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Abstract  
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In crustacean, ovarian maturation process is controlled by an eyestalk neurohormone, 
gonad-inhibiting hormone (GIH). GIH is presumed to inhibit the synthesis or release/uptake of 
vitellogenin (Vg). Vg is a precursor of yolk protein or vitellin (Vt) that is a key protein in ovarian 
maturation process. Accordingly, shrimp breeding usually employs unilaterally eyestalk-ablation 
technique to reduce the amount of GIH and to induce ovarian maturation. Therefore, the 
detailed studies on GIH are important to help improve the reproduction of economically 
important species such as the black tiger shrimp Penaeus monodon. This project is aimed to 
study biological function of GIH in inhibition of vitellogenin synthesis and to investigate the 
exploitation of GIH antibody to inhibit GIH activity by in vitro bioassay. Finally, the relationship 
of GIH on ovarian maturation stages of female P. monodon broodstock will be determined by 
using anti-Pem-GIH antibody. 
 The recombinant protein of GIH of P. monodon (rPem-GIH) was successfully expressed 
in yeast Pichia pastoris expression system under the control of an alcohol oxidase promoter. 
The amount of total proteins secreted into the induction medium from the optimal expression 
conditions of rPem-GIH was approximately 0.5-1 mg/l. The rPem-GIH was successfully purified 
by one-step of reversed-phased chromatography with Sep-Pak cartridges (C18). Biological 
activity of rPem-GIH was determined in primary ovary cell culture derived from previtellogenic 
P. monodon broodstock. The purified rPem-GIH significantly reduced vitellogenin mRNA level 
about 39% when compared with the non-treated group, which is similar to the effect of partially 
purified eyestalk extract. Our result demonstrated that rPem-GIH expressed in P. pastoris had 
biological activity to inhibit vitellogenin synthesis in primary cell culture of ovary from P. 
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monodon, and thus suggested that the rPem-GIH possesses gonad inhibiting activity as crude 
eyestalk extract.  
 Additionally, the polyclonal antiserum against rPem-GIH (called anti-Pem-GIH antibody) 
showed specificity to react with GIH from the partially purified eyestalk extract and did not cross 
react with structurally-related proteins such as rPem-CHH1 and rPem-MIH1. The anti-Pem-GIH 
antibody at dilution 1:500 was able to neutralize the activity of 28.75 nM rPem-GIH to about 
31.2% by in vitro assay in primary cell culture of ovary, thus implying that anti-Pem-GIH 
antibody may be used as an alternative approach for induction ovarian maturation in female 
broodstock of P. monodon. Moreover, the anti-Pem-GIH antibody was used to study the 
localization of GIH by the immunohistochemistry (IHC) technique in this study. The GIH signal 
was observed only at the sinus gland (storage site) in the optic lobe of female broodstock of P. 
monodon at various stages of ovarian development. Further determination of the level of GIH in 
both the eyestalk and the hemolymph of P. monodon female broodstock at various stages of 
ovarian development will help in understanding the relationship between GIH and ovarian 
maturation. The knowledge from this study should lead to more thoroughly understanding of 
reproduction mechanism in P. monodon that may be applied to induce ovarian maturation 
without eyestalk ablation in the future. 
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 กระบวนการพฒันารงัไข่ของสตัว์จ าพวกครสัเตเชยีนถูกควบคุมด้วยฮอรโ์มนยบัยัง้การพฒันา
ของรงัไข ่(Gonad-inhibiting hormone; GIH) ทีอ่ยูบ่รเิวณก้านตา GIH เกี่ยวขอ้งในกระบวนการควบคุม
ระบบสืบพนัธุ์ โดยท าหน้าที่ยบัยัง้การสร้างโปรตีนไวเทลโลจีนิน  (Vg) ซึ่งเป็นโปรตีนตัง้ต้นของ
องคป์ระกอบหลกัในเซลลไ์ข่ การตดัตาเพื่อก าจดั GIH จงึถูกน ามาใชเ้พื่อเร่งการพฒันาของรงัไข่ แม้ว่า
เทคนิคการตดัก้านตานี้จะส่งผลให้ปรมิาณและคุณภาพของไข่น้อยลงและแม่พนัธุ์กุ้งอ่อนแอในเวลา
ต่อมากต็าม ดงันัน้การศกึษาองคค์วามรูข้อง GIH จงึมคีวามส าคญัทีจ่ะช่วยในการกระตุ้นการพฒันาของ
รงัไขข่องสตัวเ์ศรษฐกจิเช่นกุ้งกุลาด าใหม้ปีระสทิธภิาพมากขึน้ใน การศกึษาวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อ
ศกึษาหน้าทีข่อง GIH โดยอาศยัโปรตนีลูกผสมทีผ่ลติได้จากยสีต์มาท าการทดสอบหน้าที่ในการยบัยัง้
การแสดงออกของไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA ในเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ และท าการศกึษาขอ้มูล
เบือ้งต้นเกี่ยวกบัแอนตบิอดีท้ีจ่ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH แลว้น าแอนตบิอดีต่้อ GIH ไปทดสอบผลในการ
กระตุน้การแสดงออกของไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ นอกจากนัน้จะใชแ้อน
ตบิอดีต่้อ GIH ในการตรวจสอบต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH จากเนื้อเยื่อที่มกีารสรา้ง GIH ในกุ้งกุลาด า
แม่พนัธุ์ที่มรีะยะการพฒันารงัไข่ต่างๆ โดยใช้เทคนิคอมิมูโนพยาธวิทิยา เพื่อศกึษาความสมัพนัธ์ของ 
GIH ต่อการพฒันารงัไขข่องแมพ่นัธุกุ์ง้ในช่วงระยะต่างๆ   

ในการศกึษาหน้าทีข่องโปรตนีลูกผสม GIH ในกุ้งกุลาด า ไดผ้ลติโปรตนีลูกผสมของ GIH ของ
กุ้งกุลาด า (rPem-GIH) ในยสีต์ P. pastoris (Pichia expression system) ซึง่เป็นระบบทีเ่หมาะสมใน
การผลติฮอรโ์มนลูกผสมของ eukaryotes โปรตนีลูกผสมของ GIH ที่ผลติได้จะมกีารมว้นพบัที่ถูกต้อง
และอยู่ในรปูทีส่ามารถท าหน้าทีไ่ด ้ ทีม่ขีนาดประมาณ 9 kDa โดยมกีารแสดงออกไดด้ทีีสุ่ดเมื่อกระตุ้น
ดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 3% (v/v) เป็นเวลา 2 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ30 ºC โดยสามารถผลติโปรตนีที่
หลัง่ออกนอกยสีตเ์ซลลไ์ดใ้นปรมิาณ 0.5-1 มลิลกิรมั จากเซลลเ์จา้บา้นทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ 1 ลติร 
จากนัน้จงึท าการแยกบรสิุทธ์ด้วยหลกัการ Reverse-phase chromatography โดยวธิ ีSolid Phase 
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Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีม่ ี packing เป็น C18 จากนัน้น าโปรตนีลูกผสมของ GIH 
บรสิุทธิไ์ปท าการตรวจสอบหน้าทีใ่นการยบัยัง้การสรา้งไวเทลโลจนีิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ของ
กุง้กุลาด าแมพ่นัธุ ์พบว่า โปรตนีลกูผสมของ GIH บรสิุทธิท์ีค่วามเขม้ขน้ 57.5 nM สามารถลดระดบัการ
แสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ได้อย่างมนีัยยะส าคญัทางสถติ ิประมาณ 38.6% เมื่อ
เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ปกตทิี่ใช้เป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งใหผ้ลเช่นเดยีวกบั GIH ที่ได้จากสาร
สกดัจากก้านตา การศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่า ฮอรโ์มนลูกผสม GIH ทีไ่ดจ้ากการแสดงออกจากยสีต์  P. 
pastoris สามารถยบัยัง้การสรา้ง Vg โปรตนีในเซลลป์ฐมภูมจิากรงัไข่ ซึง่บ่งชีว้่าโปรตนีลูกผสม GIH มี
หน้าที่เป็นฮอร์โมนยบัยัง้การพัฒนาของรงัไข่ เช่นเดียวกับสารสกัดที่ได้จากก้านตา ในการศึกษา
ความสามารถของแอนตบิอดีต่้อฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ไดเ้ริม่
จากการทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดี้ต่อฮอร์โมน GIH พบว่า แอนติบอดี้ต่อฮอร์โมน GIH มี
ความจ าเพาะต่อโปรตนีลูกผสม GIH และไม่สามารถจบักบัโปรตนีลูกผสม CHH และ MIH ทีม่ลีกัษณะ
โครงสรา้งคลา้ยคลงึกนั นอกจากนี้ยงัพบว่าแอนตบิอดี้ต่อ GIH มคีวามจ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH ในก้าน
ตากุ้งกุลาด า การศึกษาเบื้องต้นพบว่าแอนติบอดี้ต่อ GIH ที่ความเข้มข้น 1:500 สามารถจบัอย่าง
จ าเพาะกบัฮอรโ์มน GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 28.75 nM ส่งผลให้สามารถยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน
ลกูผสม GIH ไดป้ระมาณ 31.2% เมือ่เทยีบกบักลุ่มทีไ่ม่มแีอนตบิอดีต่้อ GIH จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะใช้
แอนตบิอดีต่้อ GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน GIH และน าไปสู่การพฒันารงัไข่ในกุ้งกุลาด าแม่
พนัธุ์ นอกจากนี้ได้ตรวจหา GIH ในเนื้อเยื่อก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะ
ต่างๆโดยเทคนคิอมิมโูนพยาธวิทิยา และพบว่าสามารถตรวจพบต าแหน่งของ GIH บรเิวณ sinus gland 
ใน optic lobe ของแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด า ซึง่เป็นแหล่งสะสมฮอรโ์มน GIH  

