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บทคัดย่อ 
หอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata เป็นหอยเศรษฐกินที่มีการเพาะเลี้ยงในภาค

ตะวันออกของประเทศไทย ซึ่งมีการเพาะเลี้ยงแบบล่อตัวอ่อนจากธรรมชาติ ปัจจุบันได้มีการใช้ระบบการ
เพาะเลี้ยงแบบผสมเทียมตัวอ่อนหอยนางรมในหลายประเทศ โดยใช้วิธีการเก็บตัวอย่างจากพ่อแม่พันธุ์ ในการ
เก็บตัวอย่างนั้นท าได้ทั้งแบบกรีดเอาเซลล์สืบพันธุ์จากพ่อแม่พันธุ์หรือกระกระตุ้นให้พ่อแม่พันธุ์ปล่อยเซลล์
สืบพันธุ์ออกมา อย่างไรก็ดีการผสมเทียมอาจมีความเสียงต่อการประสบปัญหาเรื่องคุณภาพของตัวอ่อน ซึ่งเกิด
ได้จากความสมบูรณ์พันธุ์ของเซลล์สืบพันธุ์และคุณภาพน้ าเชื่อ ซึ่งกลไกดังกล่าวยังไม่เป็นที่ทราบแน่นอน 
โครงการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุเพ่ือศึกษาโครงสร้างของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้หรืออสุจิของหอยนางนมปากจีบใน
ระดับจุลกายวิภาค และศึกษาโปรตีโอมหรือโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์อสุจิในหอยนางรมปากจีบเพ่ือ
ต้องการระบุโปรตีนทั้งหมดที่พบในเซลล์อสุจิ โดยเก็บตัวอย่างเซลล์อสุจิจากหอยนางรมเพศผู้สองวิธี ทั้งแบบ
กรีดเอาเซลล์สืบพันธุ์และแบบกระกระตุ้นให้ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมา จากนั้นน ามาสกัดโปรตีนเพ่ือศึกษา
ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์โดยท าการแยกโปรตีนในเจลสองมิติ ท าการตัดจุดโปรตีน ย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน 
และระบุชนิดด้วย LC-MS/MS ร่วมกับชีวสารสนเทศศาสตร์ ผลการศึกษาจุลกายวิภาคพบว่าเซลล์อสุจิของ
หอยนางรมปากจีบประกอบด้วยอะโครโซมทางด้านหน้าและพบ subacosomal space ขนาดใหญ่ นิวเคลียส
ค่อยข้างกลม เส้นผ่าศูนย์กลางมีขนาดประมาณ 1.8 µm ส่วนคอพบไมโทคอนเดรียขนาดใหญ่ 4 อัน ส่วนหาง
มีโครงสร้าง axoneme แบบ 9+2 ผลการศึกษาโปรตีโอมพบว่าสามารถระบุโปรตีนได้ 188 จุด จาก 206 จุด 
(91.26%) แบ่งเป็นโปรตีนกลุ่มต่างๆ ได้แก่ กลุ่มที่พบใน acrosome, endoplasmic reticulum, Golgi 
apparatus, nucleus, cytoplasm, mitochondria, cytoskeleton and flagellum และ extra cellular 
region และได้สร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีนขึ้นมาส าหรับโปรตีนที่พบในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ ข้อมูลที่
ได้จากการศึกษาครั้งนี้เพ่ิมความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับองค์ประกอบเชิงโปรตีนและหน้าที่ของโปรตีนในเซลล์
อสุจิของหอยนางรมเป็นอย่างมาก และยังสามารถระบุโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาเซลล์อสุจิและคุณภาพ
ของเซลล์อสุจิอีกด้วย นอกจากนี้ยังจะเป็นประโยชน์ต่อการประยุกต์ใช้ในการระบุคุณภาพน้ าเชื้อ การเลี้ยงพ่อ
แม่พันธุ์ การเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพ่ือใช้ส าหรับการปฏิสนธิ เพื่อพัฒนาระบบเพาะเลี้ยงตัวอ่อนหอยนางรมต่อไปใน
อนาคต 
 
ค าส าคัญ : หอยนางรม, การเพาะเลี้ยง, โปรตีโอม, เซลล์อสุจิ, การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้  
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Ultrastructure of spermatogenesis and sperm proteome analysis in 
the Cupped oyster (2nd year of the research project) 
 

Abstract 
The Hooded oyster, Saccostrea cucullata is economically important animal and has 

been cultured in Thailand. Recently, artificial fertilizations are being used in oyster cultures 
in many countries by either stripping or spawning methods in order to collect gametes from 
brood stocks. However, reproductive success and embryo quality of hatcheries remains 
inconsistent. This may due to gamete maturation and quality of sperm in this species are 
not well addressed. Thus, the purposes of this research project were to study untrastrcuture 
of the Hooded sperm and to analyze sperm proteome of the Hooded oyster in order to 
reveal protein profile and identify all proteins found in oyster sperm. Sperms were collected 
from male oysters by spawning and stripping method. Sperm proteins were extracted and 
separated in two dimensional gel electrophoresis. Proteins in gel were cut, digested with 
trypsin and identified by using a LC-MS/MS and bioinformatics analysis. The ultrastucture 
results showed that sperm of the Hooded oyster composed of anteriorly acrosome with a 
large subacrosomal space. The nucleus is dense and round whith 1.8 µm in diameter. Foure 
larg mitochondria were found at the middle part of sperm. At the posterior side, long 
flagellum with 9+2 microtubules axoneme were obsereved. The proteome results showed 
that 188 out of 206 protein spots were identified (91.26%) in sperm. These classified as 
acrosome, endoplasmic reticulum, Golgi apparatus, nucleus, cytoplasm, mitochondria, 
cytoskeleton and flagellum and extra cellular region. Reference map of sperm proteome 
was also constructed for this species. The results obtained from this work improve current 
understanding of sperm protein component and function in this species and help us identify 
proteins associated to sperm maturity and quality. Additionally, knowledge of sperm quality 
would be applied to brood stock conditioning, gamete collection and artificial fertilization in 
order to improve hatchery system for this species. 
  
 
Keywords: hatchery, oyster, proteome, sperm, spermatogenesis  
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บทท่ี 1 

 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา  
 ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงหอยนางรมในประเทศไทยจะใช้วิธีการเก็บหอยตัวอ่อนจากธรรมชาติ ซึ่งมี
ความแปรปรวนสูง ขึ้นอยู่กับสภาพธรรมชาติในปีนั้นๆ และอาจได้รับผลกระทบเพ่ิมขึ้นในอนาคตจากสภาวะ
มลพิษปนเปื้อนทางทะเล ดังนั้นความพยายามที่จะผสมเทียมเพาะพันธุ์ตัวอ่อนหอยนางรมจึงได้เริ่มน ามาใช้ 
ส าหรับประเทศไทยได้มีการทดลองผสมเทียม แต่การน ามาใช้งานจริงยังมีข้อจ ากัดอยู่มาก อาจเนื่องมากจาก
ปัญหาหลายประการ ปัญหาส าคัญอย่างหนึ่งคือ มาจากความสมบูรณ์พันธุ์ของพ่อแม่พันธุ์ที่ใช้ ดังนั้นผู้วิจัยจึง
มีความพยายามที่จะศึกษาลักษณะของเซลล์สืบพันธุ์ที่มีความสมบูรณ์ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในระบบ
เพาะเลี้ยงหอยนางรมต่อไป โดยในระยะแรกจะเริ่มท าการศึกษาในเพศผู้ ถึงกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 
และท าการศึกษาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เพ่ือต้องการทราบชนิดของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบ ซึ่งอาจ
น าไปสู่การหาโปรตีนที่จะใช้เป็นตัวบ่งชี้คุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์ในเพศผู้ เพ่ือใช้ในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มี
คุณภาพน้ าเชื้อดีต่อไปในอนาคต ซึ่งในระยะยาวจะเป็นการสร้างประโยชน์ให้เกษตรกรในชุมชนที่ท าอ าชีพ
เพาะเลี้ยงหอยนางรม เป็นการสนับสนุนการใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่าความหลากหลายทางชีวภาพอย่าง
มั่นคงและยั่งยืนโดยใช้วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีเพ่ือตอบโจทย์ระดับชุมชน 

การศึกษาหาโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เพ่ือให้ทราบถึงกลไกการท างานของ
โปรตีนที่ควบคุมการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ มีการศึกษาในสัตว์หลายชนิด ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นการศึกษาใน
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมรวมถึงมนุษย์ งานวิจัยส่วนใหญ่ที่ศึกษาในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม โดยเฉพาะในมนุษย์ 
เป็นการศึกษาโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เพ่ืออธิบายถึงกลไกการท างานและคุณภาพของ
เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือค้นหาโปรตีนจ าเพาะส าหรับบ่งชี้ภาวะเป็นหมันในเพศผู้ 
รวมถึงบ่งชี้ความปกติและผิดปกติของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ และท าให้ทราบถึงโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ ผลการศึกษาโดยใช้เทคนิคทางโปรติโอมิกส์แสดงให้เห็นว่าโปรตีนที่พบ
ในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงานส าหรับใช้ภายในเซลล์  การแบ่งเซลล์ การ
เคลื่อนที่ของเซลล์ การล าเลียงเซลล์ออกจากท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ โครงร่างของเซลล์ นอกจากนี้ยัง มี
การศึกษาถึงกลไกของเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์ไข่ในขั้นตอนการปฏิสนธิ ทั้งนี้การศึกษาโปรตีนโดย
ใช้เทคนิคทางโปรติโอมิกส์ สามารถอธิบายได้ถึงกลไกการท างานของโปรตีนที่ควบคุมการสร้างเซลล์สืบพันธุ์
เพศผู้ และสามารถประยุกต์ใช้ในเรื่องการคัดเลือกเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ หรือใช้ในทางการแพทย์เพ่ือน าไป
พัฒนาเทคโนโลยีการรักษาสภาวะเป็นหมันในเพศชายได้  
 ส าหรับสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังยังพบการศึกษาได้น้อย เช่น ในกลุ่มหอยสองฝา พบรายงานการศึกษา
องค์ประกอบของโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เช่นกัน เนื่องจากการศึกษาในกลุ่มหอยสองฝามีวัตถุประสงค์
เกี่ยวข้องกับคุณภาพน้ าเชื้อ จึงมุ่งเน้นศึกษาเพ่ือหาโปรตีนเพ่ือใช้บ่งบอกคุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์โดยการ
ประยุกต์ใช้เทคโนโลยีด้านโปรตีโอมิกส์ เช่น การศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบระหว่างโปรตีโอมของเซลล์สืบพันธุ์
เพศผู้ที่พร้อมปฏิสนธิ (mature) และท่ียังไมพ่ร้อมปฏิสนธิในหอยเชลล์ (Pecten maximus) และหอยนางรม 
(Crassostrea gigas) (นอกจากนี้ ยั งพบการศึกษาในหอยแมลงภู่  (Mytilus galloprovincialis) เป็น
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การศึกษาถึงกลไกการท างานของโปรตีนที่ควบคุมการปฏิสนธิของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้  ซึ่งการศึกษาในกลุ่ม
หอยสองฝาเป็นการศึกษาเพ่ือน าข้อมูลไปประยุกต์ใช้ในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีคุณภาพน้ าเชื้อดี ส าหรับใช้ใน
ระบบเพาะเลี้ยง เนื่องจากหอยสองฝาเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่มีการเพาะเลี้ยงในเขตชายฝั่งทั่วโลก แต่ข้อมูลเชิง
คุณภาพส าหรับบ่งชี้คุณภาพน้ าเชื้อมีความส าคัญในการพัฒนาระบบการเพาะเลี้ยงหอยเศรษฐกิจให้มี
คุณภาพสูง และพัฒนาไปสู่การเพาะเลี้ยงเชิงอุตสาหกรรม ดังนั้นการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีคุณภาพน้ าเชื้อที่ดีจึง
มีความจ าเป็นอย่างมาก  

ส าหรับการเพาะเลี้ยงหอยนางรมในบางประเทศมีการพัฒนาระบบการเพาะเลี้ยง โดยการเลี้ยงพ่อแม่
พันธุ์และท าการเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพ่ือผสมเทียมให้ได้ตัวอ่อน และการอนุบาลตัวอ่อนในโรงเพาะเพ่ือให้ได้ตัว
อ่อนระยะลงเกาะและสามารถน าไปเลี้ยงต่อไป ซึ่งในขั้นตอนของการเก็บตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์จากพ่อแม่พันธุ์
นั้น ท าได้สองวิธีหลักๆ ได้แก่ วิธีแรก เป็นการกระตุ้นให้พ่อแม่พันธุ์ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เอง โดยอาจกระตุ้น
ด้วยอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และค่าความเค็มของน้ าทะเลที่เหมาะสมกับการปฏิสนธิและการเจริญ
ของตัวอ่อนหอยได้ (spawning method) วิธีที่สอง เป็นการใช้เทคนิคการรีดน้ าเชื้อ (stripping method) 
ทั้งสองวิธีนี้ถูกน ามาใช้ในการผสมเทียมหอยนางรมในระบบเพาะเลี้ ยง อย่างไรก็ดี ตัวอ่อนที่ได้จากการเก็บ
น้ าเชื้อทั้งสองแบบนี้อาจมีคุณภาพที่แตกต่างกันและอาจส่งผลกระทบต่อคุณภาพของตัวอ่อน  

ส าหรับในประเทศไทย การศึกษาเกี่ยวกับคุณลักษณะของน้ าเชื้อในสัตว์น้ าเพ่ือการเพาะเลี้ยงพบได้
น้อยมากโดยเฉพาะในกลุ่มหอยนางรม การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ส าคัญเพ่ือศึกษาคุณลักษณะของ
เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนางรมปากจีบ (Sacccostrea cucullata) ซึ่งเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่ส าคัญบริเวณ
ชายฝั่งภาคตะวันออกของประเทศไทย เนื่องจากในปัจจุบันการเลี้ยงหอยนางรมในประเทศไทย อาศัยตัวอ่อน
จากธรรมชาติเป็นหลัก ซึ่งอาจประสบปัญหาตัวอ่อนขาดแคลน เนื่องจากตัวอ่อนในธรรมชาติมีจ านวนลดลง 
อาจมีผลมาจากสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น สภาพอากาศแปรปรวน ท าให้น้ าทะเลมีอุณหภูมิที่
เปลี่ยนไปจากปกติ ค่าความเป็นกรด ด่าง และความเค็มของน้ าทะเลเปลี่ยนแปลงไป ท าให้เซลล์สืบพันธุ์ที่
ปล่อยออกมาเพ่ือปฏิสนธิในน้ านั้นได้รับผลกระทบโดยตรงและไม่เหมาะสมต่อการเจริญและพัฒนาของตัว
อ่อน (Barros, Sobral et al. 2013) เพ่ือแก้ไขปัญหาที่อาจจะเกิดขึ้น ผู้วิจัยจึงต้องการพัฒนาระบบ
เพาะเลี้ยงตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบในห้องปฏิบัติการ โดยเริ่มต้นจากการศึกษาโครงสร้างของเซลล์สืบพันธุ์
และโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ เพ่ือเป็นข้อมูลด้านชีววิทยาส าหรับหอย
นางรมชนิดนี้ 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย    

1. ศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคของการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในระยะต่างภายในโครงสร้างเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ (male gonad) ของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) 

2. ระบุระยะของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่พบในหอยนางรมปากจีบและรายละเอียดของออร์แกเนลล์ 
3. วิเคราะห์โปรทีโอมของเซลล์อสุจิโดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์เพื่อระบุชนิดและหน้าที่ของโปรตีน  
4. สร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีนส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย   
กลุ่มผู้วิจัยจะท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata จาก

ถิ่นอาศัยในพ้ืนที่ชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย เพ่ือเตรียมตัวอย่างส าหรับศึกษาเนื้อเยื่อใน
อวัยวะสืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบเพศผู้ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (LM) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) เก็บตัวอย่างเซลล์อสุจิจากอวัยวะสืบพันธุ์หอยนางรมเพศผู้เพ่ือสกัดโปรตีน
และวิเคราะห์โปรตีโอมในเซลล์อสุจิโดยใช้เทคนิคโปรตีโอมิกส์ และวิเคราะห์หน้าที่ของโปรตีนในเซลล์อสุจิ
ของหอยนางรมปากจีบโดยใช้วิธีการทางชีวสารสนเทศศาสตร์ 
 
1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงหอยนางรมในประเทศไทยได้รับผลกระทบจากปัญหาสิ่งแวดล้อม และการ
ปนเปื้อนของสารเคมีในแหล่งน้ า ท าให้ผลผลิตลดลงและท าให้ระบบการเพาะเลี้ยงยากขึ้น ในบางพ้ืนที่ไม่
สามารถเพาะเลี้ยงพ่อพันธุ์แม่พันธุ์เองได้ ต้องน าเข้าจากต่างพ้ืนที่ ดังนั้นการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่ มีสายพันธุ์ 
มีคุณภาพน้ าเชื้อหรือเซลล์สืบพันธุ์ดี ย่อมส่งผลดีต่อระบบการเพาะเลี้ยงหอยนางรมและเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การการเพาะเลี้ยงหอยนางรมในประเทศไทยได้ เพ่ือให้ได้มาซึ่งพ่อแม่พันธุ์ที่สามารถให้เซลล์สืบพันธุ์ที่ดีจึง
จ าเป็นต้องเข้าใจกลไกการผลิตเซลล์สืบพันธุ์อย่างลึกซึ้ง ตลอดจนกลไกการปฏิสนธิและความส าเร็จของการ
สร้างตัวอ่อน และต้องสร้างวิธีการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่มีน้ าเชื้อดี เพ่ือศึกษาตัวบ่งชี้ชีวภาพส าหรับพ่อพันธุ์ดี 
ดังนั้นทีมผู้วิจัยจึงต้องการค้นหาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรม เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ด้านคุณภาพส าหรับ
การคัดเลือกพ่อพันธุ์ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อระบบการเพาะเลี้ยงหอยนางรมต่อไปในอนาคต 
 



 

 
บทท่ี 2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata)  

หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) จัดเป็นหอยเศรษฐกิจเนื่องจากเป็นอาหารทะเลที่
นิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลายและเป็นอาหารที่จัดได้ว่ามีคุณค่าทางโภชนาการสูง ลักษณะทั่วไปของหอย
นางรม เป็นหอยทะเลกาบ 2 ฝา มีกาบหนาแข็ง ซึ่งฝาทั้งสองมีขนาดไม่เท่ากันกาบบนจะใหญ่และแบนกว่า
กาบล่าง ส่วนกาบล่างที่มีลักษณะโค้งเว้า และเป็นด้านที่ยึดติดกับวัตถุแข็ง เช่น ก้อนหิน ไม้หลัก หรือเปลือก
หอยที่จมอยู่ในทะเล มักจะอยู่รวมกันเป็นกลุ่มๆ ตั้งแต่ชายฝั่งถึงระดับน้ าลึก 5 เมตร เปลือกซ้ายหรือเปลือก
ล่างยึดติดกับหินหรือวัสดุยึดเกาะมีลักษณะลึกลงเป็นแอ่ง เปลือกขวาแบนและยาวขนาบไปกับเปลือกล่าง มี
กล้ามเนื้อขนาดใหญ่ (adductor muscle) ท าหน้าที่ยึดเปลือกทั้งสองให้ยึดแน่นติดกัน หากขูดบริเวณ
กล้ามเนื้อนี้ออกจะเห็นเป็นรอยกล้ามเนื้อ (muscle scar) มีรูปร่างคล้ายไตและปรากฏแถบสีน้ าตาลสลับ
เหลือง ซึ่งลักษณะของรอยกล้ามเนื้อนี้มีความแตกต่างกันในแต่ละชนิด จึงใช้ประกอบการจ าแนกสปีชีย์หอย
นางรมได้อีกทางหนึ่ง ที่ขอบเปลือกด้านในจะพบลักษณะปุ่มเล็ก ๆ เรียงเป็นแถวตามสันเปลือก ส่วนเปลือก
อีกด้านหนึ่งจะพบแอ่งเล็ก ๆ เรียงเป็นแถวตามสันเปลือกเช่นกัน เมื่อหอยปิดเปลือกปุ่มเล็ก ๆ เหล่านี้จะ
ประกบเข้ากับแอ่งเล็ก ๆ พอดีท าให้หอยปิดฝากเปลือกได้แข็งแรงมากข้ึน เมื่อโตเต็มที่จะมีขนาดประมาณ 5-
7 ซม. หอยชนิดนี้มีถิ่นอาศัยกระจายอยู่ทั่วไปตามชายฝั่งทะเลประเทศไทย (Yoosukh and Duangdee, 
1999) และเป็นหอยที่มีการปรับตัวให้เข้ากับการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมได้ดี (Kingtong et al., 
2007) นอกจากนี้หอยนางรมปากจีบยังมีความส าคัญทางเศรษฐกิจในเขตชายฝั่งภาคตะวันออกอีกด้วย 
เนื่องจากเป็นชนิดที่นิยมเพาะเลี้ยงในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย  

ในปัจจุบันการศึกษาวิจัยในหอยนางรมไม่เพียงแต่ให้ความส าคัญในด้านการเพาะเลี้ยงเท่านั้น ยังมี
การใช้หอยนางรมและหอยสองฝาอ่ืน ๆ เป็นต้นแบบการศึกษาด้านพิษวิทยาสิ่งแวดล้อม อีกด้วย เนื่องจาก
หอยนางรมมีความทนต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรงได้ดี และพบถิ่นอาศัยกว้างกระจายอยู่ทั่วไปทุกภูมิภาคของ
โลก และเก็บตัวอย่างได้ง่าย (Goldberg, 1986; Kingtong et al., 2007; Kingtong et al., 2011)  
 
2.2 การสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในหอยนางรม  
 หอยนางรมเป็นหอยที่มีเพศแยก เพศผู้และเพศเมียสร้างเซลล์สืบพันธุ์แยกกัน แต่ในช่วงชีวิตอาจเกิด
การเปลี่ยนเพศได้ โดยมากมักจะสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ก่อนและเมื่อหอยนางรมมีขนาดใหญ่ขึ้น มีพลังงาน
ส ารองจากอาหารสะสมมากขึ้นมักมีแนวโน้มในการสร้างไข่หรือเปลี่ยนเป็นเพศเมียมากขึ้น ซึ่งกลไกการ
เปลี่ยนเพศยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด หอยนางรมเป็นหอยที่ไม่สามารถระบุเพสได้จากภายนอก เนื่องจากในเพศ
ผู้และเพศเมียจะมีลักษณะเหมือนกันทุกประการ ซึ่งจะต่างจากหอยสองฝาบางชนิดที่สีของเซลล์สืบพันธุ์
แตกต่างกันท าให้อวัยวะสืบพันธุ์มีสีและสามารถบอกเพศได้โดยสังเกตุจ ากสีของอวัยวะสืบพันธุ์ เช่น 
หอยแมลงภู่ เป็นต้น ดังนั้นการระบุเพศของหอยนางรมสามารถท าได้โดยการผ่าตัดเพ่ือตรวจสอบเซลล์
สืบพันธุ์ที่ก าลังพัฒนาในอวัยวะสืบพันธุ์เพ่ือสังเกตุภายใต้กล้องจุลทรรศน์เท่านั้น หอยนางรมเป็นสัตว์ที่ไม่มี
อวัยวะสืบพันธุ์ที่เด่นชัด เนื่องจากการสร้างเซลล์สืบพันธุ์จะเกิดขึ้นที่บริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่อยู่ระหว่าง
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เนื้อเยื่อชั้นนอกหรือแมนเทิล (Mantle) กับเนื้อเยื่อของต่อมย่อมอาหาร (Digestive glands) โดยจะเริ่มเห็น
เซลล์ต้นก าเนิดมีการแบ่งตัวในบริเวณนี้ และเกิดเป็นกลุ่มเซลล์ขนาดเล็กที่มีการแบ่งตัวจนเกิดเป็นท่อสร้าง
เซลล์สืบพันธุ์ (Gonadal tubules) ในช่วงที่มีการสร้างเซลล์สืบพันธุ์จึงจะสามารถแยกเพศได้ แต่ในช่วงที่ไม่มี
การสืบพันธุ์จะไม่สามารถแยกเพศได้ 
  
