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 โครงการวจิยันี้มจีดุประสงคเ์พื่อคน้หาและศกึษาการท างานของตวัรบัฮอรโ์มน 20-
hydroxyecdysone (20-HE) ทีเ่ป็นตวัรบัชนิดใหมใ่นปทูะเลด า (Scylla olivacea)  โดยตวัรบัน้ีมี
ต าแหน่งอยูบ่นผวิเซลล ์โดยคาดว่าจะท าหน้าทีก่ระตุน้การตอบสนองของฮอรโ์มน 20-HE แบบ
รวดเรว็ (rapid signaling pathway) ตวัรบัฮอรโ์มนชนิดใหมท่ีพ่บนี้เป็นโปรตนีในกลุ่ม G-protein 
couple receptor (GPCR) ทีม่สี่วนปลายทางดา้น C-terminus ของ seven-transmembrane 
domain เกาะอยูก่บั G-protein complex เมือ่ฮอรโ์มน 20-HE เขา้เกาะกบัปลายทางดา้น N-
terminus ทีอ่ยูภ่ายนอกเซลลส์ญัญาณจะถูกส่งผ่าน G-protein complex ทีจ่ะท าการสื่อสารผ่าน
สารสื่อสญัญาณต่อไป การคน้หายนี GPCR ในปทูะเลด า ด าเนินการโดยการสรา้ง 
transcriptomes ของ Y-organs จากระยะปกต ิ(intermolt) และระยะทีม่กีารเตรยีมการลอก
คราบ (ทัง้ตามธรรมชาตแิละบงัคบั) แลว้ท าการเชื่อมต่อล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดโ้ดยอา้งองิ
จากล าดบันิวคลไีทดข์องยนี GPCR ทีพ่บในหนอนเจาะสมอฝ้าย (Helicoverpa armigera) เพื่อ
สรา้งไพรเมอรส์ าหรบัคน้หายนี GPCR ใน cDNA ของ Y-organs ของปทูะเลด า โดยสามารถ
คน้หาล าดบันิวคลโีอไทดท์ีส่มบรูณ์ (full-length sequence) ไดส้องชนิด คอื GPCR1 และ 
GPCR2 รวมทัง้ยนี G-protein alpha-o subunit (Gꭤo) และ ยนี β-arrestin ซึง่มบีทบาทส าคญั
ต่อการถ่ายทอดและควบคุมสญัญาณของฮอรโ์มน 20-HE  เมือ่ท าการวดัระดบัการแสดงออก
ของยนี GPCR1, GPCR2, G-proteins และ β-arrestin จากเนื่อเยือ่ต่างๆไดแ้ก่ ต่อม Y-organs, 
สมอง, ปมประสาทใตท้อ้ง (thoracic ganglia) และ ล าไสต้อนทา้ย (hind gut) ทีอ่ยูใ่นระยะ 
intermolt และ premolt พบว่า ต่อม Y-organs ในระยะ intermolt มกีารแสดงออกของยนี 
GPCR1, GPCR2, Gꭤq และ Gꭤs มากกว่าเนื้อเยือ่อื่นๆอยา่งมนียัส าคญั เมือ่ท าการกระตุน้ต่อม 
Y-organs ดว้ยการบ่มในฮอรโ์มน 20-HE ทีค่วามเขม้ขน้จ าลองระยะ premolt พบว่า มเีพยีงยนี 
GPCR2 และ Gao เท่านัน้ทีม่กีารตอบสนองต่อฮอรโ์มนโดยที ่ยนี GPCR2 มเีพิม่การแสดงออก
อยา่งมนียัส าคญัหลงัจากบ่ม 1 ชัว่โมงแลว้ลดระดบักลบัมาทีร่ะดบัเริม่ตน้ ในขณะทีย่นี Gao มี
การลดระดบัการแสดงออกหลงัจากบ่มได ้2 และ 6 ชัว่โมง ในขณะเดยีวกนัฮอรโ์มน 20-HE มี
ผลต่อการเปลีย่นแปลงของระดบัสารสื่อสญัญาณทีท่ราบกนัดวี่าเกีย่วขอ้งกบั rapid signaling 
pathway ในต่อม Y-organs ไดแ้ก่ Ca2+, cAMP และ cGMP โดยพบ 1) ระดบัของ Ca2+ มกีาร
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เปลีย่นแปลงที ่30 วนิาทแีรก 2) ระดบัของ cAMP เพิม่ขึน้อยา่งมนีัยส าคญัที ่15 นาทแีลว้คง
ระดบัจนถงึ 1 ชัว่โมง 3) ระดบัของ cGMP มกีารเพิม่ขึน้อยา่งมนีัยส าคญัที ่15 นาทแีลว้ลดระดบั
ลงทนัท ีนอกจากนี้ไดม้กีารยนืยนัผลการตอบสนองของยนี GPCR2 ต่อฮอรโ์มน 20-HE ใน
ระดบัโปรตนีดว้ยการท า immunohistochemistry พบว่า โปรตนี GPCR2 พบอยูบ่นผวิเซลลข์อง
ต่อม Y-organs เป็นระดบัพืน้ฐาน (basal level) แลว้มกีารเพิม่ระดบัการแสดงออกหลงัจากที่
ไดร้บัฮอรโ์มน 20-HE ที ่1 และ 6 ชัว่โมง  จากผลการทดลองทัง้หมดทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้นัน้ ท าให้
สามารถสรุปไดว้่า ฮอรโ์มน 20-HE สามารถกระตุน้ต่อม Y-organs ใหม้กีารถ่ายทอดสญัญาณ
แบบ rapid signaling pathway ผา่นสารสื่อสญัญาณไดแ้ก่ Ca2+, cAMP และ cGMP ในขณะที่
โปรตนี GPCR2 ทีค่น้พบในปทูะเลด ามกีารตอบสนองต่อฮอรโ์มน 20-HE อย่างจ าเพาะเจาะจง  
แต่อยา่งไรกด็ผีลทดลองในโครงการนี้ยงัไม่สามารถบ่งชีไ้ดอ้ยา่งแน่ชดัว่าโปรตนี GPCR2 ท า
หน้าทีเ่ป็นตวัรบัของฮอรโ์มน 20-HE ได ้ซึง่ยงัคงตอ้งมกีารศกึษาเพื่อยนืยนัหน้าทีข่องโปรตนี 
GPCR2 ดงักล่าวในระดบัต่อไป 
 
Keywords: ปทูะเลด านิ่ม   การลอกคราบ   ฮอรโ์มน 20-HE    ตวัรบัฮอรโ์มน   G-protein 
coupled receptor 
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1. บทน ำ 
ปทูะเลด า (Scylla olivacea) พบกระจายอยู่ทัว่ไปในแหล่งน ้ากรอ่ย ป่าชายเลน และปาก

แมน่ ้าทีม่นี ้าทะเลท่วมถงึ ตามชายฝัง่ทะเลทัง้ฝัง่อ่าวไทยและอนัดามนั เป็นปทูีน่ิยมน ามาเลีย้งใน
ฟารม์เพื่อผลติเป็นปนูิ่ม โดยแต่ละปีมลูค่าการส่งออกปทูะเลนิ่มมมีากว่า1,000 ลา้นบาท 
(ส านกังานมาตรฐานสนิคา้เกษตรและอาหารแห่งชาต,ิ 2558)  

 
ภำพท่ี 1 ปทูะเลด า Scylla olivacea (Keenan et al., 1998) (https://nt.gov.au/marine/recreational-
fishing/types-of-fish/fish-species/mud-crab) 
 

จากขอ้มลูทีส่บืคน้และสอบถามผูป้ระกอบการ พบว่าการผลติปนูิ่มมขีอ้จ ากดัหลาย
ประการ ไดแ้ก่ การขาดแคลนลกูปทูีน่ ามาเลีย้ง และไมส่ามารถควบคุมระยะเวลาทีต่้องใชเ้ลีย้ง
รวมถงึปรมิาณการผลติในแต่ละวนัได ้ท าใหป้รมิาณการผลติปนูิ่มมไีมเ่พยีงพอต่อความตอ้งการ
ของผูบ้รโิภค โดยเฉพาะปัญหาการลอกคราบทีถ่อืว่าเป็นคอคอดขวด ถา้หากว่าสามารถกระตุน้
การลอกคราบในปทูีน่ ามาเลีย้งใหย้น่ระยะเวลาเลีย้งสัน้ลงและใหเ้กดิขึน้อยา่งพรอ้มเพรยีงกนัได้ 
จะท าใหผู้ป้ระกอบการสามารถเพิม่ปรมิาณการผลติอยา่งมหาศาล  
 
1.1 กำรลอกครำบ (molt) และระบบควบคมุ 

การลอกคราบเป็นกระบวนการทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาตแิละส าคญัอยา่งยิง่ยวดของสตัว์
ในไฟลมัอารโ์ทรโพดา (Arthopoda) ซึง่จะเป็นช่วงเวลาทีส่ตัวส์ามารถเพิม่ขนาดและ
เปลีย่นแปลงรปูร่าง ในหนึ่งวงจรการลอกคราบจะแบ่งเป็นสองช่วงคอื ช่วงปกต ิ(intermolt) กบั 
ช่วงเตรยีมการลอกคราบ (premolt)  

ในปทูะเลด า (รวมถงึกลุ่ม Crustaceans อื่นๆ) กระบวนการลอกคราบจะถูกควบคุมดว้ย
ฮอรโ์มนสองชนิดไดแ้ก่ฮอรโ์มน 20-HE  (ecdysteroids) และฮอรโ์มนเปปไทด ์(neuropeptides) 
ทีม่ชีื่อว่า ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ (molt-inhibiting hormone) โดยมกีลไกดงันี้ ฮอรโ์มน 20-
HE เป็นฮอรโ์มนกระตุน้การลอกคราบสรา้งและปล่อยเขา้สู่กระแสเลอืดโดยต่อม Y-organs ซึง่มี
ตวัรบัทีท่ราบกนัดวี่าอยูภ่ายในเซลล ์(nuclear receptor) ซึง่จะท าหน้าทีเ่ป็น transcription 
factor กระตุน้การแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเตรยีมการลอกคราบ เช่น เอนไซม ์
chitinase และเอนไซมผ์ลติฮอรโ์มน 20-HE   ในขณะทีฮ่อรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบสรา้งและ
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ปล่อยจากต่อมภายในก้านตา เขา้สู่กระแสเลอืดและออกฤทธิท์ีอ่วยัวะเป้าหมายคอืต่อม Y-
organs เพื่อยบัยัง้การสรา้งฮอรโ์มน 20-HE  ส่งผลท าใหร้ะดบัของฮอรโ์มน 20-HE อยูใ่นระดบั
ต ่า ซึง่ปจูะคงสภาวะอยูใ่นช่วง intermolt แต่เมือ่ใดกต็ามทีร่ะดบัของฮอรโ์มนยบัยัง้การลอก
คราบลดลง ต่อม Y-organs จะถูกปลดปล่อยจากสภาวะถูกยบัยัง้ ท าใหม้กีารสรา้งฮอรโ์มน 20-
HE ซึง่จะกระตุน้กลไกเขา้สู่ระยะเตรยีมการลอกคราบ (premolt) และน าไปสู่การลอกคราบ ดงั
แสดงในภาพที ่2 

 
 

ภำพท่ี 2 แผนภาพแสดงกลไกการควบคุมการลอกคราบของระบบฮอรโ์มนในปทูะเลด า โดยฮอรโ์มนยบัยัง้
การลอกคราบมเีนื้อเยื่อเป้าหมายอยู่ทีต่่อม Y-organs ซึง่จะยบัยัง้ไมใ่หม้กีารสรา้งฮอรโ์มน 20-HE  
 

จากกลไกการควบคุมการลอกคราบในภาพที ่2 ท าใหม้กีารตัง้สมมตฐิานว่า ต่อม Y-
organs มกีลไกทีส่ามารถตรวจจบัระดบัและประมวณผลของการเปลีย่นแปลงของฮอรโ์มนทัง้
สองชนิด คอื เมือ่ใดกต็ามทีร่ะดบัของฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบลดต ่าลง ระดบัฮอรโ์มน  20-
HEเพิม่ขึน้ (เลก็น้อย) สามารถกระตุน้กลไก positive feedback ภายใน ท าใหล้ดการตอบสนอง
ต่อฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ (irresponsive) ดงัทีร่ายงานไวใ้น (Lee et al., 2007; 
McDonald et al., 2011; Nakatsuji and Sonobe, 2004; Nakatsuji et al., 2006) ซึง่สอดคลอ้ง
กบัรายงานการวจิยัทีศ่กึษาการลอกคราบในหนอนเจาะสมอฝ้าย (Helicoverpa armigera) 
พบว่า ฮอรโ์มน 20-HE มตีวัรบัชนิดใหม ่(novel receptor) คอืโปรตนี G-protein coupled 
receptor (GPCR) ทีอ่ยูบ่นผวิเซลล ์ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัสญัญาณของฮอรโ์มน 20-HE และ
กระตุน้การตอบสนองในวงจรทีร่วดเรว็กว่าตวัรบัทีเ่ป็น classical nuclear receptor  

จากรายงานผลการทดลองของ (Cai et al., 2014; Jing et al., 2015; Liu et al. 2014a;  
2014b; Manaboon et al., 2009; Ren et al., 2014; Srivastava et al., 2005; Wang et al., 
2015) พบว่า โปรตนี GPCR ท าหน้าทีก่ระตุน้การตอบสนองของฮอรโ์มน 20-HE แบบรวดเรว็ 
(rapid-signaling pathway) โดยทีป่ลาย C-terminus ของ โปรตนี GPCR เกาะอยูก่บั G-protein 
complex เมือ่ฮอรโ์มน 20-HE เขา้เกาะกบัปลายทางดา้น N-terminus ทีอ่ยู่ภายนอกเซลล ์
โปรตนี GPCR สามารถส่งสญัญาณผ่าน G-protein complex ซึง่จะท าการสื่อสารผ่านสารสื่อ
สญัญาณต่อไป 
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1.2 กลไกกำรถ่ำยทอดสญัญำณของโปรตีน GPCR และ G-protein complex  
เมือ่โปรตนี GPCR ไดร้บัสญัญาณของฮอรโ์มนหรอืลแิกนด ์(ligand) ท าใหเ้กดิการ

เปลีย่นแปลงทางโครงสรา้ง (conformational change) ส่งสญัญาณให ้trimeric G-proteins ทีอ่ยู่
ภายในเซลล ์ซึง่ประกอบไปดว้ย Gα, Gβ, Gγ โดยที ่Gα และ Gγ มสี่วนทีเ่กาะกบั 
phospholipids ของเยือ่หุม้เซลล ์ในสภาวะปกต ิโปรตนี Gα จะเกาะอยูก่บั GDP เมื่อมฮีอรโ์มน
หรอืลแิกนดท์ีเ่หมาะสมจะกระตุน้โปรตนี GPCR ใหท้ าหน้าทีเ่ป็น guanine exchange factor 
(GEF) ซึง่จะเหนี่ยวน าให ้โปรตนี Gα ปลดปล่อย GDP ออกไป ในขณะทีภ่ายในเซลลม์ ีGTP 
อยูเ่ป็นจ านวนมากจะเขา้แทนที ่GDP ในโปรตนี Gα การแทนทีด่งักล่าวนี้กระตุน้โปรตนี Gα/β/γ 
complex ใหท้ างาน กระตุ้น/ควบคุมโปรตนีเป้าหมายทีส่ าคญัภายในเซลล ์ไดแ้ก่เอนไซม ์
adenylate cyclase (AC) ทีจ่ะเปลีย่น ATP ใหเ้ป็น cAMP ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นสารสื่อสญัญาณ
ภายในเซลล ์(second messenger) โดย cAMP สามารถกระตุน้ protein kinase A (PKA) ให้
เกดิกระบวนการ Phosphorylation ในโปรตนีเป้าหมายต่อไป ดงัแสดงในภาพที ่3 
 

 
 
ภำพท่ี 3 แผนภาพแสดงกลไกการถ่ายทอดสญัญาณฮอรโ์มนผ่านโปรตนี GPCR และ G-protein complex 
ผ่านสารสือ่สญัญาณ cAMP (Filtz, 2006) 
 

โดยเฉพาะโปรตนี Gα ทีม่ ีsubunit อยู ่4 ชนิด ไดแ้ก่ 1) Gαs ซึง่เมือ่อยูใ่นสภาวะทีถู่ก
กระตุน้ จะกระตุน้ให ้adenylyl cyclase ท างาน ซึง่จะเปลีย่น ATP ใหเ้ป็น cAMP 2) Gαi หรอื 
Gαo ซึง่เมือ่ Gαi/Gαo  อยูใ่นสภาวะทีถู่กกระตุ้นจะยบัยัง้ไมใ่ห ้adenylyl cyclase ท างาน 3) 
Gα12,13  และ 4)  Gαq ซึง่เมือ่ Gαq อยูใ่นสภาวะทีถู่กกระตุน้ จะกระตุน้ให ้Phospholipase 
C-β ท างาน ซึง่จะเปลีย่น Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) ทีอ่ยูใ่นเยือ่หุม้เซลล ์
ใหเ้ป็นสารสื่อสญัญาณสองตวัคอื inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) และ diacylglycerol 
(DAG) โดยที ่IP3 จะถูกปล่อยเขา้สู่ภายในเซลลแ์ลว้เขา้เกาะจบักบั ligand-gated Ca2+ channel 
ทีอ่ยูบ่น endoplasmic reticulum ท าให ้Ca2+ แพรอ่อกมายงั cytosol ไดซ้ึง่การกระตุน้ตวัรบั
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ใดๆทเีชื่อมกบั Gαq จะท าใหร้ะดบัของ Ca2+ภายในเซลลส์งูขึน้ ซึง่จะท าใหโ้ปรตนีทีต่อ้งใช ้
Ca2+ เป็นโคแฟกเตอร ์เช่น calmodulin สามารถท างานได ้ ในขณะที ่DAG ซึง่จะยงัคงอยูท่ีเ่ยือ่
หุม้เซลลจ์ะไปกระตุน้ protein kinase C (PKC) ทีจ่ะกระตุน้การท างานของโปรตนีเป้าหมายดว้ย
กระบวนการ phosphorylation ต่อไป 

 

1.3  วิถีสญัญำณของฮอรโ์มน 20-HE ผำ่นตวัรบัฮอรโ์มนชนิดใหม่ (novel receptor 
pathway) 
 จากการศกึษาก่อนหน้านี้ในแมลงไดแ้ก่ หนอนไหม (Bombyx mori) แมลงหวี ่
(Drosophila melanogaster), หนอนเจาะสมอฝ้าย (H. armigera) พบว่าฮอรโ์มน 20-HE 
สามารถกระตุน้การเปลีย่นแปลงภายในเซลลไ์ดภ้ายในระยะเวลาเพยีง 10 นาท ี(Srivastava et 
al., 2005) ในหนอนเจาะสมอฝ้ายพบว่า GPCR ท าหน้าทีถ่่ายทอดสญัญาณของฮอรโ์มน 20-HE  
โดยท าใหร้ะดบัของ Ca2+, IP3, และ DAG ภายในเซลลเ์พิม่สงูขึน้ โปรตนีถูกกระตุน้ดว้ย
กระบวนการ phosphorylation และถูกเคลื่อนยา้ย และยนีเป้าหมายหลายๆยนีถูกกระตุน้ใหม้ี
การแสดงออก (Liu et al., 2014a: Wang et al., 2014) ดงัทีส่รปุในภาพที ่4 
 