ในอนาคต จงึควรมกีารศกึษาปรมิาณฮอรโ์มน GIH ในกระแสเลอืดและที่สะสมที่บรเิวณ sinus 
gland ใน optic lobe ในระยะต่างๆของการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ เพื่อที่จะเข้าใจ
ความสมัพนัธร์ะหว่างฮอรโ์มน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ ์จะช่วยน าไปสู่ความเขา้ใจ
เกีย่วกบัระบบสบืพนัธุข์องกุง้กุลาด า และน าขอ้มลูทีไ่ดไ้ปบรูณาการสู่การประยุกต์แอนตบิอดีต่้อ GIH ใน
การกระตุน้การพฒันารงัไขข่องแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด า โดยไมต่อ้งตดัตากุง้ 
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1. บทน า 
     1.1 ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาวิจยั 
 กุ้งกุลาด ายงัคงเป็นสตัว์น ้าเศรษฐกิจที่เป็นสนิค้าส่งออกที่ท ารายได้ให้แก่ประเทศในอันดบัต้นๆ 
แมว้่าในปจัจุบนัสดัส่วนการผลติกุ้งขาวที่มตี้นทุนการผลติที่ต ่ากว่าจะเพิม่ขึน้และทดแทนการผลติกุ้ง
กุลาด า  แต่กุ้งกุลาด ายงัเป็นที่ต้องการในตลาดระดบัพรเีมี่ยม ดงันัน้จึงมกีารส่งเสรมิองค์ความรู้ที่
เกี่ยวขอ้งกบักุ้งกุลาด า ควบคู่กบัการพฒันาการเพาะเลีย้ง โดยอาศยัเทคโนโลยทีีม่ปีระสทิธภิาพเขา้มา
แก้ไขปญัหาส าคัญต่างๆที่เกิดขึ้นกับอุตสาหกรรมการเลี้ยงกุ้งในประเทศ เพื่อลดต้นทุนและเพิ่ม
ประสทิธภิาพในการผลติ อยา่งไรกต็ามขอ้จ ากดัทีส่ าคญัประการหนึ่งส าหรบัการพฒันาการเพาะเลีย้งกุ้ง
กุลาด า คอื พ่อแม่พนัธุ์ ที่ประเทศไทยยงัไม่มสีายพนัธุท์ี่ผ่านการปรบัปรุงพนัธุท์ี่สามารถใช้ได้ในระดบั
อุตสาหกรรมการผลติลูกกุ้งเช่นเดยีวกบักุ้งขาว จงึยงัมกีารใช้แม่พนัธุ์กุ้งกุลาด ามาจากธรรมชาต ิหรอื
จากการเลีย้งในบ่อดนิ และในอุตสาหกรรมการผลติลูกกุ้งทัง้กุ้งกุลาด าและกุ้งขาว ยงัคงอาศยัวธิตีดัก้าน
ตาในการเร่งการพฒันารงัไข่ร่วมด้วย เนื่องจากปมประสาทในบรเิวณก้านตาเป็นแหล่งผลติ gonad-
inhibiting hormone หรอืฮอรโ์มน GIH ทีท่ าหน้าทีย่บัยัง้การเจรญิของไข่ นอกจากนี้ปมประสาทบรเิวณ
กา้นตายงัผลติฮอรโ์มนทีม่คีวามส าคญัต่อการเจรญิเตบิโตและกระบวนการทางกายภาพของกุ้ง เทคนิค
การเร่งการพฒันารงัไข่โดยการตดัก้านตา จงึท าให้เกดิการสูญเสยีสมดุลของฮอรโ์มน และเร่งให้มกีาร
พฒันารงัไข่ตลอดเวลา ส่งผลใหป้รมิาณและคุณภาพของไข่น้อยลงและแม่พนัธุกุ์้งอ่อนแอในเวลาต่อมา 
จงึไม่นิยมน าแม่พนัธุ์กุ้งกลบัมาใช้ในการวางไข่อกี ซึ่งเป็นการใช้ทรพัยากรกุ้งอย่างสิ้นเปลอืงและไม่
คุม้ค่า ส่งผลใหแ้มพ่นัธุกุ์ง้ในธรรมชาตมิปีรมิาณลดลง รวมทัง้เป็นการเพิม่ค่าใชจ้่ายในการเพาะแม่พนัธุ์
กุ้งโดยไม่จ าเป็น ดงันัน้จงึจ าเป็นต้องศกึษาฮอรโ์มน GIH ของกุ้งกุลาด าโดยใช้ฮอรโ์มนลูกผสม GIH 
จากยสีต์ และใช้แอนติบอดทีี่จ าเพาะต่อฮอร์โมน GIH ในการอธบิายถึงหน้าที่และความสมัพนัธ์ของ
ฮอรโ์มน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของแม่พนัธุกุ์้งในระยะต่างๆ จะเป็นขอ้มลูเบือ้งต้นและน าไปสู่การบูร
ณาการ การประยุกต์ใช้แอนตบิอดทีี่จ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH ในการกระตุ้นให้กุ้งมวีางไข่ได้หลายตรัง้
ตามทีต่้องการ โดยไม่ต้องตดัก้านตาแม่พนัธุกุ์้ง และเป็นการช่วยลดค่าใชจ้่ายในขัน้ตอนการผลติลูกกุ้ง
กุลาด า โดยกระบวนการดงักล่าวอาจจะเป็นทางเลอืกใหมท่ีส่ามารถกระตุน้ใหกุ้ง้มกีารวางไขใ่นอนาคต 
     1.2 ผลงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 การพฒันาของรงัไข่ในสิ่งมชีวีติจ าพวกครสัเตเชี่ยน ถูกควบคุมด้วย Gonad-inhibiting hormone 
(GIH) หรอืเรยีกอกีชื่อหนึ่งว่า vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH)  [1] ซึง่เป็นเปปไทดฮ์อรโ์มนที่
สรา้งจากปมประสาทบรเิวณก้านตาในส่วนทีเ่รยีกว่า X-organ (XO) โดยจะส่งฮอรโ์มนผ่านแอกซอน 
(Axon) ไปเกบ็สะสมใน sinus gland (SG) และฮอรโ์มนน้ีจะถูกส่งไปยงัอวยัวะเป้าหมายโดยผ่านแอ่ง
เลอืด (hemolymph sinuses) บรเิวณขา้งเคยีงของ SG [2] ฮอรโ์มน GIH จดัอยู่ในกลุ่มของฮอรโ์มนทีม่ ี
ชื่อว่า CHH family ซึง่เป็นกลุ่มฮอรโ์มนทีส่ าคญัต่อการเจรญิเตบิโตและกระบวนการทางกายภาพของ
กุ้ง โดยมฮีอรโ์มนทีส่ าคญัในกลุ่มอกีสองชนิด ไดแ้ก่ Crustacean hyperglycemic hormone (CHH) ท า
หน้าทีห่ลกัในการควบคุมระดบัน ้าตาล [3] และ Molt-inhibiting hormone (MIH) ท าหน้าทีย่บัยัง้การ
ลอกคราบ [4] ฮอรโ์มนทัง้สามชนิดใน CHH family นี้มลี าดบักรดอะมโินทีค่ลา้ยคลงึกนั และมลีกัษณะ
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ส าคญัคอืมกีรดอะมโิน cysteine ในต าแหน่งอนุรกัษ์จ านวน 6 ต าแหน่ง [5] ขอ้มลูจากการศกึษาวจิยั
ส่วนใหญ่ของฮอรโ์มนในกลุ่มนี้จะเป็นการศกึษาโครงสรา้งและหน้าที่ของฮอรโ์มน CHH และ MIH 
อยา่งไรกต็ามขอ้มลูเกีย่วกบัฮอรโ์มน GIH ซึง่เป็นฮอรโ์มนทีส่ าคญัในการควบคุมการพฒันาของรงัไข่ยงั
มกีารศกึษาไม่มากนัก ได้มรีายงานครัง้แรกเกี่ยวกบัการศกึษาโครงสรา้งและหน้าที่ของฮอรโ์มน GIH 
จาก SG ของลอบสเตอร ์Homarus americanus [6] พบว่าฮอรโ์มน GIH ทีส่กดัจาก SG มขีนาด 7-8 
kDa และเมือ่น าไปทดสอบหน้าทีพ่บว่า ฮอรโ์มน GIH บรสิุทธิข์อง H. americanus ผลต่อการเจรญิของ 
oocyte ของกุ้ง Palemonetes Varians และมกีารศกึษาปรมิาณของฮอรโ์มน GIH ใน hemolymph ของ 
H. americanus ทีม่กีารเจรญิของรงัไข่ (vitellogenic stage) ในระยะต่างๆ พบว่า H. americanus มี
ฮอร์โมน GIH ในระดบัสูงเมื่ออยู่ในระยะต้นของการเจรญิของรงัไข่ (ระยะ immature หรอื pre-
vitellogenic) และจะมรีะดบัต ่าสุดเมื่อรงัไข่เจรญิเขา้สู่ระยะ vitellogenesis จากนัน้ฮอรโ์มน GIH จะเพิม่
สงูขึน้ เมื่อรงัไข่เจรญิสูงสุด (mature) ก่อนทีจ่ะมกีารวางไข่ [7] ดงันัน้ฮอรโ์มน GIH จงึถูกสนันิษฐานว่า 
มหีน้าทีส่ าคญัในการควบคุมการเจรญิของไขใ่นระยะตน้  
  กระบวนการเจรญิของรงัไข่ที่เรยีกว่า vitellogenesis เป็นกระบวนการสรา้งโปรตนีไวเทลลนิ 
(Vt) ซึง่เป็นส่วนประกอบส าคญัของ yolk ในไข่ทีม่กีารพฒันา  [8] โดยไวเทลลนิ ถูกสรา้งมาจากโปรตนี
ตัง้ต้นคอื ไวเทลโลจนีิน (Vg) ซึง่สรา้งไดท้ัง้จาก parenchymal cell ใน hepatopancreas และสรา้งจาก 
follicle cell ในรงัไข่เอง [9-10] โดยโปรตนีไวเทลโลจนีิน ทีส่รา้งจาก hepatopancreas จะถูกล าเลยีง
ผ่าน hemolymph ไปยงัรงัไข่ [11]โดยอาศยั receptor ที่จ าเพาะต่อโปรตนีไวเทลโลจนีิน [12-13] 
จากนัน้จะถูกเปลีย่นไปเป็นโปรตนีไวเทลลนิ ซึง่เป็นส่วนประกอบส าคญัของโปรตนีใน oocyte [14] ไดม้ี
การศกึษาระดบัของไวเทลโลจนีินใน hepatopancreas และในรงัไข่ ระหว่างกระบวนการพฒันาของรงั
ไข่ของกุ้ง Marsupenaeus japonicus พบว่ามกีารเพิม่ของไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA และมกีารเพิม่
ของโปรตนีไวเทลลนิ เมื่อรงัไข่มกีารพฒันาเขา้สู่ระยะทีส่องและสาม [15-16] ซึง่สมัพนัธก์บัระดบัของ
โปรตนีไวเทลโลจนีินใน hemolymph [17] ผลการศกึษานี้สอดคลอ้งกบัการเพิม่ขึน้ของระดบัไวเทลโล
จนีินในระดบั mRNA ในรงัไข่ และระดบัของโปรตนีไวเทลโลจนีินใน hemolymph ภายหลงัจากการ
กระตุ้นการพฒันาของรงัไข่ด้วยวธิตีดัตาในกุ้ง [15, 18] ขอ้มูลเหล่านี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการ
สงัเคราะห์ไวเทลโลจนีินสามารถใช้เป็นตวับ่งชี้ถึงการพฒันาของรงัไข่ได้ จงึได้มกีารตัง้สมมุติฐาน
เกี่ยวกบักลไกการท าหน้าทีข่องฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การเจรญิของรงัไข่ว่า ฮอรโ์มน GIH อาจ
ยบัยัง้กระบวนการ vitellogenesis ที่สองขัน้ตอนได้แก่ ยบัยัง้การสร้างไวเทลโลจนีินจากรงั
ไข่/hepatopancreas และการหลัง่ของไวเทลโลจนีิน จาก hepatopancreas หรอืยบัยัง้การน าไวเทลโล
จนีินเขา้สู่รงัไข ่[19]  
  ไดม้กีารศกึษาหน้าทีข่องฮอรโ์มนลูกผสม GIH ของ H. americanus ทีไ่ดจ้ากการแสดงออกใน
แบคทเีรยี Escherichia coli ต่อการสรา้งโปรตนีไวเทลโลจนีิน ในรงัไข่ของกุ้ง M. japonicus พบว่าระดบั 
mRNA ของโปรตนีไวเทลโลจนีิน จากชิ้นส่วนรงัไข่ที่เลี้ยงในอาหารที่มโีปรตนีลูกผสม GIH อยู่ดว้ย 
ลดลงเมือ่เทยีบกบั ระดบั mRNA ของโปรตนีไวเทลโลจนีิน  จากชิน้ส่วนรงัไข่ทีเ่ลีย้งในอาหารปกตทิีไ่ม่
มโีปรตนีลูกผสม GIH [20] ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ถงึหน้าทีข่องฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การ
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สรา้งไวเทลโลจนีินในระดบั mRNA ในรงัไข่ และแสดงใหเ้หน็ว่าฮอรโ์มน GIH สามารถท าหน้าทีใ่นครสั
เตเชยีนคนละชนิดไดอ้กีดว้ย 
 นอกจากนี้ยงัมรีายงานเกี่ยวกบัฮอรโ์มน GIH ทีส่กดัไดจ้ากก้านตาของ Procambarus bouvieri ซึง่
สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนีทีส่รา้งโปรตนีไวเทลโลจนีิน ในรงัไข่ของกุ้ง Penaeus vannamei ได ้
[21] และมขีอ้มลูเกี่ยวกบั GIH ทีไ่ดจ้ากการท า cDNA cloning ใน Nephrops norvegicus [22] และใน
กุ้งก้ามกราม Macrobrachium rosenbergii [23] แต่ยงัไม่มกีารศกึษาหน้าทีท่ีแ่น่ชดัของฮอรโ์มน  GIH 
จากสิง่มชีวีติทัง้สองดงักล่าว ในกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) ผูว้จิยัและคณะไดศ้กึษาโครงสรา้งและ
หน้าทีข่องฮอรโ์มน GIH [24] พบว่าฮอรโ์มน GIH ทีโ่คลนไดจ้ากก้านตาแม่พนัธุกุ์้งกุลาด า มหีน้าทีเ่ป็น
ฮอรโ์มนยบัยัง้การพฒันาของรงัไข่ จากการทดสอบดว้ยเทคโนโลย ีRNA interference โดยการใชอ้าร์
เอน็เอสายคู่ (dsRNA) ทีจ่ าเพาะต่อ GIH ในการยบัยัง้การสรา้ง GIH ในระดบั mRNA พบว่าเมื่อมกีาร
ยบัยัง้การสรา้ง GIH ในระดบั mRNA จะสามารถกระตุ้นให้มกีารแสดงออกของไวเทลโลจนีินในระดบั 
mRNA เพิม่ขึน้ในรงัไข่ของแม่พนัธุกุ์้ง อย่างไรกต็าม แมอ้ารเ์อน็เอสายคู่ทีจ่ าเพาะต่อ GIH จะสามารถ
ยบัยัง้การสรา้งฮอรโ์มน GIH ในระดบั mRNA แลว้ส่งผลใหม้กีารพฒันาของรงัไข่ในแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าได ้
[25] แต่อาจยงัมฮีอรโ์มน GIH สะสมอยู่ที ่sinus gland ในก้านตา และ/หรอืฮอรโ์มน GIH ทีถู่กปล่อย
ออกมาใน hemolymph ทีย่งัสามารถยบัยัง้การพฒันาของรงัไข่ในช่วงแรกไดอ้ยู่ ส่งผลใหก้ารพฒันารงั
ไข่ในกุ้งแม่พนัธุ์ที่ฉีดอารเ์อ็นเอสายคู่เกดิขึน้ช้ากว่าในกุ้งแม่พนัธุ์ที่ถูกกระตุ้นให้มกีารพฒันารงัไข่โดย
เทคนิคการตดัตาซึง่เป็นการท าลายฮอรโ์มนทีส่รา้งและสะสมอยู่ในก้านตาโดยตรง ดงันัน้การยบัยัง้การ
ท างานของฮอรโ์มน GIH ทีร่ะดบัโปรตนีจงึเป็นอกีแนวทางหนึ่งทีน่่าจะใชใ้นการกระตุ้นการพฒันาของ
รงัไข่ในกุ้งได้ด ีตวัอย่างเช่นการใช้แอนติบอดทีี่จ า เพาะต่อฮอร์โมน GIH ไปยบัยัง้การท างานของ
ฮอรโ์มน GIH ดงัทีม่รีายงานว่าการฉีดแอนตบิอดสีามารถยบัยัง้การท าหน้าทีข่องฮอรโ์มน CHH ซึง่ป็น
ฮอรโ์มนในกลุ่มเดยีวกบั GIH ไดจ้รงิ [26-27] จากแนวคดิดงักล่าว จงึจ าเป็นต้องศกึษาฮอรโ์มน GIH 
ของกุง้กุลาด าโดยใชฮ้อรโ์มนลกูผสม GIH จากยสีต ์และใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH ในการ
อธบิายถงึหน้าที่และความสมัพนัธ์ของฮอร์โมน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของแม่พนัธุ์กุ้งในระยะต่างๆ 
เพื่อจะน าความรูท้ีไ่ดน้ี้จะเป็นขอ้มลูเบือ้งต้นทีจ่ะน าไปสู่การประยุกต์ใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อฮอรโ์มน 
GIH ในการกระตุน้ใหกุ้ง้มวีางไขไ่ดห้ลายตรัง้ตามทีต่อ้งการ โดยไมต่อ้งตดักา้นตาแมพ่นัธุใ์นอนาคต 
     1.3 วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1. ผลติฮอรโ์มนลกูผสม GIH ของ P. monodon ทีไ่ดจ้ากการแสดงออกในยสีต ์Pichia pastoris 
2. ศกึษาหน้าทีข่องฮอรโ์มนลกูผสม GIH ในการยบัยัง้การแสดงออกของยนีทีส่รา้งโปรตนีไวเทล

