน้ี 
 สวนงานวิจัยที่มีผลการศึกษาแตกตางกัน ไดแกการศึกษากลุมหอยชั้นสูงกวา เชนการศึกษา 
CDCH ในหอย Lymnaea ที่มีคุณสมบัติสามารถกระตุนการตกไขไดเหมือน ELH  สรางโดยกลุมเซลลที่
อยูบริเวณสวนทายของ CG (Van Minnen et al.,1992)  นอกจากนี้การศึกษาใน Aplysia พบวา bag 
cells ในVG ผลิต ELH (Nambu and Scheller, 1986)   

จากรายงานการศึกษาที่ผานมา พบ ELH ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของ trabeculaeดวย (Cummins et 

al. 2001; Chanpoo et al. 2001) แตไมมีรายงานบงชี้เกี่ยวกับโครงสรางชนิดเซลลที่มีELHน้ี เพียงคาด
วาอาจเปน granular cells (Apisawetakan et al., 2001) เพราะเปนเซลลที่มีการกระจายมากใน inner 
capsule และ มีการกระจายอยูบางในouter capsule ของรังไข  จากการศึกษาครั้งน้ีทําใหทราบแนชัดวา
เซลลที่มีELH ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน trabeculae เปน granular cells จึงมีความเปนไปไดวาเนื้อเยื่อรังไข

อาจไดรับ ELH จากปมประสาท CG PG และ VG ที่สงมาทาง axons ไปยัง capsule และ trabeculae 



ของอวัยวะสืบพันธุ หรือมีเซลลสราง ELHอยูในเนื้อเยื่อรังไขเองดวย นอกจากนี้ยังพบ ELH ในเซลลไข 
mature oocytes ซ่ึงสามารถอธิบายไดวา ELH และ/หรือ neuropeptide ที่รวมมีอยูดวย อาจมีบทบาท
กระตุนการเจริญของเซลลไขระยะปลาย  การศึกษาในหอยชั้นสูงกวาก็มีรายงานการตรวจพบ ELH ใน
ทออวัยวะสืบพันธุเพศเมียแตไมพบในรังไข (Choate et al.,1993 & Van Minnen et al., 1989)  มีความ
เปนไปไดวา ELH ที่พบในเนื้อเยื่ออวัยวะสืบพันธุอาจเปน isotype ที่ตางกันกับ ELH ที่พบในเนื้อเยื่อ
ประสาท (Fisher et al., 1988)  ELH ในหอยเปาฮ้ือ H. rubra แสดงความเหมือน (homology)  ในระดับ 
Nucleotide สูงมากกับ CDCH ของ L. stagnalis   และมี homology ประมาณ 56% กับ ELH ของ A. 
californica (Wang & Hanna 1998)  การศึกษาลําดับ cDNA ของ ELH ที่มาจากเนื้อเยื่อประสาท
ทั้งหมดของหอยเปาฮ้ือหลาย species รวมทั้ง H. asinina พบวามี homology กันเกือบทั้งหมด (Hanna 
et al., 2000) ดังน้ันสิ่งนาสนใจอีกอยางหนึ่งคือ ELH ที่ตรวจพบในเนื้อเยื่อรังไขที่ยอมดวย antibody ตอ 
ELH จากเนื้อเยื่อประสาทเปน isotype ชนิดเดียวกันหรือแตกตางกันจากของเนื้อเยื่อประสาท ซ่ึงจาก
รายงานการวิเคราะห Western blot โดยใช antibody ตอ ELH ตรวจแถบโปรตีนที่สกัดจากปมประสาท 
CG  PG และเนื้อเยื่อรังไขของ H. rubra พบวามี pattern ของ immunogenic band ที่แตกตางกัน
เล็กนอย (Cummins et al., 2001) ซ่ึงอาจเปนความแตกตางกันที่ isotype ของ  ELH หรือขั้นตอน
กระบวนการสังเคราะฮอรโมนที่ระดับ preprohormone  ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับการเปรียบเทียบ cDNA 
ที่clone จากเนื้อเยื่อระบบประสาทและระบบสืบพันธุจึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งซ่ึงนาจะมีการศึกษาตอไป
ในอนาคต 
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