2.2.1 การสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของเพศเมีย (Oogenesis)  
 การสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของเพศเมีย (Oogenesis) เป็นกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของเพศเมีย 
เกิดขึ้นภายในอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Gonad) ในหอยนางรมอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์มีต าแหน่งอยู่
ระหว่างเนื้อเยื่อชั้นแมนเทิล (Mantle) กับต่อมสร้างน้ าย่อย (Digestive glands) ซึ่งในสภาวะปกติเซลล์
บริเวณนี้จะประกอบด้วยเซลล์พ้ืนฐาน หรือ Connective tissue เมื่อเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ เซลล์ที่อยู่ใน 
Connective tissue จะมีการพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สืบพันธุ์ โดยจะเริ่มจากการพัฒนากลุ่ม
เซลล์ขึ้นมาแล้วเกิดเป็นท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Gonadal tubules) ภายในพบการสร้างและพัฒนาของเซลล์
ไข่ในระยะต่างๆ โดยเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ไข่ หรือ Oogonium ซึ่งมีโครโมโซมสองชุด (2n) อยู่ติดกับฐาน
ของท่อจะแบ่งตัวแบบไมโทซิส (Mitosis) เพ่ือเพ่ิมจ านวนกลายเป็น Primary oocyte (2n) จากนั้น Primary 
oocyte จะเริ่มแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส (Meiosis) ครั้งที่  1 กลายเป็น Secondary oocyte (n) จากนั้น 
Secondary oocyte จะแบ่งเซลล์แบบ Meiosis ครั้งที่ 2 เพ่ือให้ได้เซลล์ไข่ 4 เซลล์ (Fukazawa et al., 
2007) ในสัตว์บางชนิดเช่น สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม เซลล์ไข่ทั้ง 4 เซลล์จะมีขนาดไม่เท่ากัน จะมีเซลล์ไข่ 1 ใบ 
ที่มีขนาดใหญ่ และพัฒนาไปเป็นไข่ที่สมบูรณ์ แต่ในหอยสองฝาเซลล์ไข่ทุกใบที่ได้จากการแบ่งเซลล์จะมีการ
พัฒนาไปเป็นเซลล์ไข่ที่สมบูรณ์ (Mature oocyte) พร้อมที่จะปล่อยออกสู่ภายนอกเพ่ือให้เกิดการปฏิสนธิได้ 
โดยจะมีการสะสมอาหาร (Yolk) ไว้ภายในไซโทพลาซึมมากขึ้น ท าให้ขนาดของเซลล์ไข่ใหญ่ขึ้นตามล าดับ 
(Galtsoff, 1964; Lango-Reynoso et al., 2000)  
 
2.2.2 การสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของเพศผู้ (Spermatogenesis)  
 การสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมเพศผู้จะมีลักษณะเริ่มต้นคล้ายที่พบในเพศเมีย กล่าวคือ
เซลล์สืบพันธุ์จะผลิตขึ้นในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่อยู่ระหว่างแมนเทิลและต่อมย่อยอาหาร (Digestive gland) เมื่อ
เข้าสู่วัยเจริญพันธุ์เซลล์ที่อยู่ใน Connective tissue โดยเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สืบพันธุ์จะเริ่มแบ่งตัวเป็น
กลุ่มเซลล์ จากนั้นจะขยายขนาดขึ้นเกิดเป็นท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (gonadal tubules) ภายในพบการสร้าง
และพัฒนาของเซลล์ไข่ในระยะต่างๆ โดยเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์อสุจิ หรือ Spermatogonium ซึ่งมี
โครโมโซมสองชุด (2n) อยู่ติดกับฐานของท่อจะแบ่งตัวแบบไมโทซิส (Mitosis) เพ่ือเพ่ิมจ านวนกลายเป็น 
Primary spermatocyte (2n) จากนั้น Primary spermatocyte จะเริ่มแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส (Meiosis) 
ครั้งที่ 1 กลายเป็น Secondary spermatocyte (n) จากนั้น Secondary spermatocyte จะแบ่งเซลล์แบบ 
Meiosis ครั้งที่ 2 เพ่ือให้ได้ Spermatid 4 เซลล์ ซึ่ง Spermatid จะพัฒนาเปลี่ยนเปลี่ยนรูปร่างโดยการลด
ขนาดไซโทพลาซึมลงและสร้างหางยาว (Flagellum) เพ่ือใช้ในการเคลื่อนที่ของอสุจิ ส่วนหัวประกอบด้วย 
Acrosome ซึ่งมีลักษณะเป็นถุงบรรจุเอนไซม์ส าหรับย่อยส่วนห่อหุ้มของเซลล์ไข่ในขณะปฏิสนธิ  
 ปัจจุบันมีข้อมูลรายงานลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้หรือเซลล์อสุจิในหอยนางรม
เพียง 5 ชนิด จากสมาชิกทั้งหมด 40 ชนิด ในแฟมลิลี Osteridae ซึ่งได้แก่ Saccostrea commercialis 
(Healy and Lester, 1991), Ostrea edulis (Sousa and Oliveira, 1994), Crassostrea virginica 
(Daniels et al., 1971; Eckelbarger and Davis, 1996), Crassostrea angulata (Sousa and Oliveira, 
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1994), Crassostrea gigas (Bozzo et al., 1993; Bozzo et al., 2008; Komaru et al., 1994; Gwo et 
al., 1996; Dong et al., 2005; Drozdov et al., 2009; Yurchenko et al., 2010)  ซึ่ ง ชี้ ให้ เห็ น ว่ า
ลักษณะของอสุจิที่พบในหอยนางรมแต่ละชนิดจะค่อนข้างแตกต่างกัน ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของหอยนางรม
ชนิดนั้น ๆ ดังนั้นลักษณะโครงสร้างของเซลล์อสุจิ สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการจัดจ าแนกชนิดได้อีกด้วย 
 อย่างไรก็ดี ยังไม่มีข้อมูลรายงานถึงกลไกและกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในหอยนางรมปากจีบ 
อีกท้ังในสัตว์กลุ่มนี้ยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาโปรตีนทั้งหมดท่ีพบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจ
ท าการศึกษาองค์ประกอบของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ของหอยนางรมในระดับจุลภาค เพ่ือให้เข้าใจกลไกด้าน
ชีววิทยาของระบบสืบพันธุ์ของหอยนางรมมากขึ้น และเพ่ือจะได้เป็นความรู้พ้ืนฐานที่ส าคัญในการพัฒนา
ปรับปรุงพันธ์ของหอยนางรมในระบบเพาะเลี้ยงต่อไปในอนาคต เนื่องจากเป็นหอยนางรมชนิดที่นิยม
เพาะเลี้ยงอย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคตะวันออก 
 