โลจนีิน  ในเซลลป์ฐมภมูริงัไขข่องกุง้ P. monodon 
3. ศกึษาความสามารถในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลกูผสม GIH โดยแอนตบิอดต่ีอ

ฮอรโ์มน GIH ในเซลลป์ฐมภมูริงัไขข่องกุง้ P. monodon 
4. ศกึษาความสมัพนัธข์องฮอรโ์มน GIH ต่อการพฒันารงัไขข่องแมพ่นัธุกุ์ง้ในช่วงระยะต่างๆโดย

แอนตบิอดต่ีอฮอรโ์มน GIH 
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2. วิธีการทดลอง 
2.1 การผลิตโปรตีนลกูผสม GIH ในยีสต์ Pichia pastoris และแยกบริสทุธ์ิฮอรโ์มน

ลกูผสม GIH 
      น าพลาสมดิลูกผสมที่มชีิ้น cDNA ของ GIH จากกุ้งกุลาด า เชื่อมต่ออยู่ในเวคเตอรท์ี่ใช้
ส าหรบัการแสดงออกในยสีต์ (pPICZA) [25] โดยใหอ้ยู่ภายใต้โปรโมเตอร ์AOX1 (Alcohol Oxidase 
1) ซึ่งจะสามารถเหนี่ยวน าให้มกีารแสดงออกของโปรตีน GIH จากโปรโมเตอร ์AOX1 ได้ด้วย 
methanol ท าการตดัดว้ยเอนไซม ์DraI และน าเขา้สู่เซลลข์อง P. pastoris สายพนัธุ ์KM71 ดว้ยวธิ ี
electroporation [28] แลว้คดัเลอืก P. pastoris ทีม่พีลาสมดิลูกผสมดว้ย Zeocin ทีค่วามเขม้ขน้ 100 
µg/ml และท าการตรวจสอบพลาสมดิลูกผสม GIH ในจโีนมของยสีต์ ดว้ยวธิ ีcolony PCR โดยอาศยั
ไพรเมอร์ 5’AOX1 และ 3’AOX1 ภายหลงัจากการยนืยนัล าดบันิวคลโีอไทด์ดงักล่าว จะท าการ
แสดงออกโดยการเหนี่ยวน าดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 3 % เป็นระยะเวลา 2 วนั จากนัน้จงึเพิม่
ความเขม้ขน้ของโปรตีนลูกผสม GIH และแยกบรสิุทธิเ์บื้องต้น ด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยสาร
แอมโมเนียมซลัเฟต ที่ความเขม้ขน้ ตัง้แต่ 40-50% และแยกบรสิุทธิด์้วยหลกัการ Reverse-phase 
chromatography โดยวธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีม่ ีpacking เป็น C18 
(Sep-pak C18 (SPE) classic; Waters, US) ทีม่ปีรมิาณ Acetonitrile ตัง้แต่ 20-50 % (v/v) + 0.1 % 
(v/v) TFA แลว้วเิคราะหค์วามบรสิุทธิแ์ละปรมิาณของโปรตนีลูกผสม GIH ดว้ย SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis  
 2.2 การเตรียมสารสกดัจากก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกลุาด า  
      ท าการแยก Optic lobe จากก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะ 0-1 
และน าเนื้อเยื่อทีไ่ดน้ี้มาสกดัในสารละลาย 0.9 M NaCl ทีม่ ี 50% (v/v) Acetronitrile จากนัน้จงึน า
สารละลายทีไ่ด ้มาป ัน่แยกสารสกดัออกจากเน้ือเยื่อ ทีค่วามเรว็ 13,000 rpm เป็นเวลา 30 นาท ีและน า
สารละลายทีไ่ดม้าท าใหบ้รสิุทธิ ์โดยผ่าน column Sep-pak C18 (SPE) (Waters, US) ทีม่ปีรมิาณ 
Acetonitrile ตัง้แต่ 30-60 % (v/v) + 0.1 % (v/v) TFA ภายหลงัจากก าจดัสารละลาย Acetonitrile โดย
วธิกีารระเหย จะน าสารสกดัทีไ่ดไ้ปละลายในอาหาร 2xL15 (2X Leibovitz’s L-15 medium, 1% D-
Glucose, 0.5% NaCl, 6.6 mg/ml Lactalbumin) ทีม่ ี 15%(v/v) fetal bovine serum และ 15% (v/v) 
shrimp meat extract และมยีาปฏชิวีะนะ 200 IU/ml penicillin, 200 g/ml streptomycin, 40 µg/ml 
gentamicin sulphate เพื่อทดสอบหน้าทีข่องฮอรโ์มน GIH ในเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขต่่อไป 
 2.3 การทดสอบหน้าท่ีของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่ 
      ขัน้ตอนการเตรยีมเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ เริม่จากการแยกรงัไข่จากแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มี
การพฒันารงัไข่ในระยะ 1-2 และตดัชิน้เนื้อเยื่อใหม้คีวามยาวประมาณ 5 มลิลเิมตร มาลา้งในอาหาร 
2xL15 (2X Leibovitz’s L-15 medium, 1% D-Glucose, 0.5% NaCl, 6.6 mg/ml Lactalbumin) ทีม่ ี
ยาปฏชิวีะนะ 1,000 IU/ml penicillin, 1,000 g/ml streptomycin, 4 mg/ml gentamicin sulphate 
จ านวน 4 ครัง้ และลา้งชิน้เนื้อเยื่อในอาหาร 2xL15 (2X Leibovitz’s L-15 medium, 1% D-Glucose, 
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0.5% NaCl, 6.6 mg/ml Lactalbumin) ทีม่ยีาปฏชิวีะนะ 2,000 IU/ml penicillin, 2,000 g/ml 
streptomycin, 8 mg/ml gentamicin sulphate จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้จงึน าชิน้เนื้อเยื่อดงักล่าวมาตดั
ดว้ยกรรไกรใหม้ขีนาดเลก็ทีสุ่ด แลว้เตมิอาหาร 2xL15 (2X Leibovitz’s L-15 medium, 1% D-Glucose, 
0.5% NaCl, 6.6 mg/ml Lactalbumin) ทีม่ ี15%(v/v) fetal bovine serum และ 15% (v/v) shrimp meat 
extract และมยีาปฏชิวีะนะ 200 IU/ml penicillin, 200 g/ml streptomycin, 40 µg/ml gentamicin 
sulphate และยา้ย cell suspension ไปในขวดทีม่แีท่งแม่เหลก็ จากนัน้จงึกวน cell suspension เพื่อให้
เซลล์หลุดออกจากเนื้อเยื่อมากขึน้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นระยะเวลาประมาณ 20-30 นาท ี และทิ้งให้มกีาร
แยกชัน้ระหว่างเนื้อเยื่อขนาดใหญ่เป็นเวลา 5 นาท ี จงึดูด cell suspension มาปรบัความหนาแน่นของ
เซลลใ์หเ้หมาะสม จากการภายดใูตก้ลอ้งจลุทรรศน์ และดูด cell suspension ปรมิาตร 0.5 มลิลติร ลงใน
ถาดเลีย้งเซลลข์นาด 24 หลุม และเลีย้งเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ ทีอุ่ณหภูม ิ26 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา
ประมาณ 3 วนั จงึท าการเติมโปรตีนลูกผสม GIH บรสิุทธิ ์ในปรมิาณต่างๆ เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
เปรยีบเทยีบกบัสารสกดัจากก้านตาจากแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะ 0-1 จากนัน้สกดั
อารเ์อน็เอ (RNA) จากเซลลป์ฐมภมูริงัไข่ ดว้ยสารสกดั Ribozol (AMRESCO, USA) และตรวดวดัระดบั 
mRNA ของไวเทลโลจนีินดว้ยวธิ ีRT-PCR เปรยีบเทยีบกบัเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ทีเ่ลีย้งในอาหารทีม่ ี
สารสกดัจากก้านตาของกุ้ง และเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารปกติ เพื่อให้ทราบว่าฮอร์โมนลูกผสม GIH 
สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนีไวเทลโลจนีินไดห้รอืไม่ 
 2.4 การวิเคราะห์ระดบั mRNA ของไวเทลโลจีนินด้วยวิธี Reverse-transcription    
                  polymerase chain reaction (RT-PCR) 
      เพื่อทีจ่ะท าการวเิคราะหร์ะดบั mRNA ของไวเทลโลจนีิน (Vg) จากเซลลป์ฐมภูมริงัไข่ เริม่
จากสกดัอารเ์อน็เอจากเซลลป์ฐมภูมริงัไข่ โดยใชส้ดัส่วนสารสกดั Ribozol (AMRESCO, USA) ปรมิาณ 
500 ไมโครลติร ต่อเซลล์ปฐมภูมริงัไข่ 1 หลุม แลว้สกดัตามวธิดีงัเอกสารแนบของสารสกดั Ribozol 
(AMRESCO, USA)  จากนัน้จงึสงัเคราะห์ cDNA จาก RNA ปรมิาณ 1 ไมโครกรมั ทีม่ ีoligo(dT)16 
(ไพรเมอร ์PRT) ปรมิาณ  500 นาโนโมลาร ์หลงัจากนัน้น าไปท าใหร้อ้นทีอุ่ณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีล 
เป็นเวลา 5 นาท ี และน ามาวางบนน ้าแขง็ 5 นาท ี จงึใส่สารเคมทีีป่ระกอบไปดว้ย 1X ImProm-II 
buffer และ 3 มลิลโิมลาร ์MgCl2 และ 500 ไมโครโมลาร ์dATP, dCTP, dGTP, dTTP และ 200 units 
ของ ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega, USA)  ในปรมิาตรทัง้หมด 20 ไมโครลติร แลว้
น าไปท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 5 นาท ีและอุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีล เป็น
เวลา 60 นาท ีเพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิาการสงัเคราะห์ cDNA หลงัจากนัน้จงึหยุดปฏกิริยิา ทีอุ่ณหภูม ิ 70 
องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 15 นาท ี 
               จากนัน้ cDNA ของไวเทลโลจนีินถูกน ามาเพิม่ปรมิาณโดยวธิ ี PCR ดว้ยไพรเมอร ์Vg-F 
และ Vg-R ซึง่ในปฏกิริยิาประกอบไปด้วย cDNA ปรมิาตร 1 ไมโครลติร และ 1X (NH4)2SO4 buffer 
และ 1.5 มลิลโิมลาร ์MgCl2 และ 200 ไมโครโมลาร ์dATP, dCTP, dGTP, dTTP และ 1 units ของ Taq 
Polymerase (Fermentas, USA)  ในปรมิาตรทัง้หมด 25 ไมโครลติร แลว้น าไปท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูม ิ