 
ภำพท่ี 4 แผนภาพแสดงแนวคดิการถ่ายทอดสญัญาณของฮอรโ์มน 20-HE ทัง้แบบรวดเรว็ (nongenomic 
pathway) ทีเ่กดิขึน้ภายใน cytoplasm และ วงจรแบบ genomic pathway ซึง่เกดิขึน้ภายใน nucleus (Liu et 
al., 2014a) 
 
1.4 ระบบกำรส่ือสญัญำณในต่อม Y-organs 

เนื่องจากต่อม Y-organs มหีน้าทีร่บัสญัญาณของฮอรโ์มนทัง้สองชนิดทีท่ าหน้าทีต่รง
ขา้มกนัโดยทีฮ่อรโ์มน 20-HE สามารถสรา้งสารสื่อสญัญาณผ่าน cAMP, Ca2+, IP3, และ DAG 
ดงัทีไ่ดก้ล่าวในขา้งตน้ ในทางตรงกนัขา้ม ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ (ซึง่ยงัไมม่รีายงานที่แน่



8 
 

ชดัว่าเขา้เกาะจบักบัตวัรบัชนิดใด) สามารถสรา้งสญัญาณผ่าน second messenger ไดแ้ก่ 
cAMP, cGMP และ Ca2+ดงัแสดงไวใ้นภาพที ่5  

 

 
ภำพท่ี 5  แผนภาพแสดงวถิสีญัญาณของฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบในต่อม Y-organs (Kim et al., 2004) 
 

เมือ่ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ เกาะเขา้กบัตวัรบัทีอ่ยู่บนผวิเซลล ์ซึง่กลุ่มนกัวจิยัทีน่ า
โดย Dr. Douglas Watson (Zheng et al., 2006, 2008) ทีท่ าในปมูา้อเมรกินั (Callinectes 
sapidus) เสนอว่าอาจจะเป็น receptor Guanylyl cyclase (rGC, Mw=143 kDa) ในขณะที ่
Mabashi-Asazuma et al., 2005 ทีท่ าการวจิยัในกุง้คุรุมะ (Marsupenaeus japonicus) พบว่า 
ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ เกาะจบัตวัรบั ไดโ้ปรตนีเชงิซอ้นทีม่ขีนาด 70 kDa (MIH=~8 kDa) 
แต่ยงัไมไ่ดท้ าการวเิคราะหว์่าเป็นโปรตนีชนิดใด ในเรว็ๆนี้ Nagai et al., 2014 ไดท้ าแยกตวัรบั
ของโปรตนี Ion Transport protein (ITP, ซึง่เป็นฮอรโ์มนในตระกูลเดยีวกบัฮอรโ์มนยบัยัง้การ
ลอกคราบ) ในหนอนไหม Bombyx mori ซึง่รายงานว่า GPCR เป็นตวัรบัของฮอรโ์มน ITP เมือ่
พจิารณาเอกสารอา้งองิเหล่านี้เขา้ดว้ยกนั ท าให้ไมส่ามารถสรุปไดว้่าฮอรโ์มนยบัยัง้การลอก
คราบเขา้เกาะจบัและส่งสญัญาณผ่านตวัรบัชนิดใด  

เมือ่ต่อม Y-organs ของป ูCancer antennarius และ Menippe mercenaria ไดร้บั
สญัญาณของฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ จะสง่สญัญาณหลกัเป็น cAMP ในขณะทีบ่างสปีชสี์
เช่น Carcinus maenas และ  Orconectes limosus ส่งสญัญาณเป็น cGMP (Sedlmeier and 
Fenrich, 1993; Saϊdi et al., 1994; Spaziani et al., 1999) ซึง่การเพิม่ระดบัของ cyclic 
nucleotides สามารถกระตุ้นโปรตนี PKA/PKC ต่อไป  

จากรายงานดงักล่าวของ Saϊdi et al. (1994) พบว่ามผีลการทดลองทีน่่าสนใจ คอื สาร
สื่อสญัญาณ cAMP ในต่อม Y-organs มกีารเปลีย่นบทบาทตามระยะการลอกคราบ คอื เมือ่อยู่
ในระยะปกต ิ(intermolt)  การเพิม่ระดบัของ cAMP จะยบัยัง้การสรา้งฮอรโ์มน 20-HE  ในทาง
ตรงกนัขา้ม การเพิม่ระดบัของ cAMP ในระยะเตรยีมลอกคราบ (premolt) สามารถกระตุน้การ
สรา้งฮอรโ์มน 20-HE ได ้ซึง่สอดคลอ้งกบัสมมตฐิานของโครงการวจิยันี้ทีโ่ปรตนี GPCR ท า
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หน้าทีเ่ป็นตวัรบัชนิดใหมซ่ึง่ส่งสญัญาณแบบรวดเรว็และแทนทีส่ญัญาณของฮอรโ์มนยบัยัง้การ
ลอกคราบผ่านการกระตุน้โปรตนี GPCR ทีแ่ตกต่างกนั ซึง่จะกระตุน้ G-protein ทีเ่หมาะสมแลว้
ส่งสญัญาณใหม้กีารตอบสนองภายในเซลลข์องต่อม Y-organs ต่อไป ดงัแสดงในภาพที ่6 
 

 
 

ภำพท่ี 6  แผนภาพแสดงแนวคดิการสือ่สารภายในต่อม Y-organs ผ่านการท างานของโปรตนี GPCR 
หลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE 
 



10 
 

  

2. วตัถปุระสงค ์
 จากสมมตฐิานของโครงการวจิยัทีเ่สนอว่าโปรตนี GPCR อาจจะท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบั
ชนิดรวดเรว็ของฮอรโ์มน 20-HE  ซึง่เป็นฮอรโ์มนทีส่ าคญัต่อการควบคุมการลอกคราบในปทูะเล
ด า Scylla olivacea  ดงันัน้ โครงการวจิยันี้มวีตัถุประสงคห์ลกัดงันี้  

1. คน้หาและจ าแนกโปรตนี GPCR และโปรตนี G-protein complex ในปทูะเลด า 
2. ศกึษาระบบการสื่อสญัญาณแบบรวดเรว็ของฮอรโ์มน 20-HE   
3. คน้หาต าแหน่งการแสดงออกของโปรตนี GPCR ในต่อม Y-organs 

 
3. วิธีทดลอง 
3.1 ตวัอย่ำงสตัวท์ดลองและกำรเกบ็ตวัอย่ำง 
 ปทูะเลด าขนาด 80-100 กรมัจากทะเลจงัหวดัระนอง ถูกน ามาเลีย้งในบ่อคอนกรตีเพื่อ
ปรบัตวั 1 อาทติยโ์ดยเลีย้งใหอ้ยูใ่นระดบัความเคม็ที ่25 ppt ใหอ้าหารทุกๆ สองวนัดว้ยปลา ใน
ทุกๆอาทติยร์ะยะลอกคราบจะถูกตรวจสอบจากขาว่ายน ้าภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ เมือ่ไดร้ะยะ
ลอกคราบทีต่อ้งการแลว้จะด าเนินการเกบ็ตวัอยา่งโดยน าปไูปสลบในอ่างน ้าแขง็เป็นเวลา 2 
นาท ีแลว้ท าการดูดเลอืด เกบ็เนื้อเยือ่ ไดแ้ก่ กา้นตา  ต่อม Y-organs  ตบั สมอง ปมประสาทใต้
ทอ้ง (Thoracic ganglia) และล าไสส้่วนปลาย (hind gut) แลว้เกบ็ในไนโตเจนเหลวก่อนทีจ่ะยา้ย
ไปเกบ็ในตู ้-80 องศา จนกว่าจะใชใ้นการทดลองในขัน้ตอนต่อไป 
 น าปทูะเลด าจากจงัหวดัตรงัขนาด 80-100 กรมั ซึง่อยูใ่นระยะปกต ิ(intermolt) เกบ็เอา
ต่อม Y-organs มาใชใ้นการทดลองบ่มดว้ยฮอรโ์มน 20-HE  (incubation study) น าปทูีเ่หลอืมา
เลีย้งไวใ้นตะกรา้เลีย้งปใูนบ่อพลาสตกิขนาด 300 ลติร ในความเคม็อยูท่ี ่25 ppt และใหอ้าหาร
ดว้ยหอยแมลงภู่แช่แขง็ทุกๆ 2 วนั เป็นเวลา 1 อาทติย ์ก่อนทีจ่ะท าการแบ่งเป็นกลุ่มการทดลอง 
3 กลุ่มไดแ้ก่ 1) กลุ่มควบคุม (จ านวน 5 ตวั)  2) กลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE  (จ านวน 10 ตวั) 
และ 3) กลุ่มทีต่ดักา้นตา (จ านวน 10 ตวั) เลีย้งเป็นระยะเวลา 4 วนั โดยในกลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน
จะท าการฉีดฮอรโ์มนทุกวนั วนัละ 1 ครัง้ เพื่อใหป้มูฮีอรโ์มน 20-HE เขม้ขน้อยูท่ี ่100 นาโนกรมั
ต่อเลอืด 1 มลิลลิติรเลอืดปทูัง้หมด (ประมาณ 3 มลิลลิติร) โดยความเขม้ขน้นี้อา้งองิจากรายงาน
ผลในเอกสารสบืคน้ทีพ่บในเลอืดป ูกุง้ ในระยะแรกเริม่เมือ่เขา้สู่ระยะเตรยีมลอกคราบ เพื่อ
จ าลองความเขม้ขน้ของฮอรโ์มน 20-HE ชนิด 20-HE โดยฉีดฮอรโ์มน 20-HE 300 นาโนกรมัใน 
100 ไมโครลติรของ crustacean normal saline (300 ng/100 µl)  เมือ่สิน้สุดการทดลองจะ
ด าเนนิการเกบ็ตวัอยา่งเลอืดและเนื้อเยือ่เหมอืนขัน้ตอนขา้งตน้ 
 
3.2  กำรทดลองบ่มต่อม Y-organ ด้วยฮอรโ์มน 20-hydroxyecdysone (20-HE) 
 น าต่อม Y-organs ทีไ่ดจ้ากปใูนระยะปกตมิาบ่มพกัตวัในสารละลาย crustacean 
normal saline เป็นระยะเวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้จะท าการแยกเอาต่อม Y-organ แต่ละต่อม
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ไปบ่มในสารละลาย crustacean normal saline ทีม่ฮีอรโ์มน 20-HE เขม้ขน้ 100 นาโนกรมัต่อ
เลอืด 1 มลิลลิตร  (100 ng/1 ml เลอืด) ในปรมิาตร 200 ไมโครลติรต่อหลุมใน 96-well plate 
โดยจะแบ่งการทดลองเพื่อเกบ็ตวัอยา่งที ่0, 10 วนิาท,ี 30 วนิาท,ี 1 นาท,ี  2 นาท,ี 5 นาท,ี 10 
นาท,ี 30 นาท,ี 1 ชัว่โมง, 2 ชัว่โมง และ 6 ชัว่โมง เมือ่สิน้สุดการทดลองต่อม Y-organ จะถูก
เกบ็ในไนโตเจนเหลวทนัท ีก่อนทีจ่ะยา้ยไปเกบ็ในตู ้-80 องศา จนกว่าจะใชใ้นการทดลองใน
ขัน้ตอนต่อไป 
 
3.3  กำรสกดัอำรเ์อนเอ (total RNA) จำกเน้ือเย่ือ 
 เนื้อเยือ่ทีเ่กบ็จากตวัอยา่งปขูา้งตน้จะน ามาบดใน Tri reagent (Labconsulting, 
Austria) จ านวน 200 ul ดว้ย hand-held homogenizer แลว้เตมิ Tri reagent ใหค้รบ 500-
1000 ul (ตามขนาดเนื้อเยือ่) แลว้เตมิคลอโรฟอรม์ (Choroform) ทีแ่ช่เยน็จ านวน 1:5 ของ
ปรมิาตร Tri reagent ทีใ่ช ้แลว้ปัน่ใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปปัน่ตกที ่10,000 รอบต่อนาท ี(rpm) เป็น
เวลา 20 นาท ีณ อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส แลว้ยา้ยสารละลายชัน้บนใส่ลงในหลอดใหม ่เตมิ 
Isopropanol ทีแ่ช่เยน็ในอตัราส่วน 1:1 ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปปัน่ตกที ่10,000 รอบต่อนาท ี
(rpm) เป็นเวลา 15 นาท ีณ อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เทสารละลายออกใหห้มดแลว้ท าการลา้ง
ตะกอนทีไ่ดด้ว้ย 70% Ethanol ในน ้าทีป่ระกอบดว้ย 0.1% Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
แลว้ปัน่ใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปปัน่ตกที ่10,000 รอบต่อนาท ี(rpm) เป็นเวลา 15 นาท ีณ อุณหภมู ิ
4 องศาเซลเซยีส ดดูสารละลายออกใหห้มดใหเ้หลอืเพยีงตะกอน แลว้ทิง้ตะกอนใหแ้หง้ใน
อุณหภมูหิอ้งประมาณ 10 นาท ีแลว้ท าการละลายตะกอนด้วยน ้าทีม่ ีDEPC ก่อนจะน าไปวดั
ปรมิาณอารเ์อนเอทัง้หมด (total RNA) ดว้ยเครือ่ง NanoDrop 2000c Spectrophotometer 
(ThermoFisher Scientific)  
 
3.4  กำรสร้ำง transcriptomes ของต่อม Y-organs 
 น าต่อม Y-organ จ านวนประมาณ 6-10 ต่อม จากป ู4 ระยะ ไดแ้ก่ ปใูนระยะลอกคราบ
ปกต ิ(intermolt), ปทูีอ่ยูใ่นระยะเตรยีมลอกคราบ (premolt), ปทูีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE และปทูี่
ถูกตดักา้นตา มาสกดัดเีอนเอตามขัน้ตอน 3.3 แลว้วดัปรมิาณและตรวจสอบคุณภาพอารเ์อนเอ
ทัง้หมด (Total RNA) ทีไ่ด ้ ดว้ยเครือ่ง NanoDrop 2000c Spectrophotometer ก่อนทีจ่ะส่งไป
ท าการสรา้ง Transcriptome โดยบรษิทั BGI (ประเทศจนี) เนื่องจากในปัจจบุนัฐานขอ้มลูทาง
พนัธุกรรมของปทูะเลด ายงัไมม่ ีจงึตอ้งใชฐ้านขอ้มลูทางพนัธุกรรมของปขูน (Eriocheir 
sinensis) ซึง่เป็นฐานขอ้มลูทางพนัธุกรรมทีพ่บในสารระบบ (database) และมพีนัธุกรรม
ใกลเ้คยีงทีสุ่ดกบัปทูะเลด า มาใชใ้นการคน้หาล าดบันิวคลโีอไทด ์(reference mapping) 
 รายละเอยีดครา่วๆของการเตรยีมอารเ์อนเอมดีงันี้ RNA ทัง้หมดทีไ่ดร้บัจะถูกยอ่ยเอาดี
เอนเอทีป่ะปนมาดว้ย DNase I แลว้ท าการแยกเอาเฉพาะ mRNA โดยใช ้Oligo (dT) การสรา้ง 
สายแรกของ cDNA ถูกสงัเคราะหโ์ดยใช ้hexamer-primer แบบสุ่ม จากนัน้ดเีอนเอสายทีส่อง
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ถูกสงัเคราะหโ์ดยการเพิม่เตมิส่วนผสมอนัไดแ้ก่ บฟัเฟอร,์ dNTPs, RNase H และ DNA 
polymerase I สายดเีอนเอทีส่งัเคราะหไ์ดจ้ะถูกแยกดว้ยลกูปัดแมเ่หลก็ (magnetic bead) แลว้
ท าการเตมิอะแดป็เตอรก่์อนทีจ่ะน าไปเพิม่จ านวนดว้ยการท า PCR ในการสรา้งหอ้งสมดุ 
(library) ของทัง้สีก่ลุ่มตวัอยา่ง คุณภาพและปรมิาณของสายดเีอนเอทีส่งัเคราะหไ์ดจ้ะถูก
ตรวจสอบและตรวจวดัดว้ย Agilent 2100 Bioanaylzer และ ABI StepOnePlus Real-Time 
PCR System ก่อนทีจ่ะถูกน าไปอ่านล าดบัดว้ยเครือ่ง Illumina HiSeqTM 2000 
  
3.5  กำรวิเครำะหข้์อมลูท่ีได้ (Bioinformatics Pipeline) 
 ขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดท์ีผ่ลติโดย Illumina HiSeqTM 2000 จะถูกเรยีกว่าการอ่าน
แบบดบิ (raw read) จะถูกตรวจสอบคุณภาพว่าจ าเป็นตอ้งมขี ัน้ตอนการอ่านขอ้มลูใหมห่รอืไม ่
raw read ทีไ่ดป้ระกอบดว้ย ล าดบัของอะแดปเตอร ์ล าดบัเบสทีไ่ม่รูจ้กัจ านวนมากๆ และล าดบั
เบสทีม่คีุณภาพต ่า เช่นมลี าดบัเบสทีไ่ม่รูจ้กัทีม่มีากกว่า 10% และการอ่านคุณภาพต ่าจะถูก
กรอง ขอ้มลูทีก่รองเรยีบรอ้ยแลว้จะถูกจดัเกบ็ในรปูแบบ FASTQ ก่อนทีจ่ะน าไปเปรยีบเทยีบ
กบัฐานขอ้มลูพนัธุกรรมอา้งองิ ซึง่ไดแ้ก่ป ูEriocheir sinensis 
(http://gigadb.org/dataset/100186)  

โปรแกรม Bowtie2 ถูกใชเ้พื่อท าแผนทีก่ารอ่านทีใ่นฐานขอ้มลูของยนีอา้งองิ ในขณะที ่
โปรแกรม HISAT ใชใ้นการเพื่อท าแผนทีก่ารอ่านกบัฐานขอ้มลูพนัธุกรรมอา้งองิซึง่จะมกีาร
ควบคุมคุณภาพของการจดัต าแหน่ง เพื่อตรวจสอบว่าจ าเป็นตอ้งมกีารจดัเรยีงใหม่หรอืไม ่
ขอ้มลูทีไ่ดจ้ะถูกน ามาใชใ้นการค านวณการกระจายของการอ่านในยนีอา้งองิและอตัราส่วนการ
ท าแผนที ่หากผลการจดัต าแหน่งผ่าน QC การวเิคราะหล์ าดบัต่อๆไปรวมถงึการแสดงออกของ
ยนีและการวเิคราะหเ์ชงิลกึตามการแสดงออกของยนี จะถูกประมวลผล 

ปรมิาณยนีถูกวเิคราะหโ์ดยใชว้ธิ ีRSEM ทีป่รมิาณและค านวณความอุดมสมบรูณ์สงูสุด 
(Maximum likelihood) โดยใชอ้ลักอรทิมึ Expectation Maximization (EM) ส าหรบั
แบบจ าลองทางสถติ ิวธิกีาร FPKM ถูกน ามาใชใ้นการค านวณระดบัการแสดงออกในขณะที่
ก าจดัอทิธพิลของความยาวของยนีทีแ่ตกต่างกนัและความคลาดเคลื่อนล าดบัทีม่ต่ีอการค านวณ
การแสดงออกของยนี ดงันัน้การแสดงออกของยนีทีค่ านวณไดส้ามารถน ามาใชโ้ดยตรงเพื่อ
เปรยีบเทยีบความแตกต่างของการแสดงออกของยนีในกลุ่มตวัอยา่ง 