2.2.3 เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (Sperm) 
 เซลล์อสุจิ ในหอยนางรมมีขนาดเล็กมาก  ประมาณ  2-3 µm เมื่ อเปรียบเทียบกับเซลล์ ไข่ 
ประกอบด้วย 3 ส่วนหลัก ๆ คือ ส่วนหัว ประกอบด้วย nucleus และ acrosome ซึ่งภายในบรรจุเอนไซม์ที่
ใช้ย่อย vitelline membrane ส่วนตัวประกอบด้วย mitochondrial body ที่ใช้เป็นแหล่งให้พลังงานของ
เซลล์อสุจิโดยจะอยู่ล้อมรอบ centriole และ ส่วนหาง ที่ช่วยในการเคลื่อนที่ (Franco et al., 2008; Nuurai 
et al., 2016) ดังแสดงในภาพที่ 2-1 

ในหอยนางรมพบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เช่นเดียวกับที่พบในสัตว์กลุ่มมีกระดูกสันหลัง แต่พบ
โครงสร้างเซลล์สืบพันธุ์ต่างกันเล็กน้อย โดยพบไมโทคอนเดรียรวมกันเป็นก้อนขนาดใหญ่ 4-5 ไมโทคอนเดรีย 
(Yurchenko, 2012) เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้มีการแบ่งเซลล์แบบ mitosis เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์สืบพันธุ์ในระยะ
เริ่มต้น และมีการแบ่งเซลล์แบบ meiosis  เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์สืบพันธุ์ต่อไป และเมื่อถึงระยะที่พร้อมปล่อย
เซลล์สืบพันธุ์แล้วนั้น หอยจะเริ่มปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมา  

โดยในกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ เพศผู้นั้นสามารถแบ่งการพัฒนาของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ 
ออกเป็น 4 ระยะ ดังแสดงในภาพที่ 2-2 ซึ่งประกอบด้วย 

1. ระยะที่ 0 เป็นระยะพักตัวของอวัยวะสืบพันธุ์ เซลล์สืบพันธุ์ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ยังไม่มี
การพัฒนา ท าให้ไม่สามารถแยกเพศหอยได้ เนื่องจากไม่พบเซลล์ในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Gonad) 

2. ระยะที่ 1 เป็นระยะที่เริ่มมีพัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์โดยมีการแบ่งเซลล์แบบ mitosis เพ่ือเพ่ิม
จ านวนเซลล์ ท าให้ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์พบเซลล์สืบพันธุ์จ านวนมาก 

3. ระยะที่ 2 เป็นระยะท่ีมีการสร้างเซลล์สืบพันธุ์จ านวนมากอยู่ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 
4. ระยะที่ 3 เป็นระยะสุดท้ายของการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ที่ก าลังจะปล่อย จะพบเซลล์สืบพันธุ์ที่

พัฒนาเกือบสมบูรณ์และพัฒนาสมบูรณ์แล้วภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Franco et al., 2008) 
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ภาพที่ 2.1 โครงสร้างของเซลล์อสุจิของหอยนางรม Saccostrea forskali ที่ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) (Boonmee, Heude Berthelin et al. 2016) 
สัญลักษณ ์acrosome (Ac), axial rod (ax), flagella (F), microtubule (Mt), Mitochondria 
(Mi), nucleus (N), plasma membrane (Pm) และ Subacrosomal space (SA)  

 

 
 
ภาพที่ 2-2 ระยะการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนางรม Crassostrea gigas (Franco et al., 2008) (a 

and e) ระยะที่ 0, (b and f) ระยะที่ 1, (c and g) ระยะที่ 2, (d and h) ระยะที่ 3  
สัญลักษณ ์(Mantle (M), gonadal area (GA) connective tissue (CT), digestive diverticula (DD), 

digestive tract (DT), gonadal tubule (GT), ciliated epithelium (CE), germ cells (GC) 
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2.3 การผสมเทียม 
 ในระบบการเพาะเลี้ยงหอยนางรมนิยมใช้เทคนิคในการผสมเทียมอยู่ 2 วิธีหลักๆ คือ วิธี Stripping 
method (Allen and Bushek 1992) ซึ่งเป็นการผสมเทียมหอยโดยวิธีการผ่าอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad) และ
เขี่ยเอาเซลล์สืบพันธุ์ออกมาผสมกันโดยตรง ซึ่งวิธีนี้ใช้ได้ผลเป็นอย่างดีกับหอยนางรม  ข้อควรระวังของวิธีนี้
คือควรใช้เฉพาะหอยที่มีความสมบูรณ์เพศเท่านั้นเนื่องจากในการผสมเทียมด้วยวิธีนี้ต้องการเซลล์สืบพันธุ์เป็น
จ านวนมาก ดังนั้นเซลล์สืบพันธุ์ที่ได้เมื่อน าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แล้วควรเห็นลักษณะเซลล์สืบพันธุ์
ดังนี้ ในไข่ควรมีลักษณะค่อนข้างกลมสีน้าตาล ส่วนน้ าเชื้อตัวผู้เมื่อส่องดูจากกล้องจุลทรรศน์จะพบ sperm 
เคลื่อนที่ ถ้าใช้หอยที่ไม่สมบูรณ์เพศ อาจท าให้ได้ลูกหอยที่ไม่สมบูรณ์ หรืออีก 1 วิธี คือ Spawning method 
โดยวิธีนี้เป็นวิธีที่ให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมาเองตามธรรมชาติ ซึ่งมีการกระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบ
พันธ์ได้หลายวิธี เช่น การกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ (Thermal shock) (Chávez-Villalba, Pommier et al. 
2002) เช่น ในระบบเพาะเลี้ยงหอยในแถบยุโรป หรือการฉีดฮอร์โมน serotonin เข้าไปในตัวหอยนางรม 
(Braley 1985) เพ่ือกระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมา 
 