6 

 

94 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 30 วนิาท ี และอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 30 วนิาท ี และ
อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 1 นาท ีจ านวน 35 รอบ โดยปรมิาณ cDNA ของไวเทลโลจนีิน จะ
ถูก normalized โดยใช ้housekeeping gene ในทีน่ี้คอืยนี Actin ( ท าการเพิม่ปรมิาณ cDNA ของ Actin 
ดว้ยไพรเมอร ์Actin-F และ Actin-R โดยท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 30 วนิาท ี
และอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 30 วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 1 นาท ี
เป็นจ านวน 21 รอบ) ผลการทดลองจะแสดงเป็นการเปรยีบเทยีบระดบั expression ของยนี Vg ต่อ 
Actin  
            2.5 การใช้แอนติบอดีต่อฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลกูผสม GIH ใน
เซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่ 
     ก่อนทีจ่ะน าแอนตบิอดต่ีอ GIH ไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน
ลกูผสม GIH ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข ่ จะตอ้งท าการทดสอบการจบักนัของแอนตบิอดต่ีอ GIH กบั
โปรตนีลกูผสม GIH เพื่อทีจ่ะหาปรมิาณของแอนตบิอดทีีพ่อเหมาะ โดยการทดลองในขัน้ตอนนี้จะใช้โพลิ
โคลนอลแอนตบิอดต่ีอ GIH ทีส่รา้งในกระต่ายซึง่ผลติไดจ้ากโครงการวจิยัก่อนหน้านี้ของคณะผูว้จิยั 
         2.5.1 ทดสอบการจบัของแอนติบอดีกบัโปรตีนลูกผสม GIH 
       หาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมระหว่างโปรตนีลูกผสม GIH และแอนตบิอดีท้ีจ่ะท าใหแ้อนติ
บอดีจ้บักบัโปรตนีลกูผสมไดด้ทีีสุ่ด โดยบ่มโปรตนีลกูผสม GIH ในปรมิาณทีส่ามารถยบัยัง้การแสดงออก
ของไวเทลโลจนีินไดด้ทีีสุ่ดจากขอ้ 2.3 กบัแอนตบิอดทีีเ่จอืจางใหม้คีวามเขม้ขน้ต่างๆ ในหลอดทดลองที่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 20 ชัว่โมง ป ัน่แยกโปรตนีลูกผสมทีจ่บักบัแอนตบิอดแีละโปรตนี
ลูกผสมทีไ่ม่ถูกจบัดว้ยแอนตบิอดี ทีค่วามเรว็ 13,000 rpm ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 10 
นาท ีแลว้วเิคราะหป์รมิาณโปรตนีทัง้สองส่วนดว้ย SDS-PAGE   

 2.5.2 ทดสอบผลของแอนติบอดีต่อ GIH ในการกระตุ้นการแสดงออกของไวเทลโล   
                จีนินในระดบั mRNA ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่ 

      บ่มโปรตนีลกูผสมกบัแอนตบิอดใีนอตัราส่วนทีม่กีารจบัดทีีสุ่ดจากจากขอ้ 2.5.1 
หลงัจากป ัน่แยกโปรตนีลกูผสม GIH ทีจ่บักบัแอนตบิบอดอีอกไป แลว้น าโปรตนีลกูผสม GIH ทีเ่หลอืมา
เตมิลงในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไขเ่ป็นเวลา 20 ชัว่โมง จากนัน้ท าการตรวจวดัระดบั mRNA ของไวเทลโล
จนีินในเซลลป์ฐมภมู ิ เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีเ่ลีย้งในอาหารปกต ิ และอาหารทีม่โีปรตนีลกูผสมทีไ่มไ่ด้
ผ่านการบ่มกบัแอนตบิอด ี นอกจากนี้จะท าการทดสอบว่าแอนตบิอดต่ีอ GIH สามารถจบักบัฮอรโ์มน 
GIH ในกา้นตากุง้กุลาด าแม่พนัธุ ์ (เตรยีมดงัขัน้ตอนตามขอ้ที ่ 2.2) และจะมผีลต่อการยบัยัง้การสรา้งไว
เทลโลจนีินไดห้รอืไม ่โดยจะศกึษาในลกัษณะเดยีวกบัโปรตนีลกูผสมคอื เปรยีบเทยีบระดบั mRNA ของ
ไวเทลโลจนีินในเซลลท์ีเ่ลีย้งดว้ยอาหารทีม่สีารสกดัจากกา้นตาทีเ่หลอืหลงัจากบ่มกบัแอนติบอด ี กบั
ระดบั mRNA ของไวเทลโลจนีินในเซลลท์ีเ่ลีย้งในอาหารปกต ิและเซลลท์ีเ่ลีย้งในอาหารทีม่สีารสกดัจาก
กา้นตาทีไ่มไ่ดผ้่านการบ่มกบัแอนตบิอดมีาก่อน 
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            2.6 ศึกษาความสมัพนัธ์ของฮอร์โมน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของกุ้งแม่พนัธุ์ในระยะ
ต่างๆ โดยแอนติบอดีต่อฮอรโ์มน GIH 
               ศกึษาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH จากเนื้อเยือ่ทีม่กีารสรา้งฮอรโ์มน GIH ในกุง้กุลาด าแม่พนัธุท์ีม่ ี
ระยะการพฒันารงัไขต่่างๆ โดยใชเ้ทคนิคอมิมโูนพยาธวิทิยา โดยจะเตรยีมชิน้เน้ือจาก paraffin sections  
                  2.6.1 เตรียมตวัอย่างทางอิมมโูนพยาธิวิทยา 
                     ท าการรกัษาสภาพของเซลลแ์ละเนื้อเยื่อทีต่้องการจะศกึษา (fixation and embedding) 
โดยการฉีดและแช่สารละลาย fixative (Davison solution) เพื่อใหส้ารละลาย fixative สามารถเขา้ไปใน
เซลลไ์ด้อย่างรวดเรว็ และ แช่เนื้อเยื่อในสารละลาย fixative ประมาณ 48 ชัว่โมง เพื่อใหเ้กดิการ fix 
เนื้อเยือ่ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ จากนัน้เนื้อเยื่อจะผ่านขบวนการเตรยีมชิน้เนื้อเยื่อดว้ยเครื่องอตัโนมตัโิดยผ่าน
น ้ายาเคมต่ีางๆ เช่น  alcohol,  xylene , paraffin และน าชิน้เนื้อเยื่อนัน้มา embed ใน paraffin ซึง่
อุณหภูมไิม่ควรเกนิ 56 องศาเซลเซยีล แลว้จงึท าการตดั paraffin section ดว้ยเครื่อง microtome ที่
ความหนา 5 ไมครอน จากนัน้ท าการล้าง paraffin ที่ติดกับเนื้อเยื่อ (deparaffinization) และ 
rehydration เพื่อท าการยอ้มในขัน้ต่อไป 
                  2.6.2 ตรวจหาแอนติเจนโดยเทคนิคอิมมโูนพยาธิวิทยา 

                น าเ น้ือเยื่อที่ต้องการตรวจสอบมาป้องกันการจับแบบไม่จ าเพาะจากปฏิกิริยา 
hydrophobic bonding ระหว่าง immunoglobulin กบัโปรตนีจากเนื้อเยื่อโดยใช ้10% foetal Bovine 
serum จากนัน้จงึท าการเตมิโพลโีคลนอลแอนตบิอดีท้ีจ่ าเพาะต่อ GIH ซึง่ใชเ้ป็น primary antibody และ
เตมิ secondary antibody (peroxidase-conjugated antibody) จากนัน้จงึเตมิ substrate (H2O2) และ 
chromagen (3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB) เพื่อใหเ้อน็ไซมท์ าปฏกิริยิาใหเ้กดิสี
น ้าตาลในต าแหน่งทีม่กีารจบักนัของฮอรโ์มน GIH และแอนตบิอดีท้ีจ่ าเพาะต่อ GIH 
3. ผลการทดลอง                  

3.1 การผลิตโปรตีนลกูผสม GIH ในยีสต ์Pichia pastoris  

          น าพลาสมดิลูกผสม GIH ทีเ่ชื่อมต่อชิน้ mature GIH cDNA เขา้กบัเวคเตอร ์ pPICZA เขา้สู่
เซลลข์องยสีต์ Pichia pastoris สายพนัธุ ์KM71 ดว้ยวธิ ีelectroporation โดยเซลลเ์จา้บา้น P. pastoris 
สายพนัธุ์ KM71 สามารถแสดงออกของฮอร์โมนลูกผสม GIH ภายใต้ โปรโมเตอร ์AOX1 (Alcohol 
Oxidase 1) ด้วยสาร methanol และหลัง่ฮอรโ์มนลูกผสม GIH ออกจากเซลล์ยสีต์สู่อาหารเลี้ยงเชื้อ 
จากนัน้จงึคดัเลอืก P. pastoris ทีม่พีลาสมดิลูก ผสม GIH ดว้ยยาปฏชิวีนะ Zeocin จากนัน้จงึท าการ
ตรวจสอบ integration ของพลาสมดิลูกผสม GIH ใน genomic DNA ของเซลลเ์จา้บา้น ดว้ยวธิ ี colony 
PCR (รปูที ่ 1) และ ตรวจสอบความถูกต้องของล าดบันิวคลโีอไทดข์อง PCR product ทีไ่ดจ้าการท า 
Direct sequencing จากนัน้จงึท าการเหนี่ยวน าให้มกีารแสดงออกของโปรตนี GIH จากโปรโมเตอร ์
AOX1 ด้วย methanol ที่ความเขม้ขน้และเวลาต่างๆ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมและให้ปรมิาณโปรตนี
ลูกผสม GIH ไดด้ทีีสุ่ด จากการทดสอบการแสดงออกของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ของกุ้งกุลาด า (rPem-
GIH) ในยสีต์ P. pastoris ในสภาวะต่างๆ พบว่าสามารถผลติฮอรโ์มนลูกผสมทีม่ขีนาดประมาณ 9 kDa 
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โดยมกีารแสดงออกไดด้ทีีสุ่ดเมื่อกระตุ้นดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 3% (v/v) เป็นเวลา 2 วนั ที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีล โดยสามารถผลติโปรตนีทีห่ลัง่ออกนอกยสีต์เซลล์ไดใ้นปรมิาณ 0.5-1 mg 
จากเซลลเ์จา้บา้นทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ 1 ลติร (รปูที ่2)  
 

                        
 

รปูท่ี 1 ทดสอบ integration ของพลาสมิดลูกผสม GIH ในgenomic DNA ของยีสต ์P. pastoris โดยวิธี Colony 
PCR 

Agarose gel electrophoresis แสดง PCR product ทีจ่ าเพาะต่อไพรเมอร์ 5’AOX1 และ 3’AOX1 ทีม่คีวาม
ยาวประมาณ  750 นิวคลโีอไทด์ ทีม่พีลาสมดิลูกผสม GIH เป็น template (+ve) เปรยีบเทยีบกบัPCR product ที ่ทีม่ ี
เฉพาะ genomic DNA ของยสีต์ P. pastoris เป็น template และ PCR product ทีม่คีวามยาวประมาณ 570 นิวคลโีอ
ไทด ์ทีม่พีลาสมดิ pPICZαA ใน genomic DNA ของยสีต์ P. pastoris เป็น template : M แสดงแถบดเีอน็เอมาตรฐาน 
100 bp ladder; 1-10  แสดง PCR product ทีม่คีวามยาวประมาณ  750 นิวคลโีอไทด์ ทีม่พีลาสมดิลูกผสม GIH ใน 
genomic DNA ของยสีต ์P. pastoris เป็น template; -ve แสดง PCR product ของปฏกิริยิาทีไ่ม่ไดเ้ตมิ DNA template 
 