นอกจากนี้ยงัท าการวเิคราะหเ์ชงิลกึโดยอาศยัยนีทีแ่สดงความแตกต่าง (Differentially 
expressed gene: DEGs) รวมถงึการวเิคราะห ์Gene Ontology (GO), การวเิคราะห ์KEGG 
pathway และการวเิคราะหก์ลุ่ม (Cluster) ประการแรก DEG ไดร้บัการคดัเลอืกดว้ยวธิกีาร
กระจายแบบ Possion และแกไ้ข p-value ของ DEG ดงักล่าวโดยใชว้ธิ ีBonferroni  
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3.6  กำรสร้ำง complementary DNA (cDNA) ของเน้ือเย่ือท่ีสนใจ 
RNA ทัง้หมดทีส่กดัมาจาก intermolt และ premolt YO, สมอง, ปมประสาททรวงอก

และ hind gut รวมทัง้ตวัอยา่ง Y-organs ทีไ่ดจ้ากการบ่มดว้ยฮอรโ์มน 20-HE ดว้ย TRI 
Reagent® ดงัอธบิายในขัน้ตอน 3.3 โดย RNA ทัง้หมดทีส่กดัไดถู้กวดัโดยใชเ้ครือ่ง NanoDrop 
Spectrophotometer แลว้น า หนึ่งไมโครแกรม (1 µg) ของ RNA ทีไ่ดม้าท าลายดเีอนเอทีป่ะปน
มาดว้ย DNase I ก่อนทีจ่ะถูกน าไปสรา้งสาย complementary DNA (cDNA) โดยใช ้Improm-
IITM Reverse Tran-scription System (Promega) 
 
3.7 กำรสร้ำง 5’ และ 3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE) cDNA 
 น าต่อม Y-organ ทีไ่ดจ้ากปใูนระยะเตรยีมลอกคราบจ านวณ 10 ต่อมมาสกดัเอาอาร์
เอนเอทัง้หมด (ดงัรายละเอยีดในหวัขอ้ 3.3) ท าการแยกเอาเฉพาะ mRNA โดยใชชุ้ดสกดั 
Illustra QuickPrep Micro mRNA Purification Kit (GE healthcare Life Science) โดยด าเนิน
ตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายไวใ้นคู่มอื mRNA ทีแ่ยกได ้(ประมาณ 1 เปอรเ์ซนตข์อง RNA ตัง้ตน้) จะ
ถูกน าไปเตรยีมสรา้ง 5’RACE และ 3’RACE cDNA โดยใชชุ้ดเตรยีมส าเรจ็ SMARTer® RACE 
5’/3’ Kit (Takara Bio USA, Inc) 
 
3.8 กำรค้นหำล ำดบันิวคลีโอไทดจ์ำกล ำดบันิวคลีโอไทดท่ี์ได้จำกฐำนข้อมูล
อิเลคทรอนิกสแ์ละTranscriptomes  
 เนื่องจากในปัจจบุนัขอ้มลูพนัธุกรรมของปทูะเลด ายงัไม่พบในฐานขอ้มลู การคน้หา 
house-keeping genes ไดแ้ก่ 40S rRNA และ EIF5A, และยนีของ G-protein ไดแ้ก่ Gαq, 
Gαs, และGαo และยนี β-arrestin ในปทูะเลด าจงึจ าเป็นตอ้งด าเนินการโดยการใชว้ธิ ีReverse 
translation โดยท าการสบืคน้หาล าดบักรดอะมโินยนีดงักล่าวในสตัวท์ีอ่ยูใ่นกลุ่ม Crustaceans 
จากฐานขอ้มลูของโปรตนี (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/) จากล าดบักรดอะมิ
โนทีไ่ดข้องแต่ละยนี จะถูกน ามาเรยีงล าดบัดว้ยโปรแกรม ClustalW 
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) เพื่อหาต าแหน่งทีถู่กอนุรกัษ์ไว ้(conserved 
region) ซึง่จะใชเ้ป็นต าแหน่งของนิวคลโีอไทดไ์พรเมอร ์(degenerate primers) โดยการใช้
โปรแกรม(https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html) ซึง่ไพรเมอรท์ีไ่ดจ้ะน าไป
คน้หายนีดงักล่าวใน cDNA ของต่อม Y-organs ดงัรายละเอยีดในเอกสารอา้งองินี้ (Chung, 
2008) โดยจะใชเ้ทคนิคทชัดาวน์พซีอีาร ์(touch-down PCR:TD PCR) ด าเนินการกบัไพรเมอร์
คู่นอกสุดก่อนดว้ยการใช ้Advantage Taq Polymerase (LifeScience, BD) ภายใตเ้งือ่นไข 
PCR ตามทีอ่ธบิายไว ้(Chung, 2008) PCR รอบทีส่องจะถูกด าเนินการดว้ยผลติผลของ
ปฏกิริยิา TD ทีไ่ดเ้จอืจาง 20 เท่าในน ้าทีผ่่านการฆา่เชือ้แลว้ด าเนินการกบัไพรเมอรค์ู่ใน น า
ผลติผลทีไ่ดม้าแยกขนาดดว้ยเทคนิค Agarose gel electrophoresis (1.2% gel) ชิน้ส่วนทีม่ ี
ขนาดใกลเ้คยีงกบัขนาดทีค่าดการณ์ไวจ้ะถูกตดัออกมาและด าเนินการเพิม่ชิน้ส่วนและอ่าน

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/
https://www.bioinformatics.org/sms2/
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ล าดบันิวคลโีอไทดต์ามขัน้ตอนทางชวีโมเลกุลทัว่ไป ซึง่ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีค่น้หาไดจ้ะเป็น
ชิน้ส่วนทีพ่บในปทูะเลด า ซึง่จะถูกน าไปออกแบบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อล าดบันิวคลโีอไทดเ์พื่อ
คน้หาชิน้ส่วนทีเ่หลอืของ mRNA ของยนีดงักล่าว ซึง่ไพรเมอรท์ีไ่ดจ้ะน ามาคน้หาโดยใชเ้ทคนิค 
TD PCR ด าเนินการกบัไพรเมอรต์ าแหน่งนอกสุดกบัไพรเมอร ์UPMดว้ย Advantage Taq 
Polymerase (LifeScience, BD) ภายใตเ้งือ่นไข PCR ตามทีอ่ธบิายไว ้(Chung, 2008) น าเอา
ผลติผลของ TD PCR มาเจอืจาง 20 เท่าในน ้าแลว้ด าเนินการเพิม่จ านวนดว้ยไพรเมอรต์ าแหน่ง
ขา้งในกบัไพรเมอร ์NUP แลว้น าผลติผลทีไ่ดม้าแยกขนาดดว้ยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis (1.2% gel) ชิน้ส่วนทีม่ขีนาดใกลเ้คยีงกบัขนาดทีค่าดการณ์ไวจ้ะถูกตดัออกมา
และด าเนินการเพิม่ชิน้ส่วนและอ่านล าดบันิวคลโีอไทดต์ามขัน้ตอนทางชวีโมเลกุลทัว่ไป 

ส าหรบัยนี GPCR ไพรเมอรข์อง GPCR ไดร้บัการออกแบบจากล าดบัทีไ่ดร้บัจากการ
สรา้งล าดบัจ าลองดว้ยการใช ้de novo assembly โดยใชโ้ปรแกรม Trinity รุน่ 2.3.2 ตามดว้ยรุ่น 
Blast 2.2.26 (blastn และ tblastx) ทีม่ยีนี GPCR สองตวัใน Spodoptera frugiperda 
(DQ295917.1) และ Helicoverpa armigera (JQ809653.1) ไพรเมอรท์ีไ่ดจ้ะท าการแยกคน้หา
ชิน้ส่วนของยนี GPCR จาก cDNA ของต่อม Y-organ เพื่อยนืยนัล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้าก
การใชโ้ปรแกรมและเพื่อคน้หาล าดบันิวคลโีอไทดท์ีส่มบูรณ์ของยนีต่อไป ดงัรายละเอยีดการ
ด าเนินการทางชวีโมเลกุลขา้งตน้ 
 
3.9  กำรวดัระดบักำรแสดงออกของยีนท่ีสนใจด้วยกำรเทคนิค real-time PCR 
 การคน้หาระดบัการแสดงออกของยนี 40S rRNA, EIF5A, GPCR1, GPCR2, Gαq, 
Gαs, Gαo และยนี β-arrestin ในเนื้อเยือ่ไดแ้ก่ต่อม Y-organs, สมอง, ทรวงอกปมประสาทและ
ล าไสส้่วนหลงัทีไ่ดจ้ากปใูนระยะ intermolt และ premolt รวมทัง้ต่อม Y-organs ทีบ่่มดว้ย
ฮอรโ์มน 20-HE ดว้ยการใชเ้ทคนิค PCR แบบเรยีลไทมเ์ชงิปรมิาณ (qPCR)  
เสน้โคง้มาตรฐาน (standard curve) ของแต่ละยนีจะสรา้งจากการน าของชิน้ส่วนของยนีนัน้ๆ 
เชื่อมต่อเขา้ไปในพลาสมดิ pGEM-T easy vector (Promega)  โดยพลาสมดิทีถู่กสกดัออกมา
จะใชใ้นการค านวนเพื่อเจอืจางใหอ้ยูใ่นอนุกรม 10 เท่า คอื 102–107 copies/µl แตละปฏกิริยิา 
(10 µl) ประกอบดว้ย 50 nM Primer mix (forward & reverse primers) แมแ่บบ cDNA (ขึน้อยู่
กบัชนิดของยนีทีจ่ะท าการวดั), qPCR Green Master Mix LRox (Biotech Rabbit, Germany)  

ความเขม้ขน้ของ cDNA ในกลุ่มตวัอยา่งของยนี GPCR1, GPCR2 จะใชค้วามเขม้ขน้ 
ที ่200 ng/rxn ขณะทีย่นี Gαq, Gαs, Gαo/Gαi, β-arrestin และ 40s จะใชค้วามเขม้ขน้ของ 
cDNA ที ่100 ng/rxn ในขณะที ่ยนี EIF5A (ซึง่จะใชเ้ป็น reference gene) จะใชค้วามเขม้ขน้
ของ cDNA ที ่10 ng/rxn  

การวเิคราะห ์qPCR ด าเนินการดว้ยการเปิดใชง้านครัง้แรกเป็นเวลา 3 นาทแีละ 40 
รอบของวงจรทีป่ระกอบดว้ย denature ที ่95oC เป็นเวลา 15 วนิาท ีannealing ที ่60oC เป็น
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เวลา 30 วนิาท ีและ extension ที ่72°C เป็นเวลา 30 วนิาท ีความจ าเพาะของผลติภณัฑ ์PCR 
ไดร้บัการยนืยนัจากการวเิคราะหเ์สน้โคง้การหลอมละลาย (melting curve) 

 
3.10  กำรวดัระดบัฮอรโ์มน 20-HE ด้วยชุดตรวจส ำเรจ็  
 เลอืดทีด่ดูออกมาจากปใูนระยะลอกคราบต่างๆ จะถูกผสมกบั anti-coagulant ใน
อตัราส่วน 1:1 สารละลายของเลอืดใน anti-coagulant ปรมิาณ 100 µl ถูกน าไปสกดัเอา
ฮอรโ์มน 20-HE  ดว้ยเมธานอลบรสิุทธิป์รมิาณ 1,900 µl แลว้ปัน่ใหเ้ขา้กนั น าไปปัน่ตกที ่
12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง แลว้ดดูเอาสารละลายเกบ็ไว ้ก่อนทีจ่ะ
น าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเครือ่ง  Speed Vacuum ท าการละลายตะกอนดว้ย EIA buffer จ านวน 500 
µl  โดยขัน้ตอนของการท าการวดัระดบัของฮอรโ์มน 20-HE จะท าตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายไวใ้น
คู่มอืของ 20-Hydroxyecdysone Enzyme Immunoassay (EIA) Kit (Cayman Chemical, 
USA) ซึง่มหีลกัการครา่วๆ ดงันี้  

EIA มหีลกัการท างานจากการแขง่ขนัระหว่าง unlabelled 20-HE (จากตวัอยา่ง) และ
acetylcholinesterase (AChE®) -labelled 20-HE (Tracer) กบัแอนตบิอดจี าเพาะของ 20-HE 
(สรา้งจากกระต่าย) ทีม่อียูอ่ยา่งจ ากดั โปรตนีเชงิซอ้นของแอนตบิอดจี าเพาะของ 20-HE และ 
ฮอรโ์มน 20-HE ทีส่กดัไดห้รอื 20-HE ทีเ่ป็น Tracer จะถูกยดึตดิใหอ้ยูใ่น 96-well plate ดว้ยโม
โนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อแอนตบิอดขีองกระต่ายทีเ่คลอืบไวใ้นแต่ละหลุม หลงัจากบ่ม
แลว้จะท าการชะลา้งแอนตบิอดทีีไ่มไ่ดย้ดึเกาะอยูใ่นเพลท เตมิ Ellman’s reagent (สารตัง้ตน้
ของเอนไซม ์AChE และ chromogen) ซึง่จะเปลีย่นเป็นสเีหลอืงทีส่ามารถดดูซบัคลื่นแสงที ่414 
นาโนเมตร ความเขม้ของสถีูกวดัโดยเครือ่ง microplate reader โดยสดัส่วนของสทีีเ่กดิขึน้จะ
เป็นสดัส่วนผกผนักบัจ านวนของ 20-HE ทีพ่บในตวัอย่าง 

 โดย 20-HE standard ของชุดตรวจส าเรจ็นี้มอียู ่8 จดุ ไดแ้ก่  39.1, 78.1, 156.3, 
312.5, 625, 1,250, 2,500 และ 5,000 pg/ml โดยจะท าการเตรยีมตวัอยา่งดงัรปูขา้งล่างนี้ 

 
ผลทีไ่ดจ้ะถูกน ามาค านวณตามรายละเอยีดดงันี้ 
1. น าค่าการดดูกลนืแสงเฉลีย่ของ NSB ออกจากค่า B0, standard, QC และตวัอยา่ง

แลว้หาค่าเฉลีย่ของแต่ละตวัอยา่ง (จาก 2 ซ ้า) 
2. ค านวณ B/B0 (%) ของแต่ละตวัอยา่ง 



16 
 

3. พลอ็ตค่า B/B0 (%) บนแกน y กบัความเขม้ขน้ (pg / mL) บนแกน x วาดเสน้ทีด่ี
ทีสุ่ดผ่านจดุต่างๆ 

4. ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งทีเ่หมาะสมควรมคี่า B/B0 ทีอ่ยูร่ะหว่าง 20% ถงึ 80%  
5. สามารถใชโ้ปรแกรมจากเครือ่งอ่านเพลทดว้ยซอฟตแ์วรท์ีส่ามารถท ากราฟขอ้มลู

เหล่านี้ได ้(พารามเิตอร ์4 ตวั หรอื logistic fit 5 พารามเิตอร)์  
 
3.11  กำรเตรียมตวัอย่ำงต่อม Y-organ ท่ีได้จำกกำรบ่มด้วยฮอรโ์มน 20HE ส ำหรบั
ตรวจวดัระดบัของ Ca2+, cAMP และ cGMP 
 หลงัจากบ่มต่อม Y-organ ในฮอรโ์มน 20-HE ทีเ่วลาต่างๆ แบ่งต่อม Y-organs เป็น
สองกลุ่มคอื กลุ่มทีร่วมต่อม Y-organ 2 ต่อมเป็น 1 ตวัอยา่ง (n=1) ส าหรบัวดัระดบั Ca2+ และ
กลุ่มทีร่วมต่อม Y-organ 4 ต่อมมารวมกนัเป็น 1 ตวัอยา่ง (n=1) ส าหรบัตรวจวดัระดบั cAMP 
และ cGMP  

น าต่อม Y-organ ทีจ่ะวดัระดบั Ca2+ มาลา้งดว้ย PBS buffer ทีม่ ีglyceral 20% 
จ านวน 100 µl แลว้ท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย sonicator เป็นเวลา 10 วนิาท ีแลว้ปัน่ตกเนื้อเยือ่ที ่
2,000 rpm เป็นเวลา 10 min ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ดดูเอาสารละลายเกบ็ไว ้แลว้เจอืจาง
ดว้ย 2X calcium assay buffer ในอตัราส่วน 1:1 ใชจ้ านวน 10 µl ส าหรบัน าไปวดัระดบั Ca2+ 
ดว้ยชุดตรวจส าเรจ็ต่อไป 

ส าหรบักลุ่มของต่อม Y-organ ทีจ่ะวดัระดบั cAMP และ cGMP น าต่อม Y-organ ไป
บดและสกดัดว้ย 5% Trichloroacetic (TCA ในน ้า) 250 µl เพื่อแตกเซลลแ์ลว้แยกเอา
ตะกอนเนื่อเยือ่ทีเ่หลอืดว้ยการปัน่ตกที ่12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุ่ณหภูม ิ4 องศา
เซลเซยีส แลว้ค่อยๆดดูเอาสารละลายใส่ในหลอดใหม ่ท าการก าจดั TCA ในสารละลายดว้ยอี
เธอรอ์ิม่น ้า (water-saturated ether, เตรยีมโดยเตมิอเีธอรใ์นน ้าจนเกดิการแยกชัน้เป็นสองชัน้ 
แลว้ใชเ้ฉพาะส่วนบน) โดยเตมิในอตัราส่วน (สารละลาย:อเีธอรอ์ิม่น ้า) 1:5 ผสมใหเ้ขา้กนัเป็น
เวลา 10 วนิาทแีลว้ตัง้ใหแ้ยกชัน้แลว้ค่อยๆดดูเอาชัน้ของอเีธอรท์ีอ่ยูส่่วนบนออก แลว้สกดัซ ้า
ดว้ยอเีธอรอ์ิม่น ้าอกีรอบ แลว้ก าจดัอเีธอรท์ีเ่หลอืในสารสกดัดว้ยการใหค้วามรอ้นที ่70 องศา
เซลเซยีสเป็นเวลา 5 นาท ีจากสารสกดัทีไ่ดจ้ะถูกแบ่งออกเป็น 2 ชุด ส าหรบัวดัระดบัของ 
cAMP และ cGMP โดยแต่ละชุดจะใชส้ารละลายทีส่กดัไดจ้ านวน 100 µl (ซ ้าละ 50 µl จ านวน
สองซ ้า)  
 