2.4 โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธ์เพศผู้  
 การศึกษาโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้นั้น ส่วนใหญ่มีการศึกษากันในสัตว์หลาย
ชนิด ทั้งในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น ในหนู (Skerget, Rosenow et al. 2015) มีการศึกษาถึงโครงสร้าง
ของโปรตีนที่พบในแฟลเจลลัมในเซลล์สืบพันธุ์ เพศผู้  พบโปรตีนกลุ่ม  Tektins ซึ่งเป็นโปรตีนที่ เป็น
องค์ประกอบหลักในแฟลเจลลัม (Cao, Gerton et al. 2006) (Baker, Hetherington et al. 2008) ในวัว 
(Peddinti, Nanduri et al. 2008) ในลิง (Sheri Skerget‡, Matthew Rosenow§ et al. 2013) รวมทั้งใน
มนุษย์ (Johnston, Wooters et al. 2005) (Martínez-Heredia, Estanyol et al. 2006) (Wang, Guo et 
al. 2013) ซึ่ งงานวิจัยส่วนใหญ่ที่ศึกษาในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง เป็นการศึกษาถึงโปรตีนที่ เป็น
องค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เพ่ืออธิบายถึงกลไกการท างานและคุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เพ่ือ
ตรวจสอบภาวะเป็นหมัน โดยโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้นั้นสามารถใช้เป็นตัวชี้วัด (Biomarker) ถึง
ความปกติและผิดปกติของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ เนื่องจากพบโปรตีนต่างชนิดกัน ท าให้ทราบถึงโปรตีนที่เป็น
ตัวก าหนดและควบคุมการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เช่น ในการศึกษาของ (Li, Wang et al. 2016) ศึกษาถึง
โปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในมนุษย์ เพ่ือน าไปพัฒนาเทคโนโลยีเกี่ยวกับการรักษาภาวะเป็นหมัน ซึ่ง
พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบทั่วไปใน sperm เช่น Tubulin, Acrosin, mitochondrial proteins 
หรือ cytoskeletal proteins และพบโปรตีนที่ควบคุมภาวะเจริญพันธุ์ คือ P25b ซึ่งสามารถบอกถึงคุณภาพ
ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ โดยถ้าระดับ P25b ต่ าลงท าให้ความสมบูรณ์ในเซลล์สืบพันธุ์ลดลงด้วยเช่นกัน 
(Parent, Lefievre et al. 1999) เป็นต้น 
 โดยทั่วไปโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ การสร้างพลังงานที่ใช้ภายใน
เซลล์ การแบ่งเซลล์ในท่อสืบพันธุ์ เช่น HSPA2 (Heat shock-related 70 kDa protein 2) ที่เกี่ยวข้องกับ
การแบ่งเซลล์แบบ meiosis เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรเซลล์ เช่น CDK5 (Cyclin 
dependent kinase 5) โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับโครงร่างของเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ เช่น ACTB, 
ARPM2, TEKT2 (Tektin 2), TUBB (Tubulin beta subunit)  หรือโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการล าเลียงเซลล์
ออกจากท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Martínez-Heredia, Estanyol et al. 2006) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึง
กลไกของเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์ไข่ในขั้นตอนการปฏิสนธิ (Dorus, Wasbrough et al. 2010) 
ซึ่ งพบ โปรตีน  เช่ น  CRISP2 (Cysteine rich secretory protein 2) , ROPN1 (AKAP-binding sperm 
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protein ropporin), SPACA (Sperm acrosome associated) เป็นต้น ทั้งนี้การศึกษาโปรตีนโดยใช้เทคนิค
ทางโปรติโอมิกส์ สามารถอธิบายได้ถึงกลไกการท างานของโปรตีนที่ควบคุมการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ และ
สามารถประยุกต์ใช้ในเรื่องการคัดเลือกเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ หรือใช้ในทางการแพทย์เพ่ือน าไปพัฒนา
เทคโนโลยีการรักษาสภาวะเป็นหมันในเพศชายได้ (Kwon, Oh et al. 2015)  
 
2.5 การศึกษาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในกลุ่มหอยสองฝา 
 มีการศึกษาโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยหลายชนิด เช่น ในหอยนางรมในแถบแปซิฟิก 
(Crassostrea gigas) พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ โครงร่างของเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
เช่น Actin-1, Tubulin beta-4B chain, Tektin-2, Tektin-4, Ropporin-1, and Dynein light chain ซึ่ง
เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตพลังงานเพ่ือใช้ในเซลล์ เช่น Isocitrate dehydrogenase, ATP synthase 
subunit D โปรตีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเจริญและพัฒนาของเซลล์ เช่น Heat shock 70 kDa protein 
A (Kingtong, Kellner et al. 2013) (Boonmee, Heude Berthelin et al. 2016) ดังภาพที่ 2-3 หรือ
การศึกษาและระบุชนิดโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยแมลงภู่ (Zhang, Mu et al. 2015) ซึ่งพบ
โปรตีนที่แบ่งกลุ่มได้ ดังภาพที่ 2-4 รวมทั้งมีการศึกษาถึงโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสื่อสารระหว่างเซลล์ด้วย
เช่นกัน (Xiaohong, Baozhong et al. 2015)  
 
  

 
 
ภาพที่ 2-3 องค์ประกอบของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยเชลล์ (Pecten maximus) 
 ที่มา: (Boonmee, Heude Berthelin et al. 2016) 
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ภาพที่ 2-4 องค์ประกอบของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยแมลงภู่  

(Mytilus galloprovincialis) ที่มา: (Zhang, Mu et al. 2015) 
 
2.6 การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส ์

ปัจจุบันเทคโนโลยีโปรตีโอมิกส์ (Proteomics) ได้เข้ามามีบทบาทต่อการศึกษาชีววิทยาของเซลล์
เป็นอย่างมาก เนื่องจากการศึกษาโดยใช้โปรทีโอมิกส์ท าให้ศึกษาโปรตีนในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้จ านวนมากใน
คราวเดียว ท าให้มองภาพรวมกลไกการท างานของของเซลล์ในระดับโปรตีนได้ โดยการแสดงออกของโปรตีน
ขึ้นอยู่กับปัจจัยภายใน เช่น พันธุกรรม ระดับฮอร์โมน และปัจจัยภายนอก เช่น สภาพแวดล้อมและสารเคมีที่
สิ่งมีชีวิตได้รับ ปัจจัยดังกล่าวมีผลต่อการท างานของยีนซึ่งมีการแสดงออกผ่านโปรตีน เพ่ือตอบสนองต่อปัจจัย
หรือสภาพแวดล้อมหนึ่ง ๆ นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์อีกด้วย ซึ่งถือเป็นการวิจัยยุกต์หลังจากที่มี
ข้อมูลจีโนมเพ่ือให้เข้าใกล้หน้าที่ของยีนมากขึ้น (Post-genomics era) (Aebersold and Mann, 2003) 

การศึกษาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์ด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์นี้จะท าให้เราทราบถึงชนิดและปริมาณของ
โปรตีนที่สร้างขึ้นจากจีโนมและเป็นองค์ประกอบส าคัญของเซลล์สืบพันธุ์ ซึ่งโปรตีนท าหน้าที่หลากหลาย
ภายในเซลล์ นอกจากจะท าหน้าที่เป็นโครงสร้างที่ส าคัญในเซลล์แล้ว ยังท าหน้าที่กระตุ้นปฏิกิริยาชีวเคมีต่าง 
ๆ ภายในเซลล์อีกด้วย นอกจากนี้โปรตีนอีกหลายชนิดยังท าหน้าที่จับจ าเพาะ เช่น ในกรณีของเซลล์สืบพันธุ์ 
จะสร้างโปรตีนชนิดจ าเพาะขึ้นที่ผิวของเซลล์สืบพันธุ์ทั้งในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ และในเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย ซึ่ง
โปรตีนเหล่านี้จะท าหน้าที่จดจ าเซลล์สืบพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ท าให้สามารถผสมพันธุ์กันได้ไม่หลง
เผ่าพันธุ์ หรือโปรตีนบางชนิดอาจเป็นตัวบ่งชี้คุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์ได้ ดังนั้นหากทราบชนิดและหน้าที่
ของโปรตีนที่พบในเวลล์สืบพันธุ์ก็จะสามารถใช้เป็นแนวทางในการค้นหาตัวบ่งชี้คุณภาพของเซลล์สืบพันธุ์เพศ
ผู้ในระดับโปรตีนได้  

การศึกษาโปรทีโอมของหอยนางรมโดยเทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์ประกอบด้วยขั้นตอน การสกัดโปรตีน
จากเนื้อเยื่อ จการวัดปริมาณโปรตีนให้ได้ตามจ านวนที่ต้องการ แล้วแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าสองมิติ 
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(Two-dimensional gel electrophoresis) บนเจลพอลิอะคริลาไมด์ มิติที่หนึ่ง (First dimesion) แยก
โปรตีนตามประจุสุทธิ (pI) มิติที่สอง (second dimension) น าโปรตีนที่แยกได้จากมิติที่หนึ่งมาแยกตาม
ขนาดของโปรตีนหรือมวลโมเลกุล แล้วน าเจลที่ได้ไปย้อมสีเพ่ือให้เห็นโปรตีนที่ถูกแยกบนเจล จากนั้นท าการ
วิเคราะห์รูปภาพโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป เช่น Samespot Analysis Program ซึ่งจะท าหน้าที่เปรียบเทียบ
การแสดงออกของโปรตีนในแต่ละตัวอย่าง ซึ่งจะท าให้เราทราบว่ามีโปรตีนทั้งหมดเท่าใด และมีโปรตีนใดบ้าง
ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นหรือลดลงเมื่อสัมผัสกับสารที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นเราจะเลือกโปรตีนที่มี
การแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเพ่ือไปย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินให้ได้เป็ปไทด์ขนาดที่เหมาะสม แล้ว
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช้เครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS ข้อมูลโครมาโทแกรมที่ได้จาก
เครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์จะถูกแปลงเป็นล าดับกรดอะมิโน ล าดับกรดอะมิโนที่ได้นี้จะถูกน าไปเปรียบเทียบ
กับข้อมูลโปรตีนหรือดีเอ็นเอในระบบฐานข้อมูลดีเอ็นเอหรือโปรตีนโดยใช้เทคนิคด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ 
(Bioinformatics) ซึ่งจะช่วยให้เราระบุชนิดของโปรตีนที่ก าลังศึกษาได้ (Anderson and Anderson, 1998; 
Aebersold and Mann, 2003) ปัจจุบันเทคโนโลยีด้านโปรทีโอมิกส์มีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว เนื่องจากการ
พัฒนาของเครื่องมือวิเคราะห์ เทคนิคการสกัดและแยกโปรตีน โปรแกรมวิเคราะห์ และฐานข้อมูลจีโนมที่
เพ่ิมข้ึนอย่างมากในช่วงไม่ก่ีปีที่ผ่านมา  