                                                                

                                               รปูท่ี 2  การแสดงของฮอรโ์มนลูกผสม GIH  
 SDS-PAGE แสดงโปรตนีลกูผสม GIH ทีห่ลัง่ออกนอกเซลลย์สีต ์P. pastoris ปรมิาณ 1 มลิลลิติรของอาหาร
เลีย้งเชือ้ เมื่อกระตุน้ดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 2% เป็นเวลา 2 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีล; M แสดงโปรตนี
มาตรฐานทีข่นาดต่างๆ 
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3.2 การแยกบริสทุธ์ิฮอรโ์มนลกูผสม GIH 
สามารถท าการแยกบรสิุทธิเ์บื้องต้นและเพิม่ความเขม้ขน้ของโปรตนีลูกผสม GIH ด้วยการ

ตกตะกอนโปรตนีดว้ยสารแอมโมเนียมซลัเฟต ทีค่วามเขม้ขน้ 40-50 % ของสารแอมโมเนียมซลัเฟต
นั ้นสามารถตกตะกอนโปรตีน จากนั ้นจึงท าการแยกบริสุทธิด์้วยหลักการ Reverse-phase 
chromatography โดยวธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีม่ ีpacking เป็น C18 
(Sep-pak C18 (SPE) classic; Waters, US) ทีม่ปีรมิาณ Acetonitrile ตัง้แต่ 20-50 % (v/v) + 0.1 % 
(v/v) TFA แล้วท าการวเิคราะห์ความบรสิุทธิแ์ละปรมิาณของโปรตนีลูกผสม GIH ด้วย SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (รปูที ่3) 
 

                         

                                               รปูท่ี 3  การแยกบริสุทธ์ิของฮอรโ์มนลูกผสม GIH  
 SDS-PAGE แสดงโปรตนีลกูผสม GIH ภายหลงัจากการแยกบรสิุทธิ ์โดยวธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse 
phase ทีค่วามเขม้ขน้ 20-50% acetonitrile + 0.1% TFA โดยหมายเลข 1 2 และ 3 เป็นล าดบัของ fraction (1 column volume/fraction); 
40-50% rGIH แสดงโปรตนีลกูผสม GIH ภายหลงัจากการตกตะกอนโปรตนีดว้ยสารแอมโมเนียมซลัเฟต ทีค่วามเขม้ขน้ 40-50 %; M แสดง
โปรตนีมาตรฐานทีข่นาดต่างๆ 

          
3.3 การทดสอบหน้าท่ีของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่ 
เตรยีมเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่บรเิวณ anterior lobe และ lateral lobe จากแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าทีม่ ี

การพฒันารงัไข่ในระยะ 1-2 เลีย้งในอาหาร 2X L15 (2X Leibovitz’s L-15, 1% D glucose, 0.5% NaCl 
and 6.66 mg/ml lactalbumin) ทีม่กีารเตมิดว้ย 15%(v/v) fetal bovine serum, 15% (v/v) shrimp meat 
extract ทีใ่ส่ antibiotic 200 IU penicillin, 200 µg/ml streptomycin และ 40 µg/ml gentamicin 
sulphate ภายหลงัจากทีเ่ซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขม่กีารยดึเกาะจานเพาะเลีย้งและเพิม่จ านวน ประมาณ 2-3 
วนั (รปูที ่4) จงึเตมิโปรตนีลกูผสม GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 50 และ100 นาโนกรมั และ เตมิสารสกดัก้าน
ตาของแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าทีม่กีารพฒันารงัไข่ในระยะ 1 เทยีบเท่าเป็น 0.1, 0.5 และ 2 ก้านตา ทีอุ่ณหภูม ิ
26 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 20 ชัว่โมง จงึสกดัแยก RNA จากเซลลป์ฐมภูม ิและวเิคราะห์ระดบัการ
แสดงออกของยนีVg ดว้ยวธิ ีRT-PCR ดงัแสดงในรปูที ่5  
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                                                                   รปูท่ี 4  เซลลป์ฐมภมิูของรงัไข ่
เซลลป์ฐมภมูขิองรงัไข ่จากแมพ่นัธุก์ุง้กุลาด าทีม่กีารพฒันารงัไขใ่นระยะ 1-2 เลีย้งในอาหาร 2X L15 ระยะเวลา 3 วนั (ก าลงัขยาย 100-400 
เท่า); เซลลป์ฐมภมูขิองรงัไข ่ส่วนใหญ่มรีปูร่างกลม  
 

                                                     

 รปูท่ี 5 ผลกระทบของฮอรโ์มนลูกผสม GIH ต่อการแสดงออกของไวเทลโลจีนิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข ่
กราฟแสดงความสมัพนัธข์องการแสดงออกของ Vg ต่อ Actin (ค่าเฉลีย่ของระดบั transcript ของ Vg ต่อ Actin  SEM) จากเซลล์ปฐมภูมิ
ของรงัไขป่กต ิ(n = 7-9) และเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขท่ีเ่ตมิสารสกดักา้นตาของแมพ่นัธุก์ุง้กุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะ 1 เทยีบเท่าเป็น 
0.1, 0.5 และ 1 กา้นตา (n = 9) และเตมิโปรตนีลูกผสม GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 10 นาโนกรมั (5.75 nM), 50 นาโนกรมั (28.75 nM) และ 100 
นาโนกรมั (57.5 nM) นาโนกรมั (n = 7, 9 และ 7 ตามล าดบั); โดยม ีActin เป็น internal control; a* แสดงความแตกต่างทางสถติเิมือ่
ทดสอบด้วย Independent T-test ที่ p<0.05; b* แสดงความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่ม 7 เทยีบกบักลุ่ม 1 เมื่อทดสอบด้วย 
Independent T-test ที ่p<0.05 

จากการทดลองพบว่า ระดบัการแสดงออกของยนี Vg ในกลุ่มทีม่สีารสกดัก้านตาของแม่พนัธุกุ์้ง
กุลาด า เทยีบเท่าเป็น 0.5 และ 1 ก้านตา ลดลงเมื่อเทยีบกบักลุ่มเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ปกตทิีใ่ช้เป็น
กลุ่มควบคุม และโปรตนีลูกผสม GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 10, 50 และ100 นาโนกรมั (เทยีบเท่ากบั 5.75, 
28.75 และ 57.5 nM ตามล าดบั) สามารถลดระดบัการแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข ่
เช่นเดยีวกบัสารสกดัจากก้านตา และพบว่า สารสกดัก้านเทยีบเท่าเป็น 0.5 ก้านตา และ โปรตนีลูกผสม 
GIH ทีป่รมิาณ 100 นาโนกรมั กรมั (เทยีบเท่ากบั 57.5 nM)  สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนี Vg 
ไดด้ทีีสุ่ดเมื่อเทยีบในกลุ่มความเขม้ขน้ต่างๆของสารสกดัก้านตา และ โปรตนีลูกผสม GIH  แลว้เมื่อน า

a* 

b* 
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ค่าการแสดงออกของยนี Vg ของกลุ่มทีม่โีปรตนีลูกผสม GIH ทีป่รมิาณ 100 นาโนกรมั เทยีบกบักลุ่ม
ควบคุม พบว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อทดสอบดว้ย Independent T-test  (p<0.05) 
อกีดว้ย นอกจากนี้พบว่า ค่าการแสดงออกของยนี Vg ของกลุ่มทีม่โีปรตนีลูกผสม GIH ทีป่รมิาณ 50 
และ 100 นาโนกรมั นัน้มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิที่ p value <0.05   ดงันัน้โปรตนี
ลกูผสม GIH สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขไ่ด ้

3.4 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอด้ีต่อโปรตีนลกูผสม GIH      
ทดสอบความจ าเพาะของแอนตบิอดี้ต่อ GIH กบัโปรตนีลูกผสม GIH เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี

ลูกผสม CHH และ MIH ซึ่งโปรตีนทัง้สองมลีกัษณะและโครงสรา้งคล้ายกบัฮอร์โมน GIH โดยวธิ ี
Western blot จากการทดสอบ พบว่าแอนตบิอดีต่้อ GIH สามารถจบัไดเ้ฉพาะโปรตนีลูกผสม GIH และ
ไมส่ามารถจบักบัโปรตนีลกูผสม CHH และ MIH (รปูที ่6) จงึแสดงว่า แอนตบิอดีต่้อ GIH มคีวามจ าเพาะ
ต่อ GIH เท่านัน้ 

                               
                                            รปูท่ี 6 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอด้ีต่อ GIH 
A : SDS-PAGE แสดงโปรตนีลกูผสม  CHH MIH และGIH ปรมิาณ  500 นาโนกรมั  
B : ฟิลม ์X-ray ภายหลงัจากการวเิคราะหด์ว้ย Western blot โดยมโีปรตนีลกูผสม  CHH MIH และ GIH ปรมิาณ  100 นาโนกรมั และ 
โปรตนีลกูผสม  GIH ปรมิาณ  500 นาโนกรมั; แอนตบิอดีท้ีจ่ าเพาะต่อ GIH  ทีค่วามเขม้ขน้ 1:10,000 
M แสดงโปรตนีมาตรฐานทีข่นาดต่างๆ 
 

3.5 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอด้ีต่อฮอรโ์มน GIH จากสารสกดัก้านตา      
ท าการทดสอบความจ าเพาะของแอนตบิอดีต่้อ GIH กบัฮอรโ์มน GIH จากสารสกดัก้านตากุ้ง

กุลาด า โดยวธิ ีWestern blot ก่อนทีจ่ะน าแอนตบิอดีต่้อ GIH ไปทดสอบในขัน้ต่อไป ในการทดสอบนี้ได้
ใช ้optic lobe จากกา้นตากุง้กุลาด าอายปุระมาณ 4 เดอืน จ านวน 10 กา้นตา มาท าการสกดัดงัขัน้ตอนที ่
2.2 จากการทดสอบ พบว่าแอนติบอดี้ต่อ GIH สามารถจบัได้เฉพาะกบัโปรตนีที่มขีนาดใกล้เคยีงกบั
โปรตนีลกูผสม GIH (รปูที ่7) จงึแสดงว่า แอนตบิอดีต่้อ GIH มคีวามจ าเพาะต่อ ฮอรโ์มน GIH เท่านัน้ 
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                                           รปูท่ี 7 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอด้ีต่อ GIH 
A : SDS-PAGE แสดงโปรตนีสารสกดักา้นตาเทยีบเท่า 10 กา้นตากุง้กุลาด าอายุ 4 เดอืน ภายหลงัจากการแยกบรสิุทธิ ์โดยวธิ ีSolid 
Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีค่วามเขม้ขน้ 20-100% acetonitrile + 0.1% TFA โดยหมายเลข 1 และ 2 เป็นล าดบัของ 
fraction (1 column volume/fraction); โปรตนีลกูผสม GIH ปรมิาณ  2 ไมโครกรมั  
B : ฟิลม ์X-ray ภายหลงัจากการวเิคราะหด์ว้ย Western blot โดยมโีปรตนีสารสกดักา้นตาเทยีบเท่า 10 กา้นตากุง้กุลาด าอายุ 4 เดอืน 
ภายหลงัจากการแยกบรสิุทธิ ์โดยวธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีค่วามเขม้ขน้ 20-100% acetonitrile + 0.1% 
TFA โดยหมายเลข 1 และ 2 เป็นล าดบัของ fraction (1 column volume/fraction); โปรตนีลกูผสม  GIH ปรมิาณ 100 นาโนกรมั; แอนติ
บอดีท้ีจ่ าเพาะต่อ GIH  ทีค่วามเขม้ขน้ 1:10,000 
M แสดงโปรตนีมาตรฐานทีข่นาดต่างๆ 
 

3.6 การทดสอบการจบัของแอนติบอด้ีกบัโปรตีนลูกผสม GIH 
บ่มโปรตนีลูกผสม GIH ปรมิาณต่างๆ (50, 100, 200, 300, 400 และ 500 นาโนกรมั) กบัแอนติ