3.12  วดัระดบัสำรส่ือสญัญำณ cAMP ด้วยชุดตรวจส ำเรจ็  
 ท าการเตรยีม standard โดยเตรยีมใหม้คีวามเขม้ขน้ทีเ่จอืจางลง 3 เท่าไดแ้ก่ 0.3, 1.0, 
3.1, 9.3, 27.8, 83.3, 250, และ 750 pmol/ml ดว้ย ELISA buffer ตามคู่มอืแลว้เตรยีม 
standard กลุ่มตวัอยา่ง NSB, blank (Blk) และ B0 ดงัตารางขา้งล่าง  
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 โดยเตมิ ELISA buffer ในหลุม NSB จ านวน 100 µl, ในหลุม B0 50 µl แลว้เตมิ 
standard จ านวน 50 µl ในแต่ละหลุม โดยเริม่จากความเขม้ขน้ 0.3 pmol/ml ขึน้ไปจนครบที่
ความเขม้ขน้ 750 pmol/ml  เตมิชุดของกลุ่มตวัอยา่ง 50 µl (จ านวน 2 ซ ้า) จนครบแลว้เตมิ 
cAMP AChE Tracer จ านวน 50 µl ในแต่ละหลุม ยกเวน้ หลุมของ TA และ Blk สุดทา้ยเตมิ 
cAMP ELISA antiserum จ านวน 50 µl ในทุกหลุม ยกเวน้ หลุมของ TA, NSB และ Blk  
ปิดเพลทดว้ยฟิลม์แลว้ท าการบ่มที ่4 องศาเป็นเวลา 18 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาแลว้ลา้งเพลทดว้ย 
Wash Buffer จ านวน 5 ครัง้ แลว้เตมิ Ellman’s reagent ทีเ่ตรยีมใหม่จ านวน 200 µl ในแต่ละ
หลุม แลว้เตมิ  tracer จ านวน 5 µl ในหลุมของ TA ปิดเพลทดว้ยฟิลม์ บ่มทีม่เีครือ่งเขยา่
แนวนอนในทีม่ดืเป็นเวลา 90-120 นาท ีน าการอ่านค่าการเปลีย่นระดบัสทีีค่วามยาวคลื่น 415 
นาโนเมตร 

ผลทีไ่ดจ้ะถูกน ามาค านวณตามรายละเอยีดดงันี้ 
1. หาคา่เฉลีย่ของ NSB, B0 แลว้น าค่าเฉลีย่ของ NSB ลบออกจากค่า B0 ซึง่ค่า B0 ทีไ่ด้

จะเป็นค่า maximum binding 
2. ค านวณ B/B0 (%) โดยน าค่า absorbance ของตวัอยา่งและ standard แต่ละตวัลบ

ออกดว้ยค่าของ NSB แลว้หารดว้ย B0 แลว้แปลงค่าใหเ้ป็นเปอรเ์ซนตโ์ดยคณูดว้ย 100  
3. พลอ็ตสมการเสน้ตรงของ ค่า B/B0 (%) ของ standard บนแกน y กบั log (ความ

เขม้ขน้) บนแกน x โดยใช ้4-parameter logistic fit 
หรอืจากสมการ logit (B/B0)=ln[B/B0/(1-B/B0)] 
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3.13  วดัระดบัสำรส่ือสญัญำณ cGMP ด้วยชุดตรวจส ำเรจ็  
 ท าการเตรยีม standard โดยเตรยีมใหม้คีวามเขม้ขน้ทีเ่จอืจางลง 2 เท่าไดแ้ก่ 0.23, 
0.46, 0.93, 1.87, 3.75, 7.5, 15 และ 30 pmol/ml ดว้ย ELISA buffer ตามคู่มอืแลว้เตรยีม 
standard กลุ่มตวัอยา่ง NSB, blank (Blk) และ B0 ดงัตารางขา้งล่าง  

 

       
 โดยเตมิ ELISA buffer ในหลุม NSB จ านวน 100 µl, ในหลุม B0 50 µl แลว้เตมิ 
standard จ านวน 50 µl ในแต่ละหลุม โดยเริม่จากความเขม้ขน้ 0.23 pmol/ml ขึน้ไปจนครบที่
ความเขม้ขน้ 30 pmol/ml  เตมิชุดของกลุ่มตวัอยา่ง 50 µl (จ านวน 2 ซ ้า) จนครบแลว้เตมิ 
cGMP AChE Tracer จ านวน 50 µl ในแต่ละหลุม ยกเวน้ หลุมของ TA และ Blk สุดทา้ยเตมิ 
cGMP ELISA antiserum จ านวน 50 µl ในทุกหลุม ยกเวน้ หลุมของ TA, NSB และ Blk  
ปิดเพลทดว้ยฟิลม์แลว้ท าการบ่มที ่4 องศาเป็นเวลา 18 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาแลว้ลา้งเพลทดว้ย 
Wash Buffer จ านวน 5 ครัง้ แลว้เตมิ Ellman’s reagent ทีเ่ตรยีมใหม่จ านวน 200 µl ในแต่ละ
หลุม แลว้เตมิ  tracer จ านวน 5 µl ในหลุมของ TA ปิดเพลทดว้ยฟิลม์ บ่มทีม่เีครือ่งเขย่า
แนวนอนในทีม่ดืเป็นเวลา 90-120 นาท ีน าการอ่านค่าการเปลีย่นระดบัสทีีค่วามยาวคลื่น 415 
นาโนเมตร 

ผลทีไ่ดจ้ะถูกน ามาค านวณตามรายละเอยีดดงันี้ 
1. หาคา่เฉลีย่ของ NSB, B0 แลว้น าค่าเฉลีย่ของ NSB ลบออกอจากค่า B0 ซึง่ค่า B0 ที่

ไดจ้ะเป็นค่า maximum binding 
2. ค านวณ B/B0 (%) โดยน าค่า absorbance ของแต่ละตวัอยา่งและ standard ลบออก

ดว้ยค่าของ NSB แลว้หารดว้ย B0 แลว้แปลงค่าใหเ้ป็นเปอรเ์ซนตโ์ดยคณูดว้ย 100  
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3. พลอ็ตสมการเสน้ตรงของ ค่า B/B0 (%) ของ standard บนแกน y กบั log (ความ
เขม้ขน้) บนแกน x โดยใช ้4-parameter logistic fit 

หรอืจากสมการ logit (B/B0)=ln[B/B0/(1-B/B0)] 
 
3.12  กำรวดัระดบัสำรส่ือสญัญำณ Ca2+ ด้วยชุดตรวจส ำเรจ็  
    การวดัระดบัการเปลีย่นแปลงของ Ca2+ ในสารละลายทีใ่ชบ้่มซึง่ใช ้Crustacean 
normal saline ทีป่ระกอบดว้ย CaSO4 จ านวน 3.4 g/L จงึตอ้งมกีารเจอืจางในส่วนของ
สารละลายลง 25 เท่า โดยเตมิสารละลายทีใ่ชบ้่ม 10 µl กบัน ้าจ านวน 240 µl แลว้ใชส้ารละลาย
ดงักล่าวนี้ 15 µl ผสมกบั assay buffer จ านวน 15 µl 
 ท าการเตรยีมตวัอยา่งต่อม Y-organs ทีบ่่มดว้ยฮอรโ์มนตามขัน้ตอน 3.11 และเตรยีม 
standard ใหม้คีวามเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 mg/dl ดว้ย assay buffer  แลว้เตมิ 
standard และตวัอยา่งจ านวน 10 µl ต่อหลุม ตามตวัอยา่งขา้งล่างนี้ 

  
แลว้เตมิ working detector reagent จ านวน 200 µl ในแต่ละหลุม แลว้เขยา่เบาประมาณ 20-30 
วนิาท ีแลว้บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 นาท ีอ่านค่าการดดูซบัแสงที ่570-590 นาโนเมตร 

 ผลทีไ่ดจ้ะถูกน ามาค านวณตามรายละเอยีดดงันี้ 
1. หาค่าเฉลีย่ของค่าดดูซบัแสงของแต่ละตวัอยา่ง 
2. น าค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามเขม้ขน้ 0 mg/dl (A) ออกจากทุกตวัอยา่งซึง่จะ

เป็นค่าดดูกลนืแสงทีแ่ทจ้รงิ 
3. พลอตค่าดดูกลนืแสงของ standard ทีไ่ดจ้ากขอ้ 2 กบัความเขม้ขน้นัน้ๆ  
4.  ค านวนความเขม้ขน้จาก linear regression 
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3.13  กำรค้นหำต ำแหน่งกำรแสดงออกของโปรตีน GPCR2  
 น าต่อม Y-organ ทีไ่ดจ้ากการบ่มดว้ยฮอรโ์มนที ่1 และ 6 ชัว่โมง และทีไ่มไ่ดร้บั
ฮอรโ์มนไปแช่ใน 4% Paraformadehyde (PFA ใน PBS) ขา้มคนื แลว้ลา้งดว้ย PBS ท าการ
ถ่ายต่อม Y-organ ลงในซโูครส 10% (PBS) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ยา้ยลง 
ในซโูครส 20% ทิง้ไว ้1 ชัว่โมง ต่อดว้ยซโูครส 30% แลว้ทิง้ไวข้า้มคนื หลงัจากนัน้เตรยีมถ่าย
โอนต่อม  Y-organ ไปยงัสารละลายส าหรบัการหล่อเยน็ (specimen matrix, Tissue-Tek® 
O.C.T.™ Compound) เกบ็แมพ่มิพแ์ช่แขง็ในอลมูเินียมฟอยล์และเกบ็ไวใ้น -80oC จนกว่าจะใช ้ 

ตดัเนื้อเยือ่ใหม้คีวามหนา10 µm ใน cryostat ที ่−20°C แลว้ยา้ยเนื้อเยือ่ทีต่ดัไดไ้ปยงั
สไลดโ์ดยแตะสไลดไ์ปยงัเนื้อเยือ่ซึง่จะละลายลงบนสไลด ์แลว้ท าการยดึเนื้อเยือ่ใหต้ดิกบัสไลด์
โดยบ่มแหง้ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาขา้มคนื แลว้ท าการบ่มเนื้อเยือ่ดว้ย blocking solution ที่
ประกอบดว้ย BSA 1% และ glycine 22.52 mg/mL ใน PBST (PBS + 0.1% Tween 20) เป็น
เวลา 30 นาทเีพื่อป้องกนัการจบัแอนตบิอดทีีไ่มเ่ฉพาะเจาะจง แลว้ท าการบ่มเนื้อเยื่อกบั 
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อโปรตนี GPCR2 (โดยใชเ้ปปไทดส์งัเคราะห)์ ทีส่รา้งในหนู (Abclonal 
Technology, China) ดว้ยอตัราส่วน 1:10 ใน 1% BSA ใน PBST ในหอ้งทีม่คีวามชืน้ คา้งคนืที ่
4 องศาเซลเซยีส แลว้ลา้งสไลดด์ว้ย PBS โดยแช่เป็น 5 นาท ีจ านวนสามครัง้ แลว้ท าการบ่ม
เนื้อเยือ่ดว้ยแอนตบิอดทีีต่ดิสารฟลอออเรสเซส ซึง่จ าเพาะต่อแอนตบิอดขีองหนู (Anti-mouse 
IgG, conjugated with Alexa Fluor® 488, Cell Signaling Technology) ทีค่วามเขม้ขน้ 1:500 
ใน 1% PBS บ่มคา้งคนืที ่4 องศาเซลเซยีสในทีม่ดืและมคีวามชืน้  เมือ่ครบก าหนด ลา้งสไลด์
ดว้ย PBS สามครัง้เป็นเวลา 5 นาทใีนทีม่ดื แลว้ท าการยอ้มสดีว้ย Fluoroshield Mounting 
Medium With DAPI (Abcam) น าสไลดไ์ปถ่ายภาพดว้ยเครือ่ง confocal microscope 
(Olympus) ดว้ยก าลงัขยาย 100 เท่า 

 
3.14  ชีวสถิติ 
 ระดบัการแสดงออกของยนีทีใ่ชเ้ทคนิค real-time PCR จะถูกค านวณจากรอบการ
ท างาน (Ct) ทีไ่ด ้ผลทีค่ านวณไดจ้ะถูกน ามาแปลงค่าเป็น relative expression โดยใชย้นี 
EIF5A เป็นระดบัอา้งองิ ซึง่จะค านวณโดยใชร้ะดบัการแสดงออกของแต่ละยนีจะถูกน าไปหาร
ดว้ยระดบัการแสดงออกของยนี EIF5A ในแต่ละตวัอยา่ง (level of designated gene/level of 
EIF5A) ระดบัการแสดงออกของกลุ่มตวัอย่างทีแ่ตกต่างกนัไดร้บัการทดสอบทางสถติโิดยการ
วเิคราะหค์วามแปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA) ตามดว้ยการทดสอบ Tukey post 
hoc test (p <0.05) ในการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีในระยะปกตแิละระยะเตรยีมลอก
คราบในแต่ละเนื้อเยือ่จะท าการตรวจสอบทางสถติดิว้ย t-Test: Two-Sample Assuming 
Unequal Variances โดยมรีะดบัความเชื่อมัน่อยู่ที ่(p <0.05) 
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 ส่วนระดบัการเปลีย่นแปลงของฮอรโ์มน 20-HE, cAMP, cGMP, และ Ca2+ ทีต่รวจวดั
ดว้ยชุดตรวจส าเรจ็ ผลทีไ่ดจ้ะท าการการทดสอบทางสถติโิดยการวเิคราะหค์วามแปรปรวนแบบ
ทางเดยีว (one-way ANOVA) ตามดว้ยการทดสอบ Tukey post hoc test (p <0.05) 
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4. ผลกำรทดลอง 
4.1 ระดบัฮอรโ์มน 20-HE ในเลอืดของปใูนระยะลอกคราบต่างๆ  
 ระดบัของฮอรโ์มน 20-HE ทีต่รวจวดัดว้ยชุดตรวจส าเรจ็ EIA assay พบว่าระดบัของ
ฮอรโ์มน 20-HE มกีารเปลีย่นแปลงตามระยะลอกคราบอยา่งมนียัยะส าคญั (one-way ANOVA, 
p<0.01) โดยพบว่าระดบัของฮอรโ์มน 20-HE ทีร่ะยะปกตซิึง่อยูท่ี ่17.8±2.7 ng/ml hemolymph 
เพิม่ขึน้อย่างมนียัยะส าคญั (p<0.01) เมือ่ปเูขา้สู่ระยะเตรยีมลอกคราบ (D0 stage: 37.9±3.1 
ng/ml hemolymph) ในระยะเตรยีมลอกคราบ (D1 และ D3 stages) ระดบัของฮอรโ์มน 20-HE 
ลดลงจากระยะ D0 stage อยา่งมนียัยะส าคญั (p<0.05) มาอยูท่ี ่23.5±4.7 และ 11.4±0.5 ng/ml 
hemolymph ตามล าดบั และระดบัของฮอรโ์มน 20-HE ลดลงมาต ่าทีสุ่ดที ่5.6±0.6 ng/ml 
hemolymph ต่างจากระยะเตรยีมลอกคราบ (D0 และ D1 stage) อยา่งมนีัยยะส าคญั (p<0.01) 
ดงัแสดงในภาพที ่7 
 

 
ภำพท่ี 7  กราฟแท่งแสดงระดบัของฮอรโ์มน 20-HE ทีต่รวจวดัไดจ้ากเลอืดปใูนระยะลอกคราบต่างๆ ไดแ้ก่ 
ระยะปกต ิ(C4 stage) ระยะเขา้สูร่ะยะเตรยีมการลอกคราบ (D0 stage) ระยะเตรยีมการลอกคราบ (D1 stage) 
ระยะปลายของเตรยีมการลอกคราบ (D3 stage) และระยะหลงัลอกคราบ (B stage) โดยเสน้ประแสดงถงึ
ช่วงเวลาลอกคราบ (ecdysis) ตวัอกัษรขา้งบนกราฟแสดงความแตกต่างอย่างมนียัยะส าคญัทางสถติ ิ
(p<0.05) 
 
4.2  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยีน Gαo 

 ล าดบัของยนี Gαo ทีค่น้พบในปทูะเลด าประกอบดว้ย 1,712 คู่เบส (accession no. 
MK757482) ซึง่แบ่งออกเป็น 5’untranslated region (5’UTR) จ านวน 181 คู่เบส 3’UTR 
จ านวน 466 คู่เบส และส่วนทีจ่ะถูกถอดรหสัเป็นโปรตนี Gαo (coding region) จ านวน 1,065 คู่
เบส ซึง่ใหโ้ปรตนีทีม่ขีนาดประมาณ 40.3 kDa (ประกอบดว้ยกรดอะมโินจ านวน 354 ตวั) ดงั
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แสดงในภาพที ่8 (A) โดยยนี Gαo ทีค่น้พบในปทูะเลด ามคีวามใกลเ้คยีงกบัยนี Gαo ของกลุ่ม 
crustaceans (Clade II) ไดแ้ก่กุง้ Penaeus japonicus (PejGao: BAH98114.1), กุง้ขาว 
Penaeus vannamei (PevGao: ROT62867.1), ไรน ้า Daphnia pulex (DapGao:  
EFX72162.1), ไรน ้า Daphnia magna (DamGao:  KZS21762.1) ในขณะที ่arthropod อื่นๆ 
ไดแ้บ่งกลุ่มออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มที ่1 (Clade I) ไดแ้ก่กลุ่ม Hymenopterans เช่น มด
กระโดดอนิเดยี Harpegnathos saltator (HasGao:  XP_011143020.1), Cephus cinctus  
(CecGao:  XP_015610444.1), มด Pseudomyrmex gracilis (PsgGao:  XP_020282499.1) 
กลุ่ม Isoptera ไดแ้ก่ Zootermopsis nevadensis (ZonGao:  XP_021925018.1), Bombus 
terrestris (BotGao:  XP_003401632.1), มด Trachymyrmex septentrionalis (TrsGao:  
KYN36943.1) กลุ่ม Lepidoptera ไดแ้ก่ หนอนยาสบู Helicoverpa armigera (HeaGao:  
XP_021183096.1) Trichoplusia ni (TrnGao:  XP_026729026.1)  Plutella xylostella 
(PlxGao: XP_011551652.1), Solenopsis invicta (SoiGao: XP_011159405.1), กลุ่มที ่3 
(Clade III) ไดแ้ก่ แมลงวนั Musca domestica (MudGao:  XP_005174853.1), ยงุ Culex 
quinquefasciatus (CuqGao:   XP_001841737.1) มด Acromyrmex echinatior (AceGao:  
XP_011051870.1), ปลวก Dermatophagoides pteronyssinus (DepGao:  
XP_027204719.1), ดว้งงวงกนิรากขา้ว Lissorhoptrus oryzophilus (LioGao:  ADK94869.1) 
Tribolium castaneum (TrcGao:  XP_966421.1), ดว้ง Diabrotica virgifera virgifera (DivGao:  
XP_028131218.1) และกลุ่มที ่4 (Clade IV) ไดแ้ก่ แมงมมุ Cupiennius salei (CusGao:  
CFW94164.1), ปลวก Galendromus occidentalis (GaoGao:  XP_003743353.1), แมงดา
ทะเล Limulus Polyphemus (LipGao:  XP_022238148.1) และ Centruroides sculpturatus 
(CesGao:  XP_023218410.1) โดยม ียนี Gαo ของหนู (Mus musculus) เป็น out group 
(MusGao:  NP_034438.1 และ NP_001106855.1) ดงัแสดงในภาพที ่8 (B) 
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25 
 

ภำพท่ี 8 ล าดบันวิคลโีอไทดข์องยนี Gαo ทีค่น้พบในปทูะเลด า (A) และ Phylogenetic tree ซึง่เปรยีบเทยีบ
กบัยนี Gαo ทีพ่บในสปีชสีอ์ื่น โดยใชโ้ปรแกรม MegaX (B) โดยมยีนี Gαo ของหนู (MumGao) เป็น out 
group 