เมื่อเร็ว ๆ นี้ได้มีการประยุกต์ใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ส าหรับการศึกษาเซลล์อสุจิในหอยนางรมชนิด 
Crassostrea gigas ท าให้ทราบชนิดและปริมาณของโปรตีนที่มีการแสดงออกในเซลล์อสุจิที่เจริญสมบูรณ์
แล้ว (Kingtong et al., 2013) รายงานฉบับนี้ยังชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการค้นหาโปรตีนที่จะใช้เป็นตัว
บ่งชี้คุณภาพส าหรับหอยนางรมชนิดดังกล่าว อย่างไรก็ตามในรายงานฉบับดังกล่าวมีการระบุชนิดของโปรตีน
เพียงไม่กี่ชนิด โดยเลือกเฉพาะชนิดของโปรตีนที่มีความแตกต่างกันระหว่างเซลล์สืบพันธุ์ในระยะต่างกัน 
ดังนั้นเพ่ือให้เกิดความเข้าใจในภาพรวมมากขึ้น คณะผู้วิจัยจึงต้องการระบุชนิดของโปรตีนทั้งหมดที่พบใน
เซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ โดยจะใช้เทคนิคการแยกโปรตีนแบบ 2D gel electrophoresis ร่วมกับ
การระบุชนิดของโปรตีนโดยใช้ LC-MS/MS ร่วมกับเทคโนโลยีสารสนเทศศาสตร์ เพ่ือเปรียบเทียบชนิดของ
โปรตีนที่พบกับฐานข้อมูลจีโนมและโปรทีโอม 



 

 
บทท่ี 3 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1  ตัวอย่างหอยนางรมและการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ 

เก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบ Saccostrea cucullata ที่มีถิ่นอาศัยในเขตชายฝั่งทะเลภาค
ตะวันออก ได้แก่ ชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรี โดยจะสุ่มเก็บตัวอย่างหอยนางรมตัวเต็มวัยที่มีขนาดประมาณ 5-
7 ซม. หอยทั้งหมดน ากลับมามายังห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
เพ่ือท าการผ่าตัดเก็บตัวอย่างเพ่ือศึกษาระดับจุลกายวิภาคต่อไป และส่วนหนึ่งจะเลี้ยงไว้เพ่ือเก็บตัวอย่างเซลล์
อสุจิส าหรับศึกษาในระดับโปรตีน โดยน าหอยนางรมมาเลี้ยงปรับสภาพในห้องปฎิบัติการในน้ าทะเล ให้
อาหารเป็นแพลงค์ตอนชนิด Nannochloropsis sp. และ Isochysis sp. ที่ความเข้มข้น 1% v/v ของแพลง
ตอนหัวเชื้อ 2×107 cells/ml. (Kingtong et al., 2007) 

การคัดเลือกเพศหอยนางรม หอยนางรมเป็นหอยที่มีเพศแยก เพศผู้และเพศเมียมีการสร้างเซลล์
สืบพันธุ์แยกกัน เมื่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์สมบูรณ์แล้ว หอยจะปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกจากอวัยวะสืบพันธุ์ผ่าน
ช่องปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ (gonophore) ซึ่งมีต าแหน่งอยู่ด้านข้างของล าตัว เซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมไม่มีสี 
ดังนั้นการแยกเพศของหอยนางรมจึงท าได้ยากมาก ไม่สามารถจ าแนกได้จากลักษณะภายนอก ต้องท าการสุ่ม
ตัดเนื้อเยื่อบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad) เพ่ือตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงเพ่ือดูว่าเป็นเพศ
ผู้หรือเพศเมีย โดยเพศผู้จะพบอสุจิภายใน ส่วนเพศเมียจะพบไข่ (oocyte) ดังนั้นวิธีการตรวจสอบต้องใช้
เทคนิคการตวจสอบเซลล์สืบพันธุ์โดยตรงเท่านั้น คัดเลือกเฉพาะเพศผู้ซึ่งจะเห็นเซลล์อสุจิที่เคลื่อนที่เพ่ือใช้ใน
การศึกษาในขั้นต่อไป เมื่อตรวจเพศหอยนางรมด้วยวิธี stripping method โดยใช้เข็มเขี่ยที่บริเวณอวัยวะ
สืบพันธุ์ น าไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นท าการผ่าตัดเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อโดยตัดส่วนของ
อวัยวะสืบพันธุ์ แบ่งเนื้อเยื่อออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีหนึ่งเพ่ือเตรียมตัวอย่างเนื้อเยื่อในบล็อกพาราฟิน และ
กลุม่ที่สองเพ่ือเตรียมตัวอย่างในบล็อกพลาสติกส าหรับศึกษาด้วย TEM 
 
3.2 การเตรียมตัวอย่างเนือ้เยื่อในบล็อกพลาสติกเพ่ือศึกษาด้วย LM และ TEM 

เนื้อเยื่อกลุ่มที่สองแช่ใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย 0.1 M phosphate buffered saline ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที เก็บรักษาเนื้อเยื่อไว้ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น าเนื้อเยื่อที่เก็บไว้มาตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาด 1x1 มิลลิเมตร แช่ใน 1% osmium tetroxide
ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย 0.1 
M phosphate buffered saline ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที จากนั้นแช่ในเอทานอล 
70%, 80%, 90% และ 95% ความเข้มข้นละ 2 ครั้ง ๆ ละ 30 นาทีตามล าดับ แล้วแช่ในเอทานอล 100% 3 
ครั้ง ๆ ละ 30 นาที จากนั้นแช่ใน propylene oxide 2 ครั้ง ๆ ละ 30 นาที แช่ใน propylene oxide : 
araldite 502 resin (2:1) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และแช่ใน propylene oxide : araldite 502 resin (1:2) 
เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จากนั้นฝังเนื้อเยื่อใน pure araldite 502 resin พอลิเมอไรซ์ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
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24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 45 และ 60 องศาเซลเซียส อุณหภูมิละ 1 ครั้ง ๆ ละ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ตัดเนื้อเยื่อ
แบบ semi-thin section ให้มีความหนา 500-700 นาโนเมตร ย้อมด้วยสีเมทิลีนบลูในน้ า แล้วศึกษาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope; LM) และตัดเนื้อเยื่อแบบ ultra-thin section ให้มีความ
หนา 60-90 นาโนเมตร วางเนื้อเยื่อลงบน copper grid ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วย้อมด้วย saturated uranyl 
acetate ในเมทานอล 70% เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วย 0.1% lead citrate ในน้ า เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้
ให้แห้ง แล้วศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
 
3.2.1 สรุปขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (LM) 
 

ตัดเนื้อเยื่อหอยนางรมส่วนที่ต้องการศึกษา 
 

แช่ใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 ºC (4 ชั่วโมง) 
 

ล้างด้วย 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 ºC 3 ครั้ง (ครั้งละ 5 นาที) 
 

เก็บรักษาตัวอย่างเนื้อเยื่อไว้ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 ºC 
 

ตัดตัวอย่างเนื้อเยื่อให้มีขนาดประมาณ 1 x 1 มม. 
 