บอดีท้ีค่วามเขม้ขน้ 1:500 ในหลอดทดลองทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 20 ชัว่โมง ป ัน่แยก
โปรตีนลูกผสมที่จ ับกับแอนติบอดี้ (B-Bound) และโปรตีนลูกผสมที่ไม่ถูกจับด้วยแอนติบอดี้ (U-
Unbound)  แลว้วเิคราะหป์รมิาณโปรตนีทัง้สองส่วนดว้ย SDS-PAGE และ Western blot ดงัแสดงในรปู
ที ่8 พบว่า แอนตบิอดีท้ีค่วามเขม้ขน้ 1:500 สามารถจบัโปรตนีลูกผสม ปรมิาณ 50 -100 นาโนกรมั ใน
ส่วน Bound และไม่สามารถตรวจพบโปรตนีลูกผสมในส่วน Unbound   ขณะทีส่ามารถตรวจพบโปรตนี
ลกูผสม GIH ในส่วน Unbound ของโปรตนีลูกผสม GIH ทีป่รมิาณต่างๆ (200, 300, 400 และ500 นาโน
กรมั)  
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                                                 รปูท่ี 8 ทดสอบจบัของแอนติบอด้ีกบัโปรตีนลูกผสม GIH 
A-B แสดงการวเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE; C-D ฟิลม ์X-ray ภายหลงัจากการวเิคราะห์ดว้ย Western blot โดยใชแ้อนตบิอดี้ต่อ GIH ที่
ความเขม้ขน้ 1:10,000; M แสดงโปรตนีมาตรฐานทีข่นาดต่างๆ; - แสดงถงึโปรตนีลูกผสม GIH ทีป่รมิาณต่างๆทีไ่ม่ไดบ้่มกบัแอนตบิอดี้ต่อ 
GIH ความเขม้ขน้ 1:500; B= Bound fraction แสดงถงึโปรตนีลูกผสม GIH ทีจ่บักบัแอนตบิอดี้; U = Unbound fraction แสดงถงึโปรตนี
ลกูผสมทีไ่มถู่กจบัดว้ยแอนตบิอดี ้ 
1: Pre-immune serum ความเขม้ขน้ 1:500; 2: แอนตบิอดีต่้อ GIH ความเขม้ขน้ 1:500; 3-8: โปรตนีลกูผสม GIH จาก E. coli ปรมิาณ 50, 
100, 200, 300, 400 และ 500 นาโนกรมั ตามล าดบั; 4*: โปรตนีลกูผสม GIH บรสิุทธิจ์าก P. paastoris ปรมิาณ 100 นาโนกรมั  

 
3.7 ทดสอบผลของแอนติบอดีต่อ GIH ในการกระตุ้นการแสดงออกของไวเทลโลจีนิน

ในระดบั mRNA ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่ 
น าแอนตบิอดีต่้อ GIH ความเขม้ขน้ 1:500 ไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของ

ฮอรโ์มนลกูผสม GIH ในเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไข่ โดยน าสารสกดัจากก้านตา และฮอรโ์มนลูกผสม GIH ที่
ความเขม้ขน้ต่างๆ ไปท าการจบัอย่างจ าเพาะกบัแอนตบิอดีต่้อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1:500 ทีอุ่ณหภูม ิ4 
องศาเซลเซยีล เป็นเวลา 20 ชัว่โมง จากนัน้จงึน าสารส่วนที่ไม่มกีารจบักนัระหว่างฮอรโ์มน GIH และ 
แอนตบิอดีต่้อ GIH มาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลูกผสม GIH  ในเซลล์
ปฐมภมูขิองรงัไข ่เทยีบกบั ฮอรโ์มนลกูผสม GIH  และสารสกดัจากา้นตา จากการทดลอง (รปูที ่9)  
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  รปูท่ี 9 ผลกระทบของแอนติบอดีต่อฮอรโ์มน GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มนลูกผสม GIH 

ต่อการแสดงออกของไวเทลโลจีนิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภมิูของรงัไข่  
กราฟแสดงความสมัพนัธข์องการแสดงออกของ Vg ต่อ Actin (ค่าเฉลีย่ของระดบั transcript ของ Vg ต่อ Actin  SEM) จากเซลล์ปฐมภูมิ
ของรงัไขป่กต ิทีม่แีละไม่มแีอนตบิอดีต่่อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1:500 (n = 3) และเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ทีเ่ตมิโปรตนีลูกผสม GIH ทีค่วาม
เขม้ขน้ 50 และ 100 นาโนกรมั ทีม่แีละไม่มแีอนตบิอดีต่่อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1:500 (n = 3) และ เตมิสารสกดักา้นตาของแม่พนัธุ์กุง้
กุลาด าทีม่กีารพฒันารงัไข่ในระยะ 1 เทยีบเท่าเป็น 0.1, 0.5 และ 1 กา้นตา ทีม่แีละไม่มแีอนตบิอดีต่่อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1:500 (n = 3); 
โดยม ีActin เป็น internal control;    a* แสดงความแตกต่างทางสถติเิทยีบกบักลุ่มเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ปกติ ทีไ่ม่มแีอนตบิอดีต่่อ GIH ที่
ความเขม้ขน้ 1:500  เมือ่ท าการทดสอบดว้ย Independent T-test ที ่p<0.05 

 
พบว่า การแสดงออกของยนี Vg ในกลุ่มทีม่สีารสกดักา้นตาของแม่พนัธุกุ์้งกุลาด า เทยีบเท่าเป็น 

0.5 และ 1 กา้นตา ลดลงเมือ่เทยีบกบักลุ่มเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขป่กตทิีใ่ชเ้ป็นกลุ่มควบคุม แลว้ยงัพบว่า
กลุ่มที่มสีารสกดัก้านตาเทียบเท่าเป็น 0.5 ก้านตา นัน้มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
ทดสอบดว้ย Independent T-test  (p<0.05) เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม และยงัพบว่า กลุ่มสารสกดัก้าน
ตาที่มกีารแอนตบิอดี้ต่อฮอรโ์มน GIH มกีารแสดงออกของ Vg เพิม่ขึน้เมื่อเทยีบกบักลุ่มเซลล์ปฐมภูมิ
ของรงัไข่ที่มเีฉพาะสารสกดัก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่ความเข้มขน้ต่างๆ แต่ไม่มคีวามแตกต่าง
อยา่งมนียัส าคญัทางสถติเิมือ่ทดสอบดว้ย Independent T-test  (p>0.05)  

เมื่อเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนี Vg ในกลุ่มโปรตนีลูกผสม GIH ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ 
พบว่า  โปรตนีลูกผสม GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 50 นาโนกรมั (เทยีบเท่ากบั 28.75 nM) สามารถลดระดบั
การแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ได้ดทีีสุ่ด และมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติเิมือ่ทดสอบดว้ย Independent T-test  (p<0.05) เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม  และโปรตนีลูกผสม GIH 
ทีค่วามเขม้ขน้ 50 และ 100 นาโนกรมักรมั (เทยีบเท่ากบั 28.75 และ 57.5 nM ตามล าดบั)  ทีม่กีารแอน
ตบิอดีต่้อฮอรโ์มน GIH สามารถเพิม่ระดบัการแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ เทยีบกบั
กลุ่มเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่ที่มฮีอร์โมนลูกผสม GIH เพียงอย่างเดียว แต่ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถติเิมื่อทดสอบดว้ย Independent T-test  (p>0.05) ซึง่ใหผ้ล เช่นเดยีวกบัสารสกดัจาก

a* 

a* 
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ก้านตา ดงันัน้แอนตบิอดี้ต่อ GIH สามารถจบัอย่างจ าเพาะกบัฮอรโ์มน GIH ส่งผลใหส้ามารถยบัยัง้การ
ท างานของฮอรโ์มนลูกผสม GIH และ ฮอรโ์มน GIH จากสารสกดัจากก้านตากุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ทีม่กีาร
พฒันารงัไขใ่นระยะที ่1 ในเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขไ่ด ้ 

3.8 ศึกษาความสมัพนัธ์ของฮอรโ์มน GIH ต่อการพฒันารงัไข่ของกุ้งแม่พนัธุ์ในระยะ
ต่างๆ โดยแอนติบอดีต่อฮอรโ์มน GIH 

     ท าการเกบ็ตวัอยา่งเนื้อเยือ่จากแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด าเลีย้งทีม่กีารพฒันารงัไข่ในระยะต่างๆ โดย
ธรรมชาติจากทางศูนย์วจิยัและพฒันาสายพนัธุ์กุ้ง เพื่อศึกษาตรวจหาต าแหน่งของฮอร์โมน GIH ใน 
optic lobe ของแม่พนัธุกุ์้งกุลาด า โดยการศกึษาวจิยันี้ไดจ้ าแนกระยะต่างๆในการพฒันารงัไข่ของแม่
พนัธุกุ์ง้กุลาด าดงันี้ 

      3.8.1 การจ าแนกระยะต่างๆ ในการพฒันารงัไข่ของแม่พนัธุก์ ุ้งกลุาด า 
     ในการศึกษาวจิยันี้จะการจ าแนกระยะต่างๆในการพฒันารงัไข่ของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด า โดย

การแบ่งตามลกัษณะภายนอก ค่า GSI (Gonadosomatic index) และ histology สามารถแบ่งได ้5 ระยะ 
(รปูที ่10) ดงันี้ 

1. ระยะ Immature (Stage 0; GSI = 0-1) รงัไขม่ลีกัษณะใสและมขีนาดเลก็ และพบว่ามเีซลล ์
oocyte ขนาดเลก็ และม ีnucleus ขนาดใหญ่ 

2. ระยะ Previtellogenic (Stage 1; GSI = 1-2) รงัไข่มสีขีาวขุ่นจนถงึขาวอมสเีหลอืงและมี
ขนาดเลก็ และพบว่ามเีซลล์ oocyte ขนาดเลก็ประมาณ 60 ไมครอน โดยเซลล ์oocyte จะ
ม ี nucleus ขนาดใหญ่และ cytoplasm เริม่ขยายขนาดใหญ่ขึน้ และยอ้มตดิสมี่วงของ 
Hematoxylin 

3. ระยะ Endogenous vitellogenic (Stage 2; GSI = 2-3) รงัไข่มสีเีหลอืงจนถงึสเีหลอืงอม
เขยีวและมขีนาดใหญ่ขึ้น และภายในรงัไข่จะพบเซลล์ oocyte ขนาดประมาณ 60-100 
ไมครอนสดัส่วนมากขึน้ โดยเซลล ์oocyte เหล่านี้จะม ีcytoplasm ขยายขนาดใหญ่ขึน้กว่า 
ระยะ Previtellogenic และย้อมติดสแีดงของ eosin มากขึ้น โดยที่ยงัคงเห็น nucleus ได้
ชดัเจน 

4. ระยะ Exogenous vitellogenic (Stage 3; GSI = 3-4) รงัไข่มสีเีขยีวอ่อนและมขีนาดใหญ่
ขึน้ และภายในรงัไข่จะพบเซลล ์oocyte ขนาดประมาณ 250 ไมครอนสดัส่วนมากขึน้ โดย
เซลล์ oocyte เหล่านี้จะมี cytoplasm ขยายขนาดใหญ่ขึ้นกว่าระยะ Endogenous 
vitellogenic และเริม่พบ droplet ของ lipid  อยู่ภายใน cytoplasm นอกจากนี้ยงัพบว่า 
nucleus มขีนาดเลก็ลง 

5. ระยะ Maturation (Stage 4; GSI = 4-12) รงัไข่มสีเีขยีวเขม้ถงึสเีขยีวอมเทาและมขีนาด
ใหญ่ขึน้ และภายในรงัไข่จะพบเซลล ์oocyte ขนาดประมาณ 340 ไมครอนสดัส่วนมากขึน้ 
โดยเซลล์ oocyte เหล่านี้จะม ีcytoplasm ขยายขนาดใหญ่ขึ้นกว่าระยะ Exogenous 
vitellogenic และเริม่พบ cortical rod  อยู่รอบๆ cytoplasm นอกจากนี้ยงัพบว่า nucleus มี
ขนาดเลก็ลงมากโดยเหน็เป็นจดุ หรอืไมส่ามารถมองเหน็ได้ 
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                                          รปูท่ี 10 การพฒันารงัไข่ในระยะต่างๆของแม่พนัธุก์ ุ้งกลุาด า 

       3.8.2 ศึกษาหาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุ์กุ้งกลุาด าท่ีมี
การพฒันารงัไข่ในระยะต่างๆ โดยเทคนิคอิมมโูนพยาธิวิทยา 

      จากการศกึษาตวัอยา่งของ optic lobe ของแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด าทีม่กีารพฒันารงัไขใ่นระยะ 