 
4.3  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยีน β-arrestin 
 ล าดบัของยนี β-arrestin ทีค่น้พบในปทูะเลด าประกอบดว้ย 1,672 คู่เบส ซึง่แบ่ง
ออกเป็น 5’untranslated region (5’UTR) จ านวน 200 คู่เบส 3’UTR จ านวน 208 คู่เบส และ
ส่วนทีจ่ะถูกถอดรหสัเป็นโปรตนี β-arrestin (coding region) จ านวน 1,263 คู่เบส ซึง่ใหโ้ปรตนี
ทีม่ขีนาดประมาณ 46.9 kDa (ประกอบดว้ยกรดอะมโินจ านวน 420 ตวั) ดงัแสดงในภาพที ่9 
(A) โดยยนี β-arrestin ในปทูะเลมคีวามใกลเ้คยีงกบั ยนี β-arrestin ในกุง้มากทีสุ่ด (Penaeus 
monodon: Pem_b-ARR1:  AYF59252.1 และ Penaeus japonicus: Pej_b-ARR1: 
AME17864.1) ในขณะทีย่นี β-arrestin ของ  crustaceans อื่นๆ ไดแ้ก่ ไรน ้า (Daphnia magna: 
Dam_b-ARR:  JAN89191.1) และแมงดาทะเล (Limulus polyphemus: Lip_b-ARR:  
XP_013790023.1) ไดแ้ยกออกมาจากกลุ่มของยนี β-arrestin-1 ในขณะที ่arthropods อื่นๆ 
ไดแ้ก่ Apis mellifera (Aps_b-ARR1-X1:  XP_006561894.1), Bombyx mori (Bom_b-ARR1: 
NP_001266347.1), Cryptotermes secundus (Crs_b-ARR1-X1:  XP_023726330.1), 
Helicoverpa armigera (Hea_b-ARR1:  AJL99442.1),  Solenopsis invicta (Soi_b-ARR1:  
XP_011165033.1), Tribolium castaneum (Trc_b-ARRq-X2:  XP_015834370.1), และ 
Zootermopsis nevadensis (Zon_b-ARR1-X5:  XP_021913016.1), ไดเ้กาะกลุ่มกนัและอยูใ่น 
clade เดยีวกบัปทูะเลและกุ้ง ในขณะที ่Culex quinquefasciatus (Cuq_b-ARR1:  
EDS45452.1) แยกจากกลุ่มอื่นๆ ทัง้นี้ β-arrestin-1 ในมนุษย ์(Hos_b-ARR1-2, -1B และ -1A:  
AAC99468.1, AAC34123.1, และ AAC33295.1) มคีวามใกลเ้คยีงกบัยนี β-arrestin-1 ในปู
ทะเล ดงัแสดงในภาพที ่9 (B) 
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ภำพท่ี 9 ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี β-arrestin-1 ทีค่น้พบในปทูะเลด า (A) และ Phylogenetic tree ซึง่

เปรยีบเทยีบกบัยนี β-arrestin-1 ทีพ่บในสปีชสีอ์ื่น โดยใชโ้ปรแกรม MegaX (B) โดยเปรยีบเทยีบกบัยนี β-
arrestin-1 ของมนุษย ์(Hos_b-ARR1-2, -1B และ -1A)  

 
4.4  ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยีน G-protein coupled receptor (GPCR) 
 การคน้หายนี GPCR ในปทูะเล พบว่าสามารถจ าแนกยนี GPCR ไดเ้ป็นสองชนิด ให้
ชื่อว่า GPCR1 และ GPCR2 ดงัแสดงในรปูที ่10 (A) และ (B) ตามล าดบั โดยมรีายละเอยีดดงันี้ 

ยนี GPCR1 ประกอบดว้ย 2,110 คู่เบส (accession no. MH298824) ซึง่แบ่งออกเป็น 
5’untranslated region (5’UTR) จ านวน 201 คู่เบส 3’UTR จ านวน 235 คู่เบส และส่วนทีจ่ะถูก
ถอดรหสัเป็นโปรตนี GPCR1 จ านวน 1,674 คู่เบส ซึง่ใหโ้ปรตนีทีม่ขีนาดประมาณ 62.8 kDa 
(ประกอบดว้ยกรดอะมโินจ านวน 557 ตวั) โดยที ่20 ตวัแรกท าหน้าทีเ่ป็น Signal Peptide 
(MWGPVSLAAMVMVAVAGVEG, แสดงดว้ยแถบด า ในภาพที ่10 (A)) ในขณะที ่7-
transmembrane domain แสดงไวใ้นแถบสเีทา 

ยนี GPCR2 ประกอบดว้ย 2,446 คู่เบส (accession no. MG983220) ซึง่แบ่งออกเป็น 
5’untranslated region (5’UTR) จ านวน 352 คู่เบส 3’UTR จ านวน 702 คู่เบส และส่วนทีจ่ะถูก
ถอดรหสัเป็นโปรตนี GPCR2 จ านวน 1,392 คู่เบส ซึง่ใหโ้ปรตนีทีม่ขีนาดประมาณ 52.1 kDa 
(ประกอบดว้ยกรดอะมโินจ านวน 463 ตวั) โดยที ่22 ตวัแรกท าหน้าทีเ่ป็น Signal Peptide 
(MKPRPGNLLLSLLLLALLKATG, แสดงดว้ยแถบด า ในภาพที ่10 (B)) ในขณะที ่7-
transmembrane domain แสดงไวใ้นแถบสเีทา ในขณะทีต่ าแหน่งของเปปไทดท์ีใ่ชก้ระตุน้ใน
การสรา้งแอนตบิอดจี าเพาะต่อโปรตนี GPCR2 แสดงดว้ยแถบสมีว่ง 
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(A)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 10 ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี GPCR1 (A)  GPCR2 (B) โดยต าแหน่งทีเ่ป็น Signal peptide แสดง
ดว้ยแถบสดี า ในขณะที ่hydrophobic domain ซึง่เป็น domain ทีส่ าคญัของโปรตนีใน 7-trans membrane 
family แสดงดว้ยแถบสเีทา ต าแหน่งของเปปไทดส์งัเคราะหท์ีใ่ชก้ระตุน้การสรา้งแอนตบิอดจี าเพาะของ
โปรตนี GPCR2 แสดงดว้ยแถบสมี่วง 
 
 

 
  1  ATGGGGAGTAAGGCGGCGGCAAGGACTAGAGGAGGTTGTTCGTCGCATCCTCTCCTTGAAAGCTTGGACATGTATTGTGT 

 81  CTCTCATAGAAAACGAGGCTGCACGTGACCCTCAAAGGAAAACTTGTACTACTATCATCACTCAATTTTCAGGAGTGTGT 

161  GAGGAATCTAGACACCGCATCAAGATCTGGTGGTGGACAAG 

 

      202  atgtggggaccagttagtctggcggccatggtgatggtggcagtggcgggcgtggaaggc 

            M  W  G  P  V  S  L  A  A  M  V  M  V  A  V  A  G  V  E  G   20 

      262  tcctctgccttgcctgggctcagttggtgctctgagtcggatattgacaatatgaggatt 

            S  S  A  L  P  G  L  S  W  C  S  E  S  D  I  D  N  M  R  I   40 

      322  accaaggacatgaaaccacagctcagtcagatagaggctgtagtgaacgaattcatagag 

            T  K  D  M  K  P  Q  L  S  Q  I  E  A  V  V  N  E  F  I  E   60 

      382  acgaatgtggtggacgaggtgttcatcagaaaagagcctcagtgcggagggaccacagag 

            T  N  V  V  D  E  V  F  I  R  K  E  P  Q  C  G  G  T  T  E   80 

      442  ccgcaggtggcagtcatcgactgggagaatgctgaactcgtgatgcaagatgatggtaat 

            P  Q  V  A  V  I  D  W  E  N  A  E  L  V  M  Q  D  D  G  N  100  

      502  ttcagcctcttttggaaaccacctgacacgatgcctatctttcaggaagttactaacttt 

            F  S  L  F  W  K  P  P  D  T  M  P  I  F  Q  E  V  T  N  F  120 

      562  tgcatcactaataacaatcctgagaatccggaagaacagtcaacagaactctttacaaat 

            C  I  T  N  N  N  P  E  N  P  E  E  Q  S  T  E  L  F  T  N  140 

      622  ttacttgccaaattctgctatttgaaagcttctctgcaggtggaacatgagatgaaaatc 

            L  L  A  K  F  C  Y  L  K  A  S  L  Q  V  E  H  E  M  K  I  160 

      682  tgttcgaatgtcagttgtgtgcgaaagtgctgtcctgagggaatgacactgttttcgggc 

            C  S  N  V  S  C  V  R  K  C  C  P  E  G  M  T  L  F  S  G  180 

      742  tcgaattgtgtgcctatgaaggaaaggatggactggctgcccgatgcccagatgaccgtg 

            S  N  C  V  P  M  K  E  R  M  D  W  L  P  D  A  Q  M  T  V  200 

      802  ctgtacgggccgccacgcctctgtaccgatatcctcttgtaccgcaacttctccatccta 

            L  Y  G  P  P  R  L  C  T  D  I  L  L  Y  R  N  F  S  I  L  220 

      862  ccttcgggaataattaatctggatggaaaattggaattggaagttgacagctactgtgtc 

            P  S  G  I  I  N  L  D  G  K  L  E  L  E  V  D  S  Y  C  V  240 

      922  gaatacatcggtaacatcccctccctggtggccttgtcctgtgccaagaaagtgacctca 

            E  Y  I  G  N  I  P  S  L  V  A  L  S  C  A  K  K  V  T  S  260 

      982  tggtactgtgagtggagacacgcggtgctcagcaccgtgttgcagtgtatctctgtcgca 

            W  Y  C  E  W  R  H  A  V  L  S  T  V  L  Q  C  I  S  V  A  280 

     1042  tgtctcatcctcgtttggaccgtgtacgtctccgtggccaggctgcgaagtctcaatgag 

            C  L  I  L  V  W  T  V  Y  V  S  V  A  R  L  R  S  L  N  E  300 

     1102  ggccgctgcatcatctcactcgtcactacactcagcgtcgcctacgcatgcttgaacgtt 

            G  R  C  I  I  S  L  V  T  T  L  S  V  A  Y  A  C  L  N  V  320 

     1162  gccaagcacacggtatccgaaaccaacacccaatcttgtgaggtggcaccacggctggct 

            A  K  H  T  V  S  E  T  N  T  Q  S  C  E  V  A  P  R  L  A  340 

     1222  cacttcggcttcttggcttcatatttctggatgaacgtcttcagttttcatacctttgtt 

            H  F  G  F  L  A  S  Y  F  W  M  N  V  F  S  F  H  T  F  V  360 

     1282  aaactcagatcaccgatgagcggcaagtgggagaaacctttggtgtttggcctgtactcc 

            K  L  R  S  P  M  S  G  K  W  E  K  P  L  V  F  G  L  Y  S  380 

     1342  ctctatgcctggggcatgccgctggcggtggcggtggtgggcgcagtgctggacgctgta 

            L  Y  A  W  G  M  P  L  A  V  A  V  V  G  A  V  L  D  A  V  400 

     1402  aattctgatgctatccggccccactttgaaacctgctggttccaagagaacagagagacc 

            N  S  D  A  I  R  P  H  F  E  T  C  W  F  Q  E  N  R  E  T  420 

     1462  ctggcctacatgtacatccctatgatggtaatggtgctcatcaacttagtgctcttcctg 

            L  A  Y  M  Y  I  P  M  M  V  M  V  L  I  N  L  V  L  F  L  440 

     1522  gggtgcgtggtgctcatgtgtcgcaggagtgggcgggttaccttcagtccttcctccagc 

            G  C  V  V  L  M  C  R  R  S  G  R  V  T  F  S  P  S  S  S  460 

     1582  caataccacaccttcagcgcgtggctctacgtcaggctcttcatacttacgggcatcctc 

            Q  Y  H  T  F  S  A  W  L  Y  V  R  L  F  I  L  T  G  I  L  480 

     1642  tggcatacggaagttgtggcgtggtacttcttcgagtactgcagtgtgctggaatggatc 

            W  H  T  E  V  V  A  W  Y  F  F  E  Y  C  S  V  L  E  W  I  500 

     1702  gccgacatactcaactccctgcacggcgtcttcgtgttcatcgtcaccatctgtttcagg 

            A  D  I  L  N  S  L  H  G  V  F  V  F  I  V  T  I  C  F  R  520 

     1762  agggaccttaaggtgttccactgtgggcgtcctaaactcgtccagaagagagggcagagc 

            R  D  L  K  V  F  H  C  G  R  P  K  L  V  Q  K  R  G  Q  S  540 

     1822  gagatcaccaccaccgaggcgtcagaaatggcagcaaatcccttggtctcgtag 

            E  I  T  T  T  E  A  S  E  M  A  A  N  P  L  V  S  -  557      

1876 ATGCTGCCGACACTTCCTGGAAGCTCTGCTATTTTCTTCACATTTTCTTTTTGCTCCTTGCATCCAATTATTACTTACTG                   

1956 CTTACTTTACCACTTGTTTTTATTTTCTTATTTCACATTTTCATTATCTTCTATGTATTACCAATTATATATTTTTTTAC                   

2036 ATCTTAAAGTATTTGTCATTATCGTCTAATACTAATTACACTTTCTTTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2110 
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  1  TGGGGAGTAGACATTGAGACTTGGGAGGGAGAGGTTGCGTTGTTCTCTCCGCACCTCGCTCATAAACGTG 

 71  ACTCAATTACTTGTGTTCTAAAAAAGTTATTAGACATTGATGGAGTCGAGAAAAAATTGGAACTTTGTGA 

141  TTGATATTTGAACTCAATTTGGGGAGAGAAACTTATTCGGTACTGATGCCGTGACTTTAGTGGAAATAAT 

211  TAAGAGTTGATGAAAGAAGTTTGTTTTTAGTACTATAAAGGAGTGAATTGCAAGTTGTTAAGTATCTTTT 

281  TCATTTACTCATCCAGGTACACTGAGAAAGCCAACAAGGATATTTCCGTGACCATCCATCAAAACACAGCC  

 

  353   atgaagccaagaccgggcaacctgcttctgagccttctgctgctggctctcctgaaggct    

         M  K  P  R  P  G  N  L  L  L  S  L  L  L  L  A  L  L  K  A   20 

  413   acgggcagcgaccagagcagcgacagggaggtgctacagcaggtactacaggaaacgaca 

         T  G  S  D  Q  S  S  D  R  E  V  L  Q  Q  V  L  Q  E  T  T   40 

  473   gaggatgacgcgccagcttactacaacgtgacagtgccgtcgtgttgcgcccttgggatg 

         E  D  D  A  P  A  Y  Y  N  V  T  V  P  S  C  C  A  L  G  M   60 

  533   acgttcaacatgagcaacatggagtgcgagccagctgttgataccatccctatcagattt 

         T  F  N  M  S  N  M  E  C  E  P  A  V  D  T  I  P  I  R  F   80 

  593   cattatgaggacggccaaccagttgaatacaagttcgcctacgaggtagaagtagggttc 

         H  Y  E  D  G  Q  P  V  E  Y  K  F  A  Y  E  V  E  V  G  F  100 

  653   ctcaagtgcccctcctacagcttgcaacctgaagcagatccgggcgacaccttttacctg 

         L  K  C  P  S  Y  S  L  Q  P  E  A  D  P  G  D  T  F  Y  L  120 

  713   ctgcctgacggaaagcttaagttggaggccacaggtgatatgttgagtttaggggaattc 

         L  P  D  G  K  L  K  L  E  A  T  G  D  M  L  S  L  G  E  F  140 

  773   tgtctgctggcaactgaagaagagatgcacgcccttgtttgtttcagtgacaagcgcgac 

         C  L  L  A  T  E  E  E  M  H  A  L  V  C  F  S  D  K  R  D  160 

  833   tccagtttcgagcaggtcattttcaatcagctttatcccgtgggcttgatcatctcagcc 

         S  S  F  E  Q  V  I  F  N  Q  L  Y  P  V  G  L  I  I  S  A  180 

  893   gtgttcctgggggctactctgctagtgtactgcctggtggtggagctgagagacctgctg 

         V  F  L  G  A  T  L  L  V  Y  C  L  V  V  E  L  R  D  L  L  200 

  953   gggtgctgtctgatgtgcagtgtattggctttgtgtgtagcgcagatatttacagtgata 

         G  C  C  L  M  C  S  V  L  A  L  C  V  A  Q  I  F  T  V  I  220 

 1013   acgcagaaggctagccaatacttatcacctactgcgtgtgtgattgtgggtataatgatg 

         T  Q  K  A  S  Q  Y  L  S  P  T  A  C  V  I  V  G  I  M  M  240 

 1073   cacttctggtacctgtctgccttcctgtggcttaacgttatctgcttcaacgtctttcta 

         H  F  W  Y  L  S  A  F  L  W  L  N  V  I  C  F  N  V  F  L  260 

 1133   actgtctgccgtaagaactacctgcagaagggccacagcaccaacagatggttcctggta 

         T  V  C  R  K  N  Y  L  Q  K  G  H  S  T  N  R  W  F  L  V  280 

 1193   tactcctgctacgcttggggcctctccctcttagtgtgtctcctcgctgtggccagggat 

         Y  S  C  Y  A  W  G  L  S  L  L  V  C  L  L  A  V  A  R  D  300 

 1253   ttctcctcaggcctcgagaattccttcctcccgaaacctaacttcggccagtctagatgc 

         F  S  S  G  L  E  N  S  F  L  P  K  P  N  F  G  Q  S  R  C  320 

 1313   tggttttcaggtgacgatgcgctgattattttcttctacgggcccacgtcagtggtgctc 

         W  F  S  G  D  D  A  L  I  I  F  F  Y  G  P  T  S  V  V  L  340 

 1373   gggatcaatgttattctgttctgcatctccgcctacaagttatgttctctcagtaaaagt 

         G  I  N  V  I  L  F  C  I  S  A  Y  K  L  C  S  L  S  K  S  360 

 1433   tcggaggcaagagctttccagttcacgttgtacttgaagctgtttgttctaatgggcatc 

         S  E  A  R  A  F  Q  F  T  L  Y  L  K  L  F  V  L  M  G  I  380 

 1493   acctggattttcgaagtcatctccttcttcgtgcaccgagagacttatggttccagcggc 

         T  W  I  F  E  V  I  S  F  F  V  H  R  E  T  Y  G  S  S  G  400 

 1553   aactacgtgtggctggtgttcgacatcatcaacatcatgcagggcctgatcatcttcctg 

         N  Y  V  W  L  V  F  D  I  I  N  I  M  Q  G  L  I  I  F  L  420 

 1613   gtattcgtgtgtcgccccgccgtattggtccgcgtgtgtgaggtgctctgcggcgtcagc 

         V  F  V  C  R  P  A  V  L  V  R  V  C  E  V  L  C  G  V  S  440 

 1673   ttcgccaagagatggttcaaagcccactacctcaatacggaggcagacgcgacaacaacg 

         F  A  K  R  W  F  K  A  H  Y  L  N  T  E  A  D  A  T  T  T  460 

 1733   aaaccacagtga   

         K  P  Q  -   463 

 