แช่ใน 1% osmium tetroxide ใน 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 ºC (2 ชั่วโมง) 
 

ล้างด้วย 0.1 M phosphate buffered saline ที่ 4 ºC 3 ครั้ง (ครั้งละ 5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอล 70%, 80%, 90% และ 95% ความเข้มข้นละ 2 ครั้ง (ครั้งละ 30 นาที) 
 

แช่ในเอทานอล 100% 3 ครั้ง (ครั้งละ 30 นาที) 
 

แช่ใน propylene oxide 2 ครั้ง (ครั้งละ 30 นาที) 
 

แช่ใน propylene oxide : araldite 502 resin (2:1) (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ใน propylene oxide : araldite 502 resin (1:2) (12-14 ชั่วโมง) 
 

ฝังเนื้อเยื่อลงใน pure araldite 502 resin 
 

พอลิเมอไรซ์ที่อุณหภูมิห้อง (24 ชั่วโมง) 
 

พอลิเมอไรซ์ที่ 45 และ 60 ºC อุณหภูมิละ 1 ครั้ง (ครั้งละ 48 ชั่วโมง) 
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 
ตัดเนื้อเยื่อแบบ semi-thin section ความหนา 500-700 nm 

 
ย้อมด้วยสีเมทิลีนบลูในน้ า 

 
ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (LM) 

 
 
 

3.2.2 สรุปขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเนื้อเยื่อเพื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(TEM) 
 
ภายหลังจากตัดเนื้อเยื่อแบบ semi-thin section ความหนา 500-700 nm เพ่ือย้อมด้วยสีเมทิลีนบลู ตาม
ขั้นตอนข้างบนแล้ว หากตัวอย่างใดมีความน่าสนใจและต้องการศึกษาต่อด้วยกล้อง TEM ให้น าชิ้นตัวอย่าง

ดังกล่าวมาตัดให้บางลง 
 

ตัดเนื้อเยื่อแบบ ultra-thin section ความหนา 60-90 nm 
 

วางแผ่นเนื้อเยื่อลงบน copper grid ทิ้งไว้ให้แห้ง 
 

ย้อมด้วย saturated uranyl acetate ในเมทานอล 70% (15 นาที) 
 

ย้อมด้วย 0.1% lead citrate ในน้ า (15 นาที) 
 

ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
 
 
 
3.3 การศึกษาโปรทีโอมของเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส ์
3.3.1 การสกัดโปรตีน 
 การสกัดโปรตีนจากเซลล์อสุจิท าได้โดยน าตัวอย่างมาบดด้วยเครื่องบดในสารละลาย lysis buffer 
(10 mM Tris-HCl, pH 7.2 containing 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 1mM EDTA and 1 mM 
cocktail protease inhibitor) จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 15,000 x g เป็นเวลา 30 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
เพ่ือให้เศษเซลล์หรือเนื้อเยื่อเกี่ยวพันตกตะกอน แล้วดูดเอาเฉพาะส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BioRad protein DC assay (BioRad, Herts, UK) โดยใช้ bovine serum albumin 
(BSA) เป็น standard protein เนื่องจากตัวอย่างน้ าเชื้ออาจมีน้ าทะเลติดมาด้วย อาจมีผลต่อการแยกโปรตีน
ในขั้นต่อไป เพ่ือก าจัดปัญหาดังกล่าวจึงต้องเพ่ิมความบริสุทธิของโปรตีนที่จะใช้ส าหรับการวิเคราะห์ขั้นต่อไป
โดยใช้ 2D-clean up kit (GE Healthcare Life Science) เพ่ือช่วยให้ตัวอย่างโปรตีนบริสุทธิขึ้น    
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3.3.2 การแยกโปรตีนโดยใช้เทคนิค Two-dimensional gel electrophoresis 

ค านวณโปรตีนให้ได้ 100 µg ต่อตัวอย่าง ผสมกับ rehydration buffer ที่ประกอบด้วยยูเรีย 7 M 
DTT 0.1 M CHAPS 4% IPG buffer 0.2% แล้วโหลดลงใน Isoelectric focusing gel (IEF) strip pH3-10, 
non-linear ขนาด 7 ซม. (GE Healthcare Life Science) IEF strip ทิ้งไว้ข้ามคืนเพ่ือให้สารละลายทั้งหมด
ซึมเข้าไปในเจล เมื่อทิ้งไว้ข้ามคืนแล้วให้ท าการโฟกัสโปรตีนตามคู่มือการใช้ หลังจากนั้นน า IEF strip ที่โฟกัส
โปรตีนเรียบร้อยแล้วมาแช่ในสารละลาย equilibration buffer 1 (6 M urea, 50 mMTris (pH 6.8), 2% 
(w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 1% (w/v) DTT) เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วย equilibration buffer 2 (6 
M urea, 50 mMTris (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 2.5 % (w/v) iodoacetamide 
เป็นเวลา 15 นาที ท าการแยกโปรตีนด้วยเทคนิค Two-dimensional gel electrophoresis โดยมิติที่หนึ่ง
จะแยกโปรตีนด้วยไฟฟ้าตามค่า Isoelectric focusing ของโปรตีน เครื่องมือที่ใช้คือ IPGPhore3  จากนั้น 
ในมิติที่สองจะแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุลโดยใช้ SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (NuPAGE®Novex 4 -1 2 %  Bis-Tris Gel 1 .0  mm, 2 D well) ห ลั ง จ า ก ก ร ะ บ ว น ก า ร 
electrophoresis จะน าเจลที่ได้ย้อมด้วยสี Coomassie Brilliant Blue G-250 และ ล้างสีด้วย Destained 
solution  
3.3.3 การวิเคราะห์ภาพถ่ายเจล 
 น าแผ่นเจล SDS-PAGE ที่ย้อมสีเรียบร้อยแล้วไปสแกนด้วยเครื่อง Silver fast® 8 Expression 
11000XL เพ่ือสร้างแผนที่อ้างอิง (Reference map) ส าหรับข้อมูลโปรตีนในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปาก
จีบ โดยแผนที่นี่จะระบุต าแหน่งของ pI และ Melecular weight บนเจล และก าหนดหมายเลขของจุด
โปรตีน (protein spot) ลงบนเจล จากนั้นเลือกตัดโปรตีนแต่ละจุดตามหมายเลขที่ก าหนดไว้ เพ่ือน าโปรตีน
ไปย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินและวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ต่อไป แผนที่โปรตีนที่ได้นี้จะใช้เป็นต้นแบบใน
การศึกษาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบต่อไป 
 
3.4 การระบุชนิดของโปรตีน 
3.4.1 การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน 

น าแผ่นเจล SDS-PAGE ที่มีความแตกต่างของโปรตีนมาวิเคราะห์ชนิดของโปรตีน โดยตัดจุดของ
โปรตีน (protein spots) ออกจากแผ่นเจล แล้วจึงน าเจลไปล้างด้วย สารละลาย 50% acetonitrile (ACN), 
25 mM ammonium bicarbonate (NH4 HCO3) 2 ครั้ง ๆ ละ 200 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาที หลังจากนั้นดูดสารละลายออกแล้วเติม 100% acetonitrile 200 ไมโครลิตร แล้วทิ้งไว้ประมาณ 15 
นาที หรือจนกว่าเจลจะมีสีขาวแล้วจึงดูดสารละลายออก หลังจากนั้นน ามาย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินเพ่ือให้ได้
สายเพปไทด์