Endogenous vitellogenic (รปูที ่11)  เพื่อตรวจหาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe โดยอาศยั
เทคนิคอมิมโูนพยาธวิทิยานัน้ จะใชโ้พลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1: 500 พบว่า
สามารถตรวจพบต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแมพ่นัธุกุ์ง้กุลาด าเฉพาะบรเิวณ sinus 
gland ซึง่เป็นแหล่งสะสมฮอรโ์มน GIH แต่ยงัไมส่ามารถใชเ้ทคนิคนี้ตรวจหา ต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH 
ในบรเิวณ Medulla terminalis (MT) ซึง่เป็นแหล่งทีส่รา้งฮอรโ์มน GIH ได ้ โดยเปรยีบเทยีบบรเิวณ
เดยีวกนัของเนื้อเยือ่จากตวัอยา่งทีไ่มไ่ดใ้ส่โพลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH (IHC, -ve) และ ตวัอยา่งทีใ่ส่ 
serum ของกระต่ายก่อนการการกระตุน้ใหส้รา้งแอนตบิอดีต่้อ GIH (Preimmune) ทีค่วามเขม้ขน้ 1: 
500 ซึง่ใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม จงึกล่าวไดว้่าโพลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH นัน้มคีวามจ าเพาะต่อฮอรโ์มน 
GIH ใน optic lobe  
 
 

 

  
                 

รปูท่ี 11 แสดงการตรวจหาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุก์ ุ้งกลุาด าในระยะ 
Endogenous vitellogenic โดยใช้โพลิโคลนอลแอนติบอด้ีต่อ GIH  

A แสดงเนื้อเยื่อของ optic lobe ทีย่อ้มดว้ยส ีHematoxylin และ eosin; B-D แสดงเนื้อเยื่อของ optic lobe ทีต่รวจหาต าแหน่ง
ของฮอรโ์มน GIH โดย B แสดงเนื้อเยือ่จากตวัอย่างทีไ่มไ่ดใ้ส่โพลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH (IHC, -ve); C แสดงเนื้อเยือ่จากตวัอย่างทีใ่ส่ 
serum ของกระต่ายก่อนการการกระตุน้ใหส้รา้งแอนตบิอดีต่้อ GIH (Preimmune) ทีค่วามเขม้ขน้ 1: 500 โดยทัง้สองกลุ่มใชเ้ป็นตวัควบคุม 
และ D แสดงเนื้อเยือ่ของ optic lobe ทีโ่พลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1: 500  
 (MT ย่อมาจาก Medulla terminalis; MI ย่อมาจาก Medulla interna; ME ย่อมาจาก Medulla externa และ SG ย่อมาจาก 
Sinus gland) 

A B C D 
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               จากนัน้จงึท าการการตรวจหาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุ์กุ้ง
กุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะต่างๆ โดยวธิขีา้งต้น พบว่าสามารถตรวจพบต าแหน่งของฮอรโ์มน 
GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าเฉพาะบรเิวณ sinus gland ของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มกีาร
พฒันารงัไข่ในระยะ Immature stage, previtellogenic stage, endogenouse vitellogenic stage, 
exogenouse vitellogenic stage แสดงดงัรปูที ่12 แต่จากการศกึษาตวัอยา่ง optic lobe ของแมพ่นัธุกุ์ง้   
 
H&E staining                                    IHC detection                                   Negative control 

     

     

     

     
รปูท่ี 12 แสดงการตรวจหาต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุก์ ุ้งกลุาด าในระยะ

ต่างๆ โดยใช้โพลิโคลนอลแอนติบอด้ีต่อ GIH  
A-D แสดงเนื้อเยื่อของ optic lobe ของแม่พนัธุ์กุ ้งกุลาด าระยะ Immature stage, previtellogenic stage, endogenouse 

vitellogenic stage, exogenouse vitellogenic stage ตามล าดบั 
H&E staining แสดงเนื้อเยื่อของ optic lobe ทีย่อ้มดว้ยส ีHematoxylin และ eosin, IHC detection แสดงเนื้อเยื่อของ optic 

lobe ทีโ่พลโิคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 1: 500, Negative control แสดงเนื้อเยื่อจากตวัอย่างทีไ่ม่ไดใ้ส่โพลโิคลนอลแอนติ
บอดีต่้อ GIH (IHC, -ve) 

A 

B 

C 

D 
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กุลาด าแต่ละระยะของการพฒันารงัไข ่ทีม่จี านวนมากขึน้ (n = 3-5) พบว่าไม่สามารถเชื่อมความสมัพนัธ์
ของปรมิาณฮอรโ์มน GIH (โดยดูจากความเขม้ของสนี ้าตาลที่เกดิจากการท าปฏกิริยิา ในต าแหน่งที่มี
การจบักนัของฮอรโ์มน GIH และแอนตบิอดี้ทีจ่ าเพาะต่อ GIH) กบัระยะต่างๆของการพฒันารงัไข่ได ้
อาจเนื่องจากเทคนิคนี้สามารถตรวจพบ ปรมิาณฮอรโ์มน GIH เฉพาะบรเิวณ sinus gland ซึง่เป็นแหล่ง
สะสม แต่ยงัไมส่ามารถตรวจหา ต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ในบรเิวณ Medulla terminalis (MT) ซึง่เป็น
แหล่งทีส่รา้งฮอรโ์มน GIH ได ้ 

4. สรปุผลและบทวิจารณ์                  
การศกึษาวจิยันี้มวีตัถุประสงคห์ลกัคอื ศกึษาหน้าทีข่องโปรตนีลูกผสม GIH ในกุ้งกุลาด า จงึผลติ

โปรตนีลูกผสมของฮอรโ์มน GIH ของกุ้งกุลาด า (rPem-GIH) ในยสีต์ P. pastoris (Pichia expression 
system) เนื่องจากเป็นระบบทีเ่หมาะสมในการผลติฮอรโ์มนลูกผสมของ eukaryotes โดยโปรตนีลูกผสม 
ที่ผลติได้จะมกีารมว้นพบัที่ถูกต้องและอยู่ในรูปที่สามารถท าหน้าที่ได้ เนื่องจากการศึกษาก่อนหน้านี้ 
พบว่า rPem-GIH ทีผ่ลติไดจ้าก E. coli จะอยู่ในสภาพทีไ่ม่ละลายในน ้า (Inclusion bodies) ในปรมิาณ 
12 มลิลกิรมั จากเซลลเ์จา้บา้นทีเ่ลีย้งในอาหารเลี้ยงเชือ้ 1 ลติร [25] แมว้่า rPem-GIH ทีผ่ลติไดจ้าก E. 
coli จะมีปริมาณมากกว่า แต่โครงสร้างโปรตีนที่ได้นัน้ไม่ถูกต้อง ต้องท าการละลายโปรตีนด้วย
สารละลายต่างๆ และพบว่า rPem-GIH นัน้จะมโีครงสรา้งทัง้ที่ถูกต้องและไม่ถูกต้อง ท าให้ส่งผลถึง
การศึกษาหน้าที่ของฮอร์โมนลูกผสมดงักล่าว ประกอบกบัมรีายงานก่อนนี้ว่า มกีารศึกษาหน้าที่ของ
โปรตนีลกูผสมของฮอรโ์มนในกลุ่ม CHH family ของกุ้งกุลาด า จากยสีต์ P. pastoris เช่นกนั โดยพบว่า 
ฮอรโ์มน CHH [29] และ ฮอรโ์มน MIH [30] ของกุ้งกุลาด าทีผ่ลติไดจ้ากยสีต์ P. pastoris นัน้สามารถท า
หน้าทีใ่นการควบคุมระดบัน ้าตาลและยบัยัง้การลอกคราบไดต้ามล าดบั การผลติ rPem-GIH ในยสีต์ P. 
pastoris ในการศกึษาวจิยัน้ี พบว่าฮอรโ์มนลกูผสมทีไ่ดม้ขีนาดประมาณ 9 kDa โดยมกีารแสดงออกไดด้ี
ทีสุ่ดเมื่อกระตุ้นดว้ย methanol ทีค่วามเขม้ขน้ 3% (v/v) เป็นเวลา 2 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีล 
โดยสามารถผลติโปรตนีทีห่ลัง่ออกนอกยสีต์เซลลไ์ดใ้นปรมิาณ 0.5-1 มลิลกิรมั จากเซลลเ์จา้บา้นทีเ่ลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ 1 ลติร เนื่องจาก rPem-GIH ทีผ่ลติไดจ้ากยสีต์ P. pastoris มปีรมิาณน้อยและมกีาร
ปนเป้ือนของโปรตนีอื่นจากเซลลย์สีต์จ านวนมาก จงึเพิม่ความเขม้ขน้ของโปรตนี rPem-GIH และท า
การแยกบรสิุทธิเ์บือ้งต้น ดว้ยการตกตะกอนโปรตนีดว้ยสารแอมโมเนียมซลัเฟต ทีค่วามเขม้ขน้ 40-50 
% จากนัน้จงึท าการแยกบรสิุทธิข์องโปรตนี rPem-GIH เพื่อให้ได้ rPem-GIH บรสิุทธิ ์เพื่อจะน าไป
ศกึษาหน้าทีต่่อไป จากการศกึษาแยกบรสิุทธิน์ัน้ได้อาศยัหลกัการ อาทเิช่น การแยกบรสิุทธิโ์ดยแยก
ตามขนาดของโปรตนี (Size exclusion chromatography) โดยน าโปรตนีผ่านคอลมัน์ Superdex 75 
พบว่า โปรตนี rPem-GIH นัน้ได้ตดิมากบัโปรตนีที่มโีมเลกุลที่มขีนาดใหญ่ และวธิดีงักล่าวนี้ท าให้ได้
โปรตีนที่มคีวามเจอืจางมาก จงึได้ลองเปลี่ยนมาใช้การแยกบรสิุทธิ ์ด้วยหลกัการ Ion exchange 
chromatography ทัง้คอลมัน์ทีเ่ป็นประจุบวก (MonoS column) และประจุลบ( Resource Q column) 
พบว่าไมส่ามารถแยกโปรตนี rPem-GIH จากโปรตนีอื่นจากเซลลย์สีต์ได ้จงึไดล้องใชห้ลกัการ Reverse 
Phase chromatography ผ่านคอลมัน์ C18 ซึง่หลกัการนี้ ไดม้รีายงานว่าสามารถใชห้ลกัการดงักล่าวใน
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การแยกบรสิุทธิฮ์อรโ์มนลูกผสมของ CHH [29] แต่เนื่องจากขณะทีท่ าการวจิยั พบว่าเครื่องแยกบรสิุทธิ ์
(HPLC) บางส่วนไม่สามารถท างานได้ จงึท าให้เกิดปญัหาในการแยกบรสิุทธิด์้วยหลกัการ Reverse 
Phase chromatography และไม่สามารถหาเครื่องแยกบรสิุทธิท์ี่สามารถใช้ได้กับ คอลมัน์ C18 
(Phenomenex Jupiter C18 column; Phenomenex, 5 µ particle, 300°A pore size, 250 x 4.6 mm.) 
ที่สามารถแยกบริสุทธิฮ์อร์โมนลูกผสมในกลุ่ม CHH family ทดแทนได้ ดงันัน้ทางคณะผู้วิจยัจึง
ปรบัเปลีย่นการแยกบรสิุทธิ ์โดยใช้วธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ที่ม ี
packing เป็น C18 ซึง่ยงัคงเป็นหลกัการ Reverse Phase chromatography จากการศกึษาวจิยั พบว่า
สามารถแยกบรสิุทธิโ์ปรตนีลูกผสมของฮอรโ์มน GIH ทีค่วามเขม้ขน้ 30-50% acetonitrile + 0.1% TFA 
(รูปที่ 3) ซึง่วธิดีงักล่าวน้ีนอกจากจะสามารถแยกบรสิุทธิโ์ปรตนี rPem-GIH จากโปรตนีอื่นจากเซลล์
ยสีต์ได้ ยงัมขี้อดคีือประหยดัเวลาและสารเคม ีแล้วยงัสะดวกเมื่อเทยีบกับการใช้เครื่องแยกบรสิุทธิ ์
(HPLC)  