1745 AGCACTCTGTCATCTGAGCTTCAAAGACGGCGGCCGAGCTACTCCTGAAGCTCTGCAAGTCTGAGTAGCA 

1815 GCCTGGGAGGGACGACCAAGCCTCCTCCAGCCCTGTGTGATAGGGAAACGGTCTCGCACTCACGCCGCGA 

1885 AGGAACACTGGCGATAGTGATGTGCTGGACTCGGGAGACTGCGTGGTGTGTGCTTGTGTGGTGACAAACG 

1955 TAGTGGTGCGGCATCAACGGACCTGGTGAGGCCTTTGGGCAAGGTAGGGGTGTGTTGCCACCCTAGGCAC  

2025 TCCCTCCTGCCACAAAGCCACCGGCGTGGGCGTAGCAGTGGTTTCCTGGTGCTCAGTGCCGGTGTTGTGT 

2095 TCAGAAGCCACCCCGTCAATCATGTCTCTGCCTCCCGGAAGAGACATTTTGTATTGTGTGGAATGTTTAC 

2165 CGGCGTTACATTGCCACGAGTCATCACGTGCACACACATACACTTTAACTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 

2235 ACGTAACAGAATAGTTTTCCTGCATAGATATAATAATCAATTTAAGTTGTCTCTCATCTTTCAACTTCAC 

2305 AGATGTTCTGGTATCACCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGGCCGCGCGCGCTGAT 

2375 TGAATTAACTCAAGTTCACATCACAGAATAAAACTCCATGACCTAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA   
 
 
 โปรตนีทีไ่ดจ้ากยนี GPCR1 และ GPCR2 เป็นโปรตนีทีอ่ยูใ่น Class-B family ของ 
seven-transmembrane GPCR และอยูใ่น GPCR-methuselah subfamily เมือ่ท าการสรา้ง

(B) 
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แบบจ าลองโครงสรา้งของโปรตนี GPCR1 และ GPCR2 พบว่าทัง้สองโปรตนีมกีารจดัเรยีงตวั
ของ 7-transmembrane บนเยือ่หุม้เซลลอ์ยา่งเด่นชดั (ซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของโปรตนีทีอ่ยูใ่น
กลุ่มนี้) ในทางดา้น N-terminus ทีอ่ยู่ภายนอกเซลลค์าดว่ามกีารสรา้ง ligand-binding pocket 
ดงัแสดงในภาพที ่11 

 
ภำพท่ี 11 แผนภาพแสดงแบบจ าลองโครงสรา้งของ GPCR1 (A) และ GPCR2 (B) โดยใชโ้ปรแกม Protter 
เสน้สแีดงแสดงถงึ Signal Peptide สเีขยีวแสดงถงึต าแหน่ง N-linked glycosylation และ จ านวนตวัเลขแสดง 
7-transmembrane domain ทีเ่ป็นลกัษณะเฉพาะของโปรตนีในกลุ่มนี้ 
 
 เมือ่ท าการเปรยีบเทยีบโปรตนี GPCR1 และ GPCR2 กบัโปรตนี GPCR-Mth family 
จากสปีชสีอ์ื่นๆ พบว่าโปรตนี GPCR1 และ GPCR2 มคีวามใกลเ้คยีงกบัโปรตนี GPCR-Mth2  
ของกุง้ขาว (PevGPCR_Mth2-like_XP_027230924.1 และ PevGPCR_Mth2_ROT76955.1) 
ดงัแสดงในภาพที ่12 โดยทีโ่ปรตนี GPCR2 ของปทูะเลอยูใ่นกลุ่มเดยีวกบัโปรตนี GPCR ที่
รายงานใน H. armigera (HeaGPCR-1_ JQ809653.1 และ HeaGPCR-2_ AKA95280.1) ว่า
ท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัตวัใหมข่องฮอรโ์มน 20-HE ในกลุ่มของแมลง (แสดงในส่วนบนของเสน้ประ) 
รวมถงึแมลงกลุ่มอื่นๆ ไดแ้ก่ Aedes aegypti (Apm), Acromyrmex echinatior (Ace), Apis 
mellifera (Apm), Bombyx mori (Bom), Camponotus floridanus (Caf), Cimex lectularius 
(Cil), Cryptotermes secundus (Crs), Nilaparvata lugens (Nil), Plutella xylostella (Plx), 
Pseudomyrmex gracilis (Psq), Solenopsis invicta (Soi), Spodoptera frugiperda (Spf), 
Zootermopsis nevadensis (Zon) ในขณะที ่ScoGPCR1 มคีวามใกลเ้คยีงกบั GPCR ของ 
Tribolium castaneum (Trc) และ neuropeptide receptor ทีไ่ดจ้ากผึง้ B. mori (BomDHR31B, 
BomNGR-B1, -B2, -B3, และ -B4) ดงัแสดงในภาพที ่12 
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ภำพท่ี 12 แผนภาพแสดงความสมัพนัธข์องยนี GPCR1 และ GPCR2 ทีจ่ าแนกไดจ้ากปทูะเล (ScoGPCR1, 
ScoGPCR2 แสดงดว้ยลกูศรสเีขยีว) เปรยีบเทยีบกบัยนี GPCR ทีพ่บในสปีชสีอ์ื่น วเิคราะหโ์ดยโปรแกรม 
MegaX 

 
4.5  Transcriptomes ของต่อม Y-organs 
  จากการเปรยีบเทยีบ Transcriptomes ของต่อม Y-organs ทัง้ 4 ระยะ พบว่าในแต่ละ
กลุ่มคุณภาพของ RNA ทีไ่ดม้คีวามใกลเ้คยีงกนัดงัแสดงในตารางที ่1 
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ตำรำงท่ี 1 แสดงจ านวน reads ทีไ่ดจ้าก RNA ทีเ่ตรยีมไดจ้ากต่อม Y-organs 4 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะเตรยีมลอก
คราบตามธรรมชาต ิ(Early_premolt) ตดักา้นตา (ESAB) ไดร้บัฮอรโ์มน 20-HE (injected 20-HE) และ ระยะ
ปกต ิ(intermolt) 

  
จากการเอาล าดบันิวคลโีอไทดส์ายสัน้ๆ ทีไ่ด ้(reads) น าไปเทยีบกบัขอ้มลูพนัธุกรรม

ของ E. sinesis ไดผ้ลดงัตำรำงท่ี 2 โดยทัง้ 4 ตวัอยา่งมปีระมาณ 5.04-8.89% ของขอ้มลู
พนัธุกรรมของ E. sinesis ในขณะทีไ่ดเ้พยีง 0.52-1.99% ของยนีทีพ่บใน E. sinensis ดงัแสดง
ในตำรำงท่ี 3 โดยมรีายละเอยีด คอื 1) กลุ่มทีเ่ตรยีมลอกคราบม ี2,572 ยนี คดิเป็น 34.07%   
2)กลุ่มทีถู่กตดักา้นตาม ี1,519 ยนี คดิเป็น 20.12%  3) กลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE ม ี2,714 
ยนี คดิเป็น 35.95% และ 4) กลุ่มทีอ่ยูใ่นระยะปกตมิ ี2,462 ยนี คดิเป็น 32.61% ดงัแสดงใน
ภำพท่ี 13 
 
ตำรำงท่ี 2 จ านวนเปอรเ์ซนตข์อง reads ทีไ่ดเ้มื่อน าไปอา้งองิกบัขอ้มลูพนัธุกรรมของ E. sinensis (genome 
mapping) 
Sample Total Reads 

Total Mapped 
Reads (%) 

Unique 
Match(%) 

Multi-position 
Match (%) 

Total Unmapped 
Reads (%) 

ESAB 22338347 6.37 1.62 4.75 93.63 
Early_Premolt 22334123 8.89 2.93 5.96 91.12 
Injected_20_HE 22339221 5.11 2.87 2.24 94.89 
Intermolt 22248064 5.04 2.74 2.3 94.96 

 
ตำรำงท่ี 3 จ านวนเปอรเ์ซนตข์อง reads ทีไ่ดเ้มื่อน าไปอา้งองิกบัยนีของ E. sinensis (gene mapping) 

Sample Total Reads 
Total Mapped 

Reads (%) 
Unique 

Match(%) 
Multi-position 

Match (%) 
Total Unmapped 

Reads (%) 

Early_Premolt 22334123 1.9 1.53 0.38 98.1 
ESAB 22338347 0.52 0.48 0.04 99.48 
Injected_20_HE 22339221 1.99 1.64 0.35 98.01 
Intermolt 22248064 1.82 1.6 0.22 98.18 

  

Sample 
Sequencing 

Strategy 
Raw Data 
Size (bp) 

Raw Reads 
Number 

Clean Data 
Size (bp) 

Clean Reads 
Number 

Clean Data 
Rate (%) 

Early_Premolt SE49 1095826837 22363813 1094372027 22334123 99.86 
ESAB SE49 1095884216 22364984 1094579003 22338347 99.88 
Injected_20_HE SE49 1095804444 22363356 1094621829 22339221 99.89 
Intermolt SE49 1095611874 22359426 1090155136 22248064 99.5 
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ภำพท่ี 13 แผนภาพกราฟแทง่แสดงจ านวนยนีทีจ่ าแนกไดจ้ากล าดบันิวคลโีอไทด ์(reads) ทีไ่ดจ้ากต่อม Y-
organs 1) กลุ่มทีเ่ตรยีมลอกคราบ (Early premolt) 2)กลุ่มทีถู่กตดักา้นตา(ESAB) 3) กลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 
20-HE (Injected 20-HE) และ 4) กลุ่มทีอ่ยูใ่นระยะปกต ิ(intermolt) 
 
 เมือ่น าเอา Transcriptomes ทัง้ 4 กลุ่มมาเปรยีบเทยีบกนั พบว่า ทัง้ 4 กลุ่มมยีนี
พืน้ฐานทีพ่บในทุกๆ กลุ่มจ านวน 1,323 ยนี ในขณะทีย่นีทีพ่บเฉพาะในแต่ละระยะมดีงันี้ 1)
ระยะปกต ิพบจ านวน 107 ยนี 2) ระยะเตรยีมลอกคราบ พบจ านวน 193 ยนี 3) กลุ่มไดร้บั
ฮอรโ์มน 20-HE พบจ านวน 238 ยนี และ 4) กลุ่มทีถู่กตดักา้นตา พบจ านวน 21 ยนี ดงัแสดงใน 
Venn diagram (ภาพที ่14 (A))  
 เมือ่ท าการเปรยีบเทยีบ Transcriptomes ทัง้ 4 กลุ่ม พบว่า ต่อม Y-organs ทีไ่ดจ้าก
ระยะเตรยีมลอกคราบมคีวามใกลเ้คยีงมากทีสุ่ดกบั transcriptome ของปทูีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-
HE (89.3 %) ตามดว้ยต่อม Y-organs ทีไ่ดจ้ากระยะปกต ิ(85.6%) ทัง้นี้ Y-organs ทีไ่ดจ้าก
ระยะปกตมิคีวามใกลเ้คยีงกบัต่อม Y-organs ทีไ่ดจ้ากปทูีถู่กตดักา้นตามากกว่ากลุ่มทีไ่ดร้บั
ฮอรโ์มน (81.3% และ  78.1% ตามล าดบั) ในทัง้หมด 4 กลุ่มนี้ ต่อม Y-organs ทีไ่ดจ้าก ปทูีถู่ก
ตดักา้นตากบัทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน มคีวามใกลเ้คยีงกนัน้อยทีสุ่ด (47.2%) และกลุ่มทีไ่ดจ้ากปทูีถู่กตดั
กา้นตายงัมคีวามแตกต่างจากกลุ่มอื่นมากทีสุ่ดดงัแสดงในภาพที ่14 (B และ C) 



34 
 

  
 
 

                 

(C) (B) 

(A) 

 
ภาพท่ี 14 แผนภาพเปรยีบเทยีบ transcriptomes ทีไ่ดจ้ากต่อม Y-organs ทัง้ 4 ระยะ (A) Venn diagram 
แสดงจ านวนยนีทีพ่บในระยะต่างๆ ทัง้ทีพ่บแบบเฉพาะเจาะจงหรอืแบบทัว่ไป (B) Heatmap แสดงระดบั
ความใกลเ้คยีงกนัของ Transcriptomes ทัง้ 4 ระยะแสดงเปรยีบเทยีบดว้ยระดบัสแีละ Pearson value และ 
(C) Cluster tree แสดงระดบัความใกลเ้คยีงของกลุ่ม Transcriptomes ทัง้ 4 กลุ่ม 
  
 เมือ่ท าการจ าแนกกลุ่มของยนีทีอ่่านได ้(reads) ทีพ่บในต่อม Y-organs พบว่า ทัง้ 4 
กลุ่มม ียนีทีอ่ยูใ่นหมวดหมู่ทีท่ าหน้าทีเ่ป็นส่วนประกอบของเซลล ์(Cellular component) มาก
ทีสุ่ด (31.5-33.9%) ตามดว้ย ยนีทีห่มวดหมู่ของกระบวนการทางชวีภาพ (Biological process 
29.8 - 31.0%) ในขณะทีย่นีในหมวดหมู่ของการพฒันาและเจรญิพนัธ ์(development and 
reproduction) มสีดัส่วนทีเ่พิม่สงูขึน้อย่างเด่นชดัในกลุ่มที่ถูกตดักา้นตา (4.8%) ดงัแสดงในภาพ
ที ่15 (D) 
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ภำพท่ี 15 แผนภาพแสดง KEGG Pathway ของ Transcriptomes ในต่อม Y-organs ทัง้ 4 ระยะ คอืระยะ
ปกต ิ(A), ระยะเตรยีมลอกคราบ (B), กลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE (C), และ กลุ่มทีถู่กตดักา้นตา (D).  
 
 เมือ่ท าการเปรยีบเทยีบการเปลีย่นแปลงระดบัของยนีทีเ่กดิขึน้ (อา้งองิจากจ านวน 
reads ทีอ่่านไดใ้น transcriptomes ของทัง้ 4 กลุ่มของต่อม Y-organs) ในทัง้ 4 transcriptomes 
พบว่า คู่ทีไ่ดร้บัปัจจยัภายนอก (manipulated) คอื ปทูีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE และปทูีถู่กตดักา้น
ตา โดยพบว่ามคีวามแตกต่างกนัมากทีสุ่ด คอื มสีดัส่วนของยนีทีเ่พิม่ขึน้และลดลงมากทีสุ่ดเมือ่
เปรยีบเทยีบกนั (เพิม่ขึน้ 139 ยนี ลดลง 140 ยนี) ดงัแสดงในภำพท่ี 16 (กราฟแท่งสนี ้าเงนิ
แสดงจ านวนยนีทีล่ดลง ส่วนสสีม้แสดงยนีทีเ่พิม่ขึน้ ในแต่ละคู่ทีเ่ปรยีบเทยีบกนั) เมือ่พจิารณา
เปรยีบเทยีบกลุ่มของต่อม Y-organ ทีอ่ยใูนสภาวะกระตุน้ใหล้อกคราบทัง้โดยธรรมชาตแิละ
บงัคบัโดยตดักา้นตาหรอืใหฮ้อรโ์มน พบว่าต่อม Y-organs ทีถู่กบงัคบัมสีดัส่วนของยนีทีถู่ก
กระตุน้มากกว่า คอื พบว่าม ี120 ยนีและ 118 ยนีในกลุ่มถูกตดักา้นตาและไดร้บัฮอรโ์มน 
(ตามล าดบั) ในขณะเดยีวกนั Y-organs ทีอ่ยูใ่นระยะเตรยีมลอกคราบโดยธรรมชาต ิมยีนีทีม่ ี
สดัส่วนของการแสดงออกเพิม่ขึน้จ านวน 82 และ 74 ยนีเมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีถู่กตดักา้นตา
และไดร้บัฮอรโ์มน (ตามล าดบั)  
 ในทางตรงกนัขา้ม เมือ่เปรยีบเทยีบสดัส่วนการแสดงออกของยนีทีพ่บในสภาวะปกต ิ
(intermolt) กบัสภาวะอื่นๆ ทีเ่หลอื จะเหน็ไดช้ดัว่าต่อม Y-organs ทีอ่ยูใ่นสภาวะถูกกระตุน้ทาง
โดยธรรมชาตแิละบงัคบัโดยการตดักา้นตาหรอืใหฮ้อรโ์มนมสีดัส่วนของยนีทีถู่กกระตุน้ให้
แสดงออกมากกว่า ดงัแสดงในภำพท่ี 16 
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ภำพท่ี 16 แผนภาพแสดงสดัสว่นการแสดงออกของยนี (Differential expressed genes (DEGs)) ทีไ่ดจ้าก
ต่อม Y-organs ทัง้ 4 กลุ่ม กราฟแท่งสนี ้าเงนิแสดงถงึสดัสว่นของยนีทีล่ดลง กราฟสสีม้แสดงถงึสดัสว่นของ
ยนีทีเ่พิม่ขึน้ โดยอา้งองิจากกลุ่มตวัอย่างหลงัเมื่อเปรยีบเทยีบในแต่ละคู่ ตวัอย่างเช่น แสดงถงึการ
เปลีย่นแปลงของ กลุ่มยนีใน Early premolt เมื่อเปรยีบเทยีบในคู่ของ ESAB Vs Early_premolt 
  

เมือ่แยกพจิารณาการเพิม่ระดบัของยนี (อา้งองิจากจ านวน reads ทีอ่่านไดใ้น 
transcriptomes ของทัง้ 4 กลุ่มของต่อม Y-organs) ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัโปรตนี GPCR ซึง่ไดแ้ก่ ยนี 
GPCRs, G-protein complexes, GPCR regulator/suppressor และยนีทีเ่กีย่วขอ้งการสื่อ
สญัญาณของ Ca2+ พบว่ายนี GPCR-Mth2, G-protein suppressor 2, Gα-12 และ Ca2+-
independent phospholipase A2 มรีะดบัการแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ในเฉพาะของกลุ่มทีเ่ตรยีมลอก
คราบตามธรรมชาตแิละกลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน (ดงัแสดงในภาพท่ี 17) จากผลทีไ่ดจ้ะถูกน าไป
เปรยีบเทยีบและยนืยนัดว้ยการวดัระดบัการแสดงออกของยนีโดยใชเ้ทคนิค realtime-
quantitative PCR 
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ภำพท่ี 17 แผนภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของระดบัการแสดงออกของยนีในกลุ่มของ GPCRs, G-protein 
complexes, และยนีทีเ่กีย่วขอ้งการสือ่สญัญาณของ Ca2+ โดยอา้งองิจากจ านวน reads ทีอ่่านไดใ้น 
transcriptomes ของทัง้ 4 กลุ่มของต่อม Y-organs กราฟแท่งสเีขยีวเขม้แสดงถงึกลุ่มทีอ่ยูใ่นสภาวะปกต ิ
(intermolt) สเีขยีวอ่อนแสดงถงึกลุ่มเตรยีมลอกคราบตามธรรมชาต ิ(premolt), สเีหลอืงแสดงถงึกลุ่มทีไ่ดร้บั
ฮอรโ์มน 20-HE และสฟ้ีาแสดงถงึกลุ่มทีถู่กตดักา้นตา  
 
 
4.6  ระดบักำรแสดงออกของยีน GPCR, G-proteins และ β-arrestin ในต่อม Y-organs, 
สมอง ปมประสำทใต้ท้องและล ำไส้ส่วนปลำย จำกปใูนระยะปกติและเตรียมลอกครำบ 
 จากผลของการแสดงออกของยนีทีอ่า้งองิจากจ านวน reads ทีอ่่านได ้Transcriptomes 
ทีพ่บว่ายนีในกลุ่มของ GPCRs, G-protein complexes, และยนีทีเ่กี่ยวขอ้งการสื่อสญัญาณของ 
Ca2+ มกีารเปลีย่นแปลงตามระยะการลอกคราบ จงึได้ท าการวดัระดบัการแสดงออกของยนี
ดงักล่าวนี้ในต่อม Y-organs และเนื้อเยือ่อกี 3 ชนิด ไดแ้ก่ สมอง ปมประสาทใตท้อ้งและล าไส้
ส่วนปลาย ดงัแสดงในภำพท่ี 18 

ในต่อม Y-organs พบว่าระดบัการแสดงออกของยนี Gαq ลดลงจาก 0.52±0.10 ไปยงั 
0.16±0.03 ในระยะเตรยีมการลอกคราบอยา่งมนีัยยะส าคญั (p<0.05) และพบว่ายนีทีแ่สดง
ออกเป็นส่วนใหญ่ในต่อม Y-organs ไดแ้ก่ ยนี GPCR1, Gαo และ 40s โดยมรีะดบัการ
แสดงออกอยทูี ่5.81-8.12, 3.06 และ 9.5-12.63 (ตามล าดบั) 

ในสมอง พบว่ายนีทีพ่บเป็นส่วนใหญ่ไดแ้ก่ยนี Gαo และ 40s โดยมรีะดบัการแสดงออก
อยูท่ี5่.45-9.38 และ 6.32-7.36 ตามล าดบั ซึง่ไมม่คีวามแตกต่างทางสถติ ิในขณะที่ยนี Gαs 
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และ Gαq มรีะดบัการแสดงออกทีล่ดลงในระยะเตรยีมการลอกคราบ คอืลดลงจาก 0.07 ไปยงั 
0.02 (p<0.01) และจาก 0.21 ไปยงั 0.06 (p<0.05) ตามล าดบั 

ในปมประสาทใตท้อ้ง พบว่ายนีทีพ่บเป็นส่วนใหญ่ไดแ้ก่ยนี Gαo และ 40s คลา้ยกบัที่
พบในสมอง โดยมรีะดบัการแสดงออกอยูท่ี ่3.15-5.18 และ 4.68-9.22 ตามล าดบั โดยทีร่ะดบั
ของยนี 40s ลดลงอยา่งมนีัยยะส าคญั (p<0.05) ในขณะทีย่นี Gαs, Gαq และ β-arrestin มรีะดบั
การแสดงออกทีล่ดลงในระยะเตรยีมการลอกคราบ คอืลดลงจาก 0.05 ไปยงั 0.02, 0.14 ไปยงั 
0.07 และจาก 0.26 ไปยงั 0.08 (ตามล าดบั) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ p<0.05 

ในล าไสส้่วนปลาย พบว่ายนีทีพ่บเป็นส่วนใหญ่ไดแ้ก่ยนี Gαo และ 40s มรีะดบัการ
แสดงออกอยูท่ี ่2.06-4.60 และ 7.59-10.96 ตามล าดบั โดยทีร่ะดบัของยนี Gαo เพิม่ขึน้อยา่งมี
นยัยะส าคญั (p<0.05) 

ทัง้นี้เมือ่ท าการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของแต่ละยนีในเน้ือเยือ่ทีศ่กึษาทัง้สีช่นิด
พบว่า ยนี GPCR2 และ GPCR1 มกีารแสดงออกมากทีสุ่ดในต่อม Y-organs ในระยะปกต ิ
มากกว่าเนื้อเยือ่อื่นอยา่งมนีัยยะส าคญั (ภำพท่ี 19 (A และ B) กราฟสเีทา) เมือ่เขา้สู่ระยะ
เตรยีมการลอกคราบ ยนี GPCR1 ในต่อม Y-organs ยงัคงมรีะดบัการแสดงออกทีม่ากกว่า
เนื้อเยือ่อื่นๆ อยา่งมนีัยยะส าคญั (ภำพท่ี 19 (B) กราฟสดี า) 

ยนี Gαo ในระยะปกตไิม่มคีวามแตกต่างระหว่างกลุ่มเนื้อเยือ่ (ภำพท่ี 19 C สเีทา) แต่
เมือ่เขา้สู่ระยะเตรยีมการลอกคราบ ยนี Gαo ในเนื้อเยือ่อื่นๆ มกีารเพิม่ระดบัการแสดงออก ซึง่
แตกต่างจากระดบัการแสดงออกในต่อม Y-organs อยา่งมนีัยยะส าคญั (ภำพท่ี 19 C สดี า) 

ยนี Gαs ทีแ่สดงออกในต่อม Y-organs ระยะปกตแิละระยะเตรยีมการลอกคราบ มี
ระดบับการแสดงออกทีส่งูกว่าเนื้อเยือ่อื่นๆ (ภำพท่ี 19 D สเีทา และสดี า ตามล าดบั) ในขณะที่
พบว่ายนี Gαq ทีแ่สดงออกในต่อม Y-organs ในระยะปกตมิรีะดบัทีส่งูกว่าเนื้อเยือ่อื่นๆ อยา่งมี
นยัยะส าคญั (ภำพท่ี 19 E สเีทา) แต่เมือ่เขา้สู่ระยะเตรมีการลอกคราบ พบว่าการแสดงออกของ
ยนี Gαq ในสมองมรีะดบัทีต่ ่าว่าทีแ่สดงออกในล าไสส้่วนปลาย (ภำพท่ี 19 E สดี า) 

ยนี β-arrestin ไม่มคีวามแตกต่างระหว่างเนื้อเยือ่ในระยะปกต ิแต่เมือ่เขา้สู่ระยะ
เตรยีมการลอกคราบ พบว่า การแสดงออกในสมอง ปมประสาทใตท้อ้งมรีะดบัทีต่ ่ากว่าที่
แสดงออกในล าไสส้่วนปลาย (ภำพท่ี 19 F สดี า) ในขณะทีย่นี 40s ไม่มคีวามแตกต่างระหว่าง
เนื้อเยือ่ในระยะปกตแิละระยะเตรยีมลอกคราบ (ภำพท่ี 19 G) 
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ภำพท่ี 18 แผนภาพแสดงระดบัการแสดงออกของยนีซึง่วดัโดยเทคนิค quantitative PCR จากต่อม Y-organs 
สมอง (brain) ปมประสาทใตท้อ้ง (thoracic ganglia) และล าไสส้ว่นปลาย (hind gut) จากปใูนระยะปกต ิ
(กราฟสเีทา) และระยะเตรยีมลอกคราบตามธรรมชาต ิ(กราฟสดี า) ระดบัการแสดงออกของแต่ละยนีใน
เน้ือเยื่อนัน้ๆจะถูกตรวจสอบดว้ย t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances โดยที ่ระดบัความ
เชื่อมัน่ * (p<0.05) ในขณะระดบัความเชื่อมัน่  ** (p<0.01) 
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ภำพท่ี 19  แผนภาพแสดงการเปรยีบเทยีบระดบัการแสดงออกของแต่ละยนีในเนื้อเยื่อของต่อม Y-organs 
(YO) สมอง (Br) ปมประสาทใตท้อ้ง (Tg) และล าไสส้ว่นปลาย (Hg) จากปใูนระยะปกต ิ(กราฟสเีทา) และ
ระยะเตรยีมลอกคราบตามธรรมชาต ิ(กราฟสดี า) โดยที ่** แสดงถงึความแตกต่างทางสถติ ิ(p<0.01) เมื่อ
เปรยีบเทยีบเฉพาะในกลุ่มของระยะปกต ิตวัอกัษร (a, b, ab) แสดงถงึความแตกต่างทางสถติ ิ(p<0.05) 

 
4.7  ผลของฮอรโ์มน 20-HE ต่อกำรแสดงออกของยีน GPCR, G-proteins และ β-arrestin 
ในต่อม Y-organs 
 เมือ่ท าการบ่มต่อม Y-organ กบัฮอรโ์มน 20-HE ทีจ่ าลองระยะเตรยีมการลอกคราบเป็น
เวลาทีแ่ตกต่างกบัพบว่า มเีฉพาะยนี GPCR2 และ ยนี Gαo ทีม่กีารตอบสนองต่อฮอรโ์มน 20-
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HE อยา่งมนีัยยะส าคญั โดยยนี GPCR2 มกีารเพิม่ระดบัการแสดงออกหลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (เพิม่จาก 0.24±0.08 ไปเป็น 0.78±0.17, p<0.01 ดงัแสดงในภำพท่ี 20 A) 
หลงัจากนัน้ไดล้ดระดบัการแสดงออกที ่2 ชัว่โมง และกลบัมาทีร่ะดบัเดมิที ่6 ชัว่โมง ในขณะที ่
ยนี Gαo มกีารแสดงออกทีล่ดลงหลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 2 และ 6 ชัว่โมง (จาก 
0.43±0.55 ลงมาอยูท่ี ่2.37±0.35 และ 2.44±0.41 ตามล าดบั, p<0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 20 D 
 

 
ภำพท่ี 20 แผนภาพแสดงระดบัการแสดงออกของยนี GPCR1, GPCR2, Gαs, Gαo, Gαq, β-arrestin และ 
40s ในต่อมY-organs ทีบ่่มในฮอรโ์มน 20-HE (100 ng/ml) เป็นเวลา 30 นาท,ี 1, 2 และ 6 ชัว่โมง แลว้
ตรวจวดัระดบัการแสดงออกดว้ย quantitative PCR  
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4.8  ผลของฮอรโ์มน 20-HE ต่อ cAMP, cGMP และ Ca2+ ในต่อม Y-organs 
 การตอบสนองของต่อม Y-organs ต่อฮอรโ์มน 20-HE แบบรวดเรว็ สามารถตรวจสอบ
ไดจ้ากการเปลีย่นแปลงของสารสื่อสญัญาณไดแ้ก่ cAMP, cGMP และ Ca2+ ซึง่พบว่า  
 ระดบัของ cAMP (เสน้ทบึในภาพท่ี 21) ในต่อม Y-organs หลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน มี
การลดระดบัลงอย่างรวดเรว็ภายใน 1 นาท ี(จาก 96.7±6.7 ลงมาอยูท่ี ่42.4±6.1 pg/YO, 
p<0.01) หลงัจากนัน้ระดบัของ cAMP กลบัมาเพิม่สงูขึน้เรือ่ยทีเ่วลา 5 และ 10 นาท ีหลงัจาก
นัน้ทีเ่วลา 15 นาท ีระดบัของ cAMP ไดเ้พิม่สงูขึน้อยา่งมนียัยะส าคญั (134.2±2.1 pg/YO, 
p<0.01) และระดบัของ cAMP คงทีอ่ยูท่ีร่ะดบั 123.3-141.3 pg/YO หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มน 30 
นาท ีถงึ 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ระดบัของ cAMP ไดล้ดลงอยา่ง
รวดเรว็มาอยู่ที ่60.8±11.2 pg/YO (p<0.01) และคงระดบัเรือ่ยจนสิน้สุดการทดลองที ่6 ชัว่โมง 
 

  
 

ภาพท่ี 21  แผนภาพแสดงการเปลีย่นแปลงของระดบั cAMP และ cGMP ในต่อม Y-organs (n=3) หลงัจากที่
ไดร้บัฮอรโ์มน 20-HE (100 ng/ml) ในชว่งเวลาต่างๆ โดยใชชุ้ดตรวจส าเรจ็ (ELISA assay, Cayman 
Chemical) 
 
 การเปลีย่นแปลงของระดบั cGMP ในต่อม Y-organs (ตวัอยา่งเดยีวกบัทีว่ดัระดบัของ 
cAMP) หลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 1, 5, 10, 15, 30, 60, 120 และ 360 นาท ี (เสน้ประ
ในภาพท่ี 21) พบว่ามรีปูแบบคลายคลงึกบัทีพ่บในการเปลีย่นแปลงของระดบั cAMP โดยที ่
หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 1 นาท ีระดบัของ cGMP ไดล้ดลงมาอยูท่ี ่1.67±0.07 pg/YO 
(p<0.01) แลว้เพิม่ระดบัขึน้เรือ่ยๆ เมื่อไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 5 นาท ี(2.83±0.11 pg/YO), 10 
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นาท ี(4.7±0.1 pg/YO) และระดบัเพิม่สงูขึน้ทีสุ่ด เมือ่ไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 15 นาท ี(6.1±4.1 
pg/YO) หลงัจากนัน้ระดบัของ cGMP ไดล้ดลงอยา่งรวดเรว็และต่อเนื่องจนคงระดบัหลงัจาก
ไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 2 และ 6 ชัว่โมง (1.82-1.86 pg/YO) 
 

การเปลีย่นแปลงระดบัของ Ca2+ สามารถวดัไดจ้ากการเปลีย่นแปลงภายในเซลลข์อง
ต่อม Y-organs และการเปลีย่นแปลงใน culture media โดยพบว่า การเปลีย่นแปลงในช่วง 0-5 
นาท ีแทบไม่มกีารเปลีย่นแปลงของระดบั Ca2+ ใน culture media (ภาพท่ี 22 A) ในขณะทีก่าร
เปลีย่นแปลงในต่อม Y-organs พบว่า หลงัจากต่อม Y-organs ไดร้บัฮอรโ์มน 20-HE ทีเ่วลา 10 
วนิาท ีระดบัของ Ca2+ มกีารลดลงอยา่งมนียัยะส าคญั (จาก 42.4±3.2 มาอยูท่ี ่33.0±1.8 µg/ml, 
p<0.05) และลดลงอยา่งรวดเรว็ (13.7±1.6 µg/ml, p<0.01) เมือ่ไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 20 
วนิาท ีหลงัจากนัน้ระดบัของ Ca2+ ไดก้ลบัมาเพิม่สงูขึน้หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 30 
วนิาท ี(30.1±2.4 µg/ml, p<0.01) แลว้ลดลงอกีรอบทีเ่วลา 1 นาท ี(17.5±1.8 µg/ml, p<0.01) 
หลงัจากนัน้ ระดบัของ Ca2+ คงระดบัอยูท่ี ่13.0-14.2 µg/ml เมือ่ไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 2 และ 
5 นาท ีดงัแสดงในภาพท่ี 22 (B) 
 

 
 
ภาพท่ี 22 การเปลีย่นแปลงของะดบั Ca2+ ใน culture media (n=5, A) และภายในต่อม Y-organs (n=5, B) 
หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 0,10, 20, 30, 60, 120 และ 300 วนิาท ีโดยใชชุ้ดตรวจส าเรจ็ (Calcium 
assay kit) 
 
4.9  ต าแหน่งการแสดงออกของโปรตีน GPCR2 ในต่อม Y-organs หลงัจากได้รบั
ฮอรโ์มน 20-HE 
 การคน้หาและยนืยนัการแสดงออกของโปรตนี GPCR2 ในต่อม Y-organs ด าเนินการ
โดยใชเ้ทคนิค Immunohistochemistry ซึง่ใชแ้อนตบิอดทีีส่รา้งขึน้ในหนูทีถู่กกระตุ้นดว้ย เปป
ไทดส์งัเคราะหข์องโปรตนี GPCR2 ดงัแสดงในภาพท่ี 10 B (แสดงในแถบสมีว่ง) แลว้ท าการ
ตรวจจบัสญัญาณดว้ย Alexa Fluor® 488 ซึง่พบว่า โปรตนี GPCR2 มกีารแสดงออกในต่อม Y-
organs อยูต่ลอดเวลา แมจ้ะไมไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE กต็าม โดยต าแหน่งทีพ่บโปรตนี GPCR2 
เป็นส่วนใหญ่ไดแ้ก่บนเยือ่หุม้เซลล ์ดงัแสดงในภาพที ่22 (A: A และ B)  
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 หลงัจากบ่มต่อม Y-organs ในฮอรโ์มน 20-HE เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบว่าการแสดงออก
ของโปรตนี GPCR2 เพิม่มากขึน้ในส่วนของ cytosol (ดงัแสดงในภาพที ่22 A: E และ F) 
เช่นเดยีวกบัการแสดงออกของโปรตนี GPCR2 เมือ่บ่มต่อม Y-organs เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
(ภาพที ่22 A: H และ I) 

 
 
ภาพท่ี 23  แสดงต าแหน่งของโปรตนี GPCR2 (A, A-I) โดยตรวจจบัดว้ย แอนตบิอดจี าเพาะต่อโปรตนี 
GPCR2 (GPCR2-antisera) ในต่อม Y-organs หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง เปรยีบเทยีบ 
preimmunized antisera (B, a-i) ทีก่ าลงัขยาย 100 เทา่ ดว้ย confocal microscope (Olympus) โดยที ่scale 
bar แสดงถงึความยาวที ่10 ไมครอน ภาพ A, D, G และ a, d, g แสดงการยอ้มนิวเคลยีสดว้ย DAPI,  ภาพ 
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B, E, H และ b, e, h แสดงสญัญาณทีไ่ดจ้าก secondary antibody (Anti-mouse IgG, conjugated with 
Alexa Fluor® 488) และ ภาพ C, F, I และ c, f, i  แสดงภาพทีไ่ดจ้ากการรวมกนัสญัญาณทีไ่ดจ้าก DAPI 
และ Alexa Fluor® 488 ถ่ายภาพดว้ย  
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5. สรปุและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 จากการด าเนินการคน้หาและจ าแนกยนี GPCR ทีค่าดว่าเป็นโปรตนีทีท่ าหน้าทีเ่ป็น
ตวัรบัชนิดใหม่ของฮอรโ์มน 20-HE ในปทูะเลด า ไดข้อ้สรปุดงันี้  
 1.  การคน้หาล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี GPCR ในปทูะเลด า ไดด้ าเนินการโดยการ
คน้หาผ่านการสรา้ง transcriptomes ของต่อม Y-organs ซึง่ท าการเปรยีบเทยีบการแสดงออก
ของยนีในสภาวะปกตแิละสภาวะทีถู่กกระตุน้ใหม้กีารลอกคราบ (ตามธรรมชาตแิละบงัคบัโดย
การใหฮ้อรโ์มน 20-HE และตดักา้นตา) จาก transcriptomes ทีไ่ดพ้บว่ายนี GPCR-methuselah 
2 subfamily มกีารเพิม่ระดบัการแสดงออกอยา่งเฉพาะเจาะจงใน transcriptomes ของต่อม Y-
organs ทีไ่ดม้าจากระยะเตรยีมลอกคราบตามธรรมชาตแิละปทูีใ่หฮ้อรโ์มน 20-HE (ภาพที ่15) 
จงึน าไปสู่การสรา้งล าดบันิวคลโีอไทดจ์ าลองของยนี GPCR-Mth2 จาก transcriptomes โดย
น าเอาล าดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่่านไดท้ัง้หมด (reads) มาเรยีงต่อกนัเป็นสายยาว แลว้น ามา
ออกแบบไพรเมอรเ์พื่อคน้หาล าดบันิวคลโีอไทดท์ีแ่สดงออกในต่อม Y-organs  

จากการเปรยีบเทยีบ transcriptomes ของต่อม Y-organs ทัง้ 4 สภาวะ พบว่าการให้
ฮอรโ์มน 20-HE (100 ng/ml hemolymph) เป็นเวลา 4 วนั สามารถกระตุ้นใหต่้อม Y-organs มี
การเปลีย่นแปลงทีใ่กลเ้คยีงกบัระยะเตรยีมการลอกคราบตามธรรมชาตไิดด้กีว่าการตดักา้นตา 
ซึง่เป็นสภาวะทีก่ าจดัฮอรโ์มนทัง้หมด (ไดแ้ก่ ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ ฮอรโ์มนยบัยัง้การ
สรา้งไข ่ฮอรโ์มน CHH และฮอรโ์มนกระตุน้การกระจายเมด็ส:ี Chan et al., 2003) ในกา้นตา
ออกไป ท าใหป้มูตีอบสนองต่อการเปลีย่นแปลงดงักล่าวในทางดา้นอื่นๆ รว่มดว้ย ดงัทีเ่หน็ได้
จากการเพิม่การแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเจรญิพนัธุ์ (ดงัแสดงในภาพ 15 D)  

2. ยนี GPCR ทีค่น้พบในปทูะเลด าเป็นโปรตนีใน Class-B family อยูใ่น GPCR-
methuselah subfamily ซึง่มลีกัษณะเฉพาะไดแ้ก่ seven-transmembrane domain และม ี
Signal Peptide อยูท่างดา้น N-terminus ส าหรบัส่งสญัญาณใหม้กีารเคลื่อนยา้ยโปรตนีมาฝังตวั
อยูท่ีเ่ยือ่หุม้เซลล ์โดยยนี GPCR ทีไ่ดจ้ากปทูะเลด า มคีวามใกลเ้คยีงกบัยนี GPCR ของกุง้ขาว
มากทีสุ่ด และคาดว่ายนี GPCR ทีค่น้พบนี้ อาจจะเป็นยนี GPCR ทที าหน้าทีใ่นการถ่ายทอด
สญัญาณแบบรวดเรว็ (rapid-signaling pathway) ดงัทีร่ายงานในแมลง เนื่องจากมคีวาม
ใกลเ้คยีงกบัยนี ecdysone receptor GPCR ในกลุ่มของแมลง (99% Bootstrap) 
 3. ยนี GPCR ไดถู้กจ าแนกออกเป็นสองชนิด คอื GPCR1 และ GPCR2 โดยโปรตนีที่
สรา้งไดจ้ากยนี GPCR1 มขีนาด 62.8 kDa ในขณะทีโ่ปรตนีของยนี GPCR2 มขีนาด 52.1 kDa 
ในขณะเดยีวกนั ยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสรา้งสญัญาณของโปรตนี GPCR ไดถู้กคน้หาล าดบั 
นิวคลโีอไทดท์ีส่มบูรณ์ไดแ้ก่ ยนี G-protein alpha-o subunit (Gαo) และยนี β-arrestin โดย
พบว่า ยนี Gαo มคีวามใกลเ้คยีงกบัยนี Gαo ทีพ่บใน กุง้ (P. vannamei และ P. japonicus) 
และไรน ้า (Daphnia) มากทีสุ่ด เช่นเดยีวกนัยนี β-arrestin ทีไ่ด ้มคีวามใกลเ้คยีงกบักุง้ (P. 
monodon และ P. japonicus) มากทีสุ่ด  
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 4. เมือ่ท าการศกึษาการแสดงออกของยนี GPCR และยนีทีเ่กีย่วขอ้งการส่งสญัญาณ
ผ่านวถิกีารท างานของ GPCR ไดแ้ก่ยนี GPCR1, GPCR2, Gαo, Gαs, Gαq, และ β-arrestin 
ในต่อม Y-organs, สมอง  ปมประสาทใตท้อ้งและล าไสส้่วนปลายของปใูนระยะปกตแิละระยะ
เตรยีมลอกคราบพบว่า ในระยะปกต ิ(intermolt) ยนี GPCR1, GPCR2, Gαs, และ Gαq มกีาร
แสดงออกในต่อม Y-organs มากกว่าสมอง  ปมประสาทใตท้อ้งและล าไสส้่วนปลาย อยา่งมนีัย
ยะส าคญั (ภาพที ่19 A, B, D และ E) เมือ่เขา้สู่ระยะเตรยีมการลอกคราบ มเีพยีงยนี GPCR1 
และ Gαs ทีย่งัคงแสดงออกในต่อม Y-organs มากกว่าเนื้อเยือ่อื่นๆ ในขณะทีย่นี Gαo มกีาร
เพิม่ระดบัการแสดงออกใน สมอง  ปมประสาทใตท้อ้งและล าไสส้่วนปลายแต่กลบัลดลงในต่อม 
Y-organs  
 จากการเปรยีบเทยีบรปูแบบการแสดงออกของยนีดงักล่าวใน 4 เนื้อเยือ่ บ่งชีใ้หเ้หน็ว่า
ต่อม Y-organs ในระยะปกต ิ(intermolt) มลีกัษณะเฉพาะทีแ่ตกต่างจากเนื้อเยือ่อื่นๆ อยา่ง
เด่นชดั แต่เมือ่เปรยีบเทยีบการแสดงออกของแต่ละยนีในระยะปกตกิบัระยะเตรยีมการลอก
คราบกลบัไมพ่บความแตกต่างของระดบัการแสดงออกของยนีต่าง (ดงัแสดงในภาพที ่18) ซึง่
ผลทีไ่ดก่้อใหเ้กดิขอ้เสนอแนะว่า การวางรปูแบบของการแสดงออกของยนี GPCR และยนี G-
proteins ภายในต่อม Y-organs ในระยะปกตอิาจจะท าใหต่้อม Y-organs มคีวามรวดเรว็ต่อการ
ตอบสนองของการเปลีย่นแปลงของฮอรโ์มนทัง้สองฮอรโ์มน อนัไดแ้ก่ ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอก
คราบและฮอรโ์มน 20-HE 
 5. การเปลีย่นแปลงของระดบัสารสื่อสญัญาณ cAMP, cGMP และ Ca2+ ในต่อม Y-
organs หลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE พบว่า ระดบัการเปลีย่นแปลงของ calcium เกดิขึน้
รวดเรว็ทีสุ่ด โดยระดบั Ca2+ ภายในต่อม Y-organs ไดล้ดระดบัเมือ่ไดร้บัฮอรโ์มน 10 และ 20 
วนิาท ีหลงัจากนัน้กลบัเพิม่ระดบัสงูขึน้ทีเ่วลา 30 วนิาท ีแลว้ระดบัลดลงอยา่งต่อเนื่อง และคงที่
ภายใน 2-5 นาท ีซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ Ren et al., 2014 ทีพ่บว่าระดบัของ Ca2+เพิม่
ระดบัสงูขึน้ในช่วง 1 นาทแีรกหลงัจากทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน 20-HE  

ในขณะทีช่่วงระยะเวลา 2-5 นาทแีรกของการบ่ม ระดบัของ cAMP และ cGMP ภายใน
ต่อม Y-organs เพิม่สงูขึน้อยา่งมนียัยะส าคญั เมือ่เปรยีบเทยีบการเปลีย่นแปลงของ cAMP และ 
cGMP จะเหน็ไดว้่าระดบัทีสู่งทีสุ่ดของ cGMP เกดิขึน้ก่อน ซึง่อยูท่ี ่15 นาทหีลงัจากนัน้ระดบั
ของ cGMP ค่อยๆลดลงและคงที ่รปูแบบการเปลีย่นแปลงระดบัของ cGMP สอดคลอ้งกบัการ
ตอบสนองของต่อม Y-organs (จากระยะเตรยีมลอกคราบของ crayfish) เมือ่ไดร้บัฮอรโ์มน
ยบัยัง้การลอกคราบ ดงัทีพ่บในรายงานของ Saidi et al., 1994 และ Nakatsuji et al., 2006 ซึง่
พบว่าฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบกระตุน้ต่อม Y-organs การสรา้ง cGMP ขึน้ในช่วง 2-30 
นาทแีต่ไมม่ผีลต่อการเปลีย่นแปลงของ cAMP เมือ่พจิารณาผลทีไ่ดเ้ขา้ดว้ยกนัท าให้สนันิษฐาน
ว่า cGMP อาจจะเป็นสารสื่อสญัญาณทัว่ไป (common second messenger) ทีใ่ชร้่วมกนัทัง้ใน
ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบและฮอรโ์มน 20-HE ในขณะที ่cAMP อาจจะท าหน้าทีเ่ป็นสารสื่อ
สญัญาณหลกัของฮอรโ์มน 20-HE เนื่องจากการเพิม่ขึน้ของระดบั cAMP อยูท่ีช่่วงกวา้งและ
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ยาวนานกว่า cGMP โดยระดบัสงูทีสุ่ดอยูใ่นระหว่าง 15 นาท ี– 1 ชัว่โมง ซึง่สอดคลอ้งกบัการ
ตอบสนองของโปรตนี GPCR ต่อฮอรโ์มนกระตุน้ ซึง่จะสื่อสารผ่านโปรตนี G-protein (Gαs/ 
Gαq) กระตุน้เอนไซม ์adenylyl cyclase ใหม้กีารสรา้ง cAMP (New and Wong, 2007: Jing et 
al., 2016) ซึง่คาดว่าจะท าใหเ้ซลลใ์นต่อม Y-organs มกีารแบ่งตวัเพื่อเพิม่ขยายและสรา้ง
ฮอรโ์มน 20-HE เตรยีมเขา้สู่ระยะเตรยีมลอกคราบต่อไป  
 6. ต่อม Y-organs มกีารตอบสนองต่อฮอรโ์มน 20-HE จากการทดสอบโดยการบ่มต่อม 
Y-organs ในสารละลายทีจ่ าลองความเขม้ขน้ของฮอรโ์มน 20-HE ในระยะเตรยีมการลอกคราบ 
ซึง่พบว่ามเีพยีงยนี GPCR2 และ Gαo ทีม่กีารเปลีย่นแปลงอยา่งมนียัยะส าคญั โดยพบว่าระดบั
การแสดงออกของยนี GPCR2 เพิม่สงูขึน้ในตวัอยา่งทีบ่่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลดลงที ่6 
ชัว่โมง ซึง่ผลทีไ่ดส้อดคลอ้งกบัการสรา้งโปรตนีในเซลลข์องต่อม Y-organs จากการทดสอบดว้ย 
Immunohistochemistry โดยพบว่าโปรตนี GPCR2 มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ในส่วนของ cytosol 
และทีเ่ยือ่หุม้เซลล ์การทีพ่บโปรตนี GPCR2 ในส่วนของ cytosol อาจจะเป็นช่วงระหว่างการ
เคลื่อนยา้ยโปรตนี (Protein trafficking) ทีส่รา้งภายในเซลลไ์ปยงัทีเ่ยื่อหุม้เซลล ์ในขณะทีก่าร
แสดงออกของยนี Gαo ลดลงในตวัอยา่งทีบ่่มเป็นเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง เมือ่พจิารณากลไกการ
ท างานของโปรตนี Gαo ทีท่ าหน้าทีย่บัยัง้การส่งสญัญาณของโปรตนี GPCR จงึสนันิษฐานว่า
การลดระดบัการแสดงออกโปรตนี Gαo อาจจะช่วยผลกัดนัการส่งวถิสีญัญาณของโปรตนี 
GPCR ไดด้ยีิง่ขึน้สอดคลอ้งกบัผลของการแสดงออกของยนี Gαo ทีพ่บในต่อม Y-organs ใน
ระยะเตรยีมการลอกคราบตามธรรมชาต ิ
 โดยสรปุ ผลการด าเนินการของโครงการวจิยันี้นี้ ไดผ้ลตามทีไ่ดเ้สนอ คอื สามารถคน้หา
และจ าแนกยนี GPCR ในปทูะเลด าออกมาไดส้องชนิดคอื GPCR1 และ GPCR2 โดยพบว่ายนี 
GPCR2 ในต่อม Y-organs มกีารตอบสนองอยา่งจ าเพาะเจาะจงกบัฮอรโ์มน 20-HE อกีทัง้ยงั
เกดิการเปลีย่นแปลงของสารสื่อสญัญาณ ไดแ้ก่ Ca2+, cAMP และ cGMP (ตามล าดบั) ภายใน
ต่อม Y-organs ซึง่สอดคลอ้งกบัสมมตฐิานทีต่ ัง้ไว ้คอื โปรตนี GPCR2 อาจจะท าหน้าทีเ่ป็น
ตวัรบัชนิดใหม่ทีท่ าหน้าทีส่่งสญัญาณผ่านวถิสีญัญาณแบบรวดเรว็ (Rapid signaling pathway) 
ดงัทีม่กีารเสนอในการวจิยัในแมลง ทัง้นี้เมือ่พจิารณาการแสดงออกของยนี GPCR ในต่อม Y-
organs เปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยือ่อื่นๆ พบว่าระดบัการแสดงออกของทัง้ GPCR1 และ GPCR2 มี
มากกว่าเนื้อเยือ่อื่นๆ อยา่งเด่นชดั อกีทัง้พบว่ามโีปรตนี GPCR2 อยูใ่นเยือ่หุม้เซลลใ์นต่อม Y-
organs อยูต่ลอดเวลาและสามารถกระตุน้ใหส้รา้งขึน้ไดภ้ายใน 1 ชัว่โมง แสดงใหเ้หน็ว่าต่อม Y-
organs มลีกัษณะเฉพาะของการแสดงออกของยนี GPCR และยนี G-proteins ซึง่การวาง
รปูแบบของการแสดงออกของยนีดงักล่าวนี้ อาจจะท าใหต่้อม Y-organs ในระยะ intermolt 
สามารถตอบสนองของการเปลีย่นแปลงของฮอรโ์มนทัง้สองฮอรโ์มน อนัไดแ้ก่ ฮอรโ์มนยบัยัง้
การลอกคราบและฮอรโ์มน 20-HE ไดอ้ยา่งรวดเรว็ ทัง้นี้การยนืยนัสมมตฐิานดงักล่าวนี้ยงัอยูใ่น
ระหว่างการตรวจสอบเพื่อยนืยนัหน้าทีข่องโปรตนี GPCR และบทบาทของโปรตนี Gαq, Gαs, 
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Gαo และ β-arrestin รวมทัง้สารสื่อสญัญาณ cAMP, cGMP Ca2+ ในการถ่ายทอดสญัญาณของ
ฮอรโ์มน 20-HE ในต่อม Y-organs 
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6. ข้อเสนอแนะส ำหรบังำนวิจยัในอนำคต 
 จากการด าเนินการโครงการวจิยัน้ีในปทูะเล พบว่า ต่อม Y-organs มกีารตอบสนองต่อ
ฮอรโ์มน 20-HE ผ่านการแสดงออกของยนี GPCR และยนี G-proteins และ สารสื่อสญัญาณ
ไดแ้ก่ cAMP, cGMP, Ca2+ จงึเป็นหลกัฐานทีส่ าคญัทีบ่่งชีว้่า ต่อม Y-organs ในป ู(รวมถงึ 
crustaceans อื่นๆ) มรีะบบการถ่ายทอดสญัญาณแบบรวดเรว็เหมอืนกบัทีพ่บในแมลง ซึง่การ
คน้พบน้ี เป็นหลกัฐานแรกในกลุ่มของ Crustaceans ดงันัน้การตรวจสอบยนืยนัผลและ
รายละเอยีดของการถ่ายทอดวถิสีญัญาณยงัคงตอ้งมกีารตรวจสอบต่อไป ซึง่มรีายละเอยีดดงันี้  
 1. จ าแนกหน้าทีเ่ฉพาะของโปรตนี GPCR1 และ GPCR2 ผ่านการศกึษา Knockdown 
study โดยน าต่อม Y-organs ของปทูีไ่ดร้บั RNAi ของยนี GPCR1 และ GPCR2 มาบ่มกบั
ฮอรโ์มน 20-HE แลว้ท าการตรวจสอบและจ าแนกการส่งสญัญาณผ่าน cAMP, cGMP และ Ca2+ 
ซึง่ผลทีไ่ดจ้ะสามารถบ่งชีไ้ดว้่าการถ่ายทอดสญัญาณมคีวามเฉพาะเจาะจงหรอืไม่ 
 2.  ท าการศกึษาปฏสิมัพนัธข์องโปรตนี GPCR และ G-protein โดยตอ้งมกีารจ าแนกว่า 
โปรตนี GPCR ถ่ายทอดสญัญาณของฮอรโ์มน 20-HE ผ่าน Gαq, หรอื Gαs รวมทัง้บทบาทของ 
Gαo และ β-arrestin  
 3. ศกึษาการตอบสนองของสารสื่อสญัญาณภายในต่อม Y-organs ของปทูะเลด าแบบ
องคร์วม ซึง่ตอ้งมกีารสรา้งองคค์วามรูเ้นื่องจากสิง่มชีวีติในกลุ่ม Crustaceans มรีปูแบบการ
ตอบสนองของสารสื่อสญัญาณหลากหลายแบบและแตกต่างกนัระหว่างสปีชสี ์ดงันัน้ มคีวาม
จ าเป็นตอ้งทราบว่า สารสื่อสญัญาณมกีารตอบสนองต่อ 1) ฮอรโ์มนยบัยัง้การลอกคราบ  2) 
ฮอรโ์มน 20-HE และทัง้สองฮอรโ์มน ในรปูแบบใด ในสภาวะปกตแิละระยะเตรยีมการลอกคราบ 
 จากองคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ะท าใหม้คีวามเขา้ใจกลไกการเปลีย่นแปลงภายในต่อม Y-organs 
ว่ามกีารเตรยีมพรอ้ม การตอบสนองต่อฮอรโ์มนหลกัทีค่วบคุมการลอกคราบในรปูแบบใด ซึง่จะ
น าไปสู่การหาวธิทีีจ่ะสามารถควบคุมและกระตุน้กระบวนการลอกคราบและท าใหป้เูตรยีมเขา้สู่
ระยะเตรยีมการลอกคราบทีใ่กลเ้คยีงกบัระบบธรรมชาตทิีสุ่ด ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อ
ผูป้ระกอบการเพาะเลีย้งปนูิ่มอยา่งมหาศาล  
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Boonyarath  Pratoomchat, Sirawut Klinbunga  
ในวารสาร Comparative Biochemistry and Physiology - Part D: Genomics and 
Proteomics (Impact factor 2.913) 
 
วารสารทีส่อง อยูใ่นระหว่างการตรวจสอบความถูกตอ้งและเรยีบเรยีงขอ้มลู โดยมี
ชื่อเรือ่ง “Isolation of a novel ecdysone receptor (G-protein couple receptor) in 
mud crab, Scylla alivacea”  
Sirinart Techa, Phimsucha Bunphimpapha, Manon Boonbangyang, Alisa 
Wilantho, Chumpol Ngamphiw, Wanwipa Ittarat, Prachumporn Nounurai, 
Sissades Tongsima, Boonyarath  Pratoomchat, Sirawut Klinbunga  
ในวารสาร Molecular and Cellular Endocrinology (Impact factor 3.56) 
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