นอกจากนัน้แลว้คณะผูว้จิยัไดท้ าการเตรยีมตวัอยา่ง สารสกดัจากก้านตาและท าบรสิุทธิบ์างส่วนโดย
ใชว้ธิเีดยีวกนักบั การแยกบรสิุทธิโ์ปรตนีลกูผสมของฮอรโ์มน GIH เพื่อน าสารสกดัมาใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม 
(Positive control) ในการตรวจสอบหน้าทีใ่นการยบัยัง้การสรา้งไวเทลโลจนีิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภูมขิอง
รงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ จากขัน้ตอนการทดสอบวธิเีตรยีมสารสกดัจากก้านตา โดยใชกุ้้งกุลาด าอาย ุ
4 เดอืน (รปูที ่ 7) พบว่าวธิดีงักล่าวสามารถแยกบรสิุทธิบ์างส่วนของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของ
ก้านตากุ้ง และเพิม่สดัส่วนใหม้ปีรมิาณฮอรโ์มน GIH สูงขึน้เมื่อเทยีบกบัสดัส่วนของโปรตนีทัง้หมดของ 
optic lobe ซึง่คาดว่าจะเป็นรายงานแรกทีส่ามารถตรวจพบฮอรโ์มน GIH จากก้านตาดว้ยล าดบัขัน้ตอน
ทีไ่มย่ากใชจ้ านวนตวัอย่างน้อย และสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค Immunodetection ดว้ย Western 
blot analysis จากนัน้จงึไดท้ าการเตรยีมตวัอย่างจากสารสกดัจากก้านตาแม่พนัธุกุ์้งกุลาด าทีม่รีะยะการ
พฒันารงัไข่ ระยะที ่1 เพื่อใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม (Positive control) ในการตรวจสอบหน้าทีใ่นการยบัยัง้
การสรา้งไวเทลโลจนีิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภมูขิองรงัไขข่องกุง้กุลาด าแมพ่นัธุต่์อไป 

เมือ่ท าการทดสอบหน้าทีข่องโปรตนีลูกผสมของฮอรโ์มน GIH บรสิุทธิ ์ในการยบัยัง้การสรา้งไวเทล
โลจนีิน (Vg) ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ (รปูที ่5) พบว่าโปรตนีลูกผสม rPem-GIH 
ทีป่รมิาณ 28.75 nM และ 57.5 nM สามารถลดระดบัการแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่
ไดป้ระมาณ 23.71% และ 38.6% ตามล าดบั เมื่อเทยีบกบักลุ่มเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ปกตทิีใ่ชเ้ป็นกลุ่ม
ควบคุม เมือ่น าผลการศกึษาทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบกบัรายงานการศกึษาก่อนหน้านี้ ในการศกึษาผลการยบัยัง้
การแสดงออกของยนี Vg ในรงัไข่ของกุ้ง M. japonicus จากฮอรโ์มนลูกผสม GIH ของ H. americanus 
[20] ซึง่ท าการแสดงออกของโปรตนี rHoa-VIH ในแบคทเีรยี E. coli  และน าโปรตนีที่ผลติไดไ้ปท า
ปฏกิรยิา amidation ทีป่ลายด้าน C terminal ของโปรตนี เพื่อใหม้โีครงสรา้งทีค่ลา้ยกบัฮอรโ์มน CHH 
family type I ทีค่าดว่าจ าเป็นต่อ biological activity  พบว่า ระดบัการแสดงออกของยนี Vg จากชิน้ส่วน
รงัไขท่ีเ่ลีย้งในอาหารทีม่โีปรตนีลูกผสม GIH ปรมิาณ 40 nM และ 400 nM ลดลงเมื่อเทยีบกบัระดบัการ
แสดงออกของยนี Vg จากชิน้ส่วนรงัไข่ทีเ่ลีย้งในอาหารปกตทิีไ่ม่มโีปรตนีลูกผสม GIH ประมาณ 20.9% 
และ 49.1% ตามล าดบั จะเหน็ไดว้่า เปอรเ์ซน็ตก์ารลดของระดบัการแสดงออกของยนี Vg ทีใ่กลเ้คยีงกนั
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นัน้ จะใชป้รมิาณโปรตนีลูกผสม rHoa-VIH บรสิุทธิ ์เป็นสองเท่าของโปรตนีลูกผสม rPem-GIH บรสิุทธิ ์
การศกึษาวจิยันี้แสดงให้เหน็ว่าโปรตนีลูกผสมของฮอรโ์มน GIH ที่ไดจ้ากการแสดงออกในยสีต์และท า
แยกบรสิุทธิ ์โดยใชว้ธิ ีSolid Phase Extraction (SPE) แบบ Reverse phase ทีม่ ี packing เป็น C18  
สามารถท าหน้าทีใ่นการยบัยัง้การแสดงออกของยนี Vg ในเซลลป์ฐมภูมขิองรงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ 
ได้เช่นเดยีวกบัฮอรโ์มน GIH ที่ได้จากสารสกดัจากก้านตา นอกจากนัน้ พบว่าโปรตนีลูกผสมที่ได้จาก
การแสดงออกในยสีต์และผ่านการแยกบรสิุทธิด์้วยวธิขีา้งต้น นัน้มโีครงสร้างที่มกีารมว้นพบัที่ถูกต้อง
และอยู่ในรปูทีส่ามารถท าหน้าที่ในการยบัยัง้การแสดงออกของยนี Vg ไดด้กีว่าโปรตนีลูกผสมทีไ่ดจ้าก
การแสดงออกในแบคทเีรยี เมื่อเทยีบกบัปรมิาณทีใ่กลเ้คยีงกนั และแสดงใหเ้หน็ว่าสามารถใช้เซลลป์ฐม
ภมูขิองรงัไขข่องกุง้กุลาด าแมพ่นัธุใ์นศกึษาหน้าทีข่องโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการพฒันาของเซลลต่์างๆใน
รงัไขข่องกุง้กุลาด าได ้
 ในการศกึษาวจิยันี้ไดท้ าการศกึษาข้อมลูเบื้องต้นเกี่ยวกบัแอนตบิอดี้ทีจ่ าเพาะต่อฮอรโ์มน GIH 
ของกุ้งกุลาด า (แอนติบอดี้ต่อฮอร์โมน GIH ส าหรบัการศึกษาวิจยั คือโพลิโคลนอลแอนติบอดี้ ต่อ
ฮอรโ์มน GIH ทีผ่ลติไดจ้ากกระต่าย) ในแง่ ความจ าเพาะของแอนตบิอดี้ต่อ GIH พบว่า แอนตบิอดีต่้อ 
GIH มคีวามจ าเพาะต่อโปรตนีลกูผสม GIH เท่านัน้ และไมส่ามารถจบักบัโปรตนีลูกผสม CHH และ MIH 
ทีม่โีปรตนีโครงสรา้งคลา้ยคลงึกนัได ้(รปูที ่6) และพบว่าแอนตบิอดีต่้อ GIH มคีวามจ าเพาะต่อฮอรโ์มน 
GIH ในก้านตากุ้งกุลาด า (รปูที ่7 และ 11) จงึไดน้ าแอนตบิอดีต่้อ GIH ไปสู่การศกึษาเบือ้งต้นเกี่ยวกบั
ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน GIH โดยแอนตบิอดี้ต่อฮอรโ์มน GIH ในเซลล์ปฐม
ภูมขิองรงัไข่ (รูปที่ 9) พบว่าแอนตบิอดีต่้อ GIH ที่ความเขม้ขน้ 1:500 สามารถจบัอย่างจ าเพาะกบั
ฮอรโ์มน GIH และฮอรโ์มน GIH จากสารสกดัก้านตาของแม่พนัธุกุ์้งกุลาด า ส่งผลใหส้ามารถยบัยัง้การ
ท างานของฮอรโ์มน GIH โดยมรีะดบัการแสดงออกของยนี Vg ในเซลล์ปฐมภูมขิองรงัไข่เพิม่ขึน้ เมื่อ
เทยีบกบักลุ่มทีไ่มม่แีอนตบิอดีต่้อ GIH จงึอาจกล่าวไดว้่า มคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะประยุกต์ใชแ้อนตบิอดีต่้อ 
GIH ในการยบัยัง้การท างานของฮอร์โมน GIH และน าไปสู่การพฒันารงัไข่ในกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ ์
เนื่องจากในการศึกษาวจิยันี้ได้ใช้โพลิโคนอลแอนติบอดี้ต่อ GIH ที่ผลติในกระต่าย จงึควรจะท าการ
ทดสอบซ ้าโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH แทนโพลโิคนอลแอนตบิอดี ้และเมื่อไดผ้ลการทดลอง
ทีม่คี่าความแตกต่างทางสถติทิีช่ดัเจน กจ็ะน าไปสู่การฉีดโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH เขา้ไปในตวั
กุง้กุลาด าแมพ่นัธุ ์เพื่อไปยบัยัง้การท างานของฮอรโ์มน GIH ในกระแสเลอืดและทีส่ะสมทีบ่รเิวณ Sinus 
gland ใน Optic lobe แลว้ส่งผลใหม้กีระตุ้นการพฒันารงัไข่โดยไม่ตดัตา ซึง่จะสามารถช่วยเสรมิผลจาก
การใช้อาร์เอ็นเอสายคู่ของยนี GIH (GIH-dsRNA) ในการยบัยัง้การสร้างฮอร์โมน GIH ที่บรเิวณ 
Medulla terminalis (MT) ใน Optic lobe ในการกระตุ้นการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุโ์ดยไม่ตดั
ตา [31] โดยคาดว่าการฉีดโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่้อ GIH เขา้ไปในตวักุ้งกุลาด าแม่พนัธุ ์เพื่อไปยบัยัง้
การท างานของฮอรโ์มน GIH นัน้จะสามารถเป็นไปได้จรงิ เนื่องจากทางคณะผู้วจิยัได้รายงานไปก่อน
หน้านี้ ในกรณีการฉีดโพลโิคนอลแอนตบิอดี้ต่อ CHH1 เขา้ไปในตวักุ้งกุลาด า เพื่อไปยบัยัง้การท างาน
ของฮอรโ์มน CHH [27] อยา่งไรกต็ามในการประยกุตใ์ชแ้อนตบิอดีต่้อ GIH เพื่อการกระตุ้นการพฒันารงั
ไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ์ จ าเป็นต้องมกีารศึกษาปรมิาณฮอร์โมน GIH ในกระแสเลอืดและที่สะสมที่
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บรเิวณ Sinus gland ใน Optic lobe ใน ระยะต่างๆของการพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุเ์สยีก่อน 
เพื่อทีจ่ะสามารถเลอืกใชค้วามเขม้ขน้ของปรมิาณแอนตบิอดี้ต่อ GIH ที่จะฉีดเขา้ไปในตวักุ้งกุลาด าแม่
พนัธุ์ไดอ้ย่างเหมาะสม แต่เนื่องจากขณะนี้ยงัมขีอ้จ ากดัในวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณฮอรโ์มนจากเนื้อเยื่อ
ของกุง้กุลาด า ในการศกึษาวจิยัน้ีทางคณะผูว้จิยัจงึท าไดเ้พยีงทดสอบวธิกีารตรวจหาฮอรโ์มน GIH โดย
เทคนิคอมิมูโนพยาธวิทิยา จากเนื้อเยื่อก้านตาของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด าที่มกีารพฒันารงัไข่ในระยะต่างๆ 
เท่านัน้ และพบว่าสามารถตรวจพบต าแหน่งของฮอรโ์มน GIH ใน optic lobe ของแม่พนัธุ์กุ้งกุลาด า
ตวัอยา่งในบรเิวณ sinus gland ซึง่เป็นแหล่งสะสมฮอรโ์มน GIH แต่ยงัไม่สามารถตรวจหาต าแหน่งของ
ฮอรโ์มน GIH ในบรเิวณ Medulla terminalis (MT) ซึง่เป็นแหล่งที่สรา้งฮอรโ์มน GIH ไดจ้าก condition 
นี้ จงึอาจจะต้องมกีารปรบัปรุงขัน้ตอนเพื่อเพิม่ signal เช่น การใช ้secondary antibody ที่มกีารตดิ
สลากดว้ยฟลอูอเรสเซนตต่์อไป จากผลการศกึษา(รปูที ่12) พบว่า ยงัไม่สามารถเชื่อมความสมัพนัธข์อง
ปรมิาณฮอรโ์มน GIH ทีส่ะสมในบรเิวณ sinus gland (โดยวเิคราะห์จากความเขม้ของ signal ทีต่รวจ
พบ) กบัการพฒันารงัไขใ่นระยะต่างๆของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุน์ัน้ อาจจะกล่าวไดว้่า ปรมิาณฮอรโ์มน GIH 
ในกระแสเลอืดน่าจะเป็นตวัหลกัส าคญัทีจ่ะไปยบัยัง้การพฒันารงัไข่ของกุ้งกุลาด าแม่พนัธุ ์ซึง่คงต้องหา
วธิวีเิคราะห์ปรมิาณฮอรโ์มน อาจจะด้วยวธิเีทคนิค ELISA หรอื LC-MS ต่อไป เพื่อน าขอ้มูลที่ได้ไป
บรูณาการสู่การประยกุตใ์ชต่้อไป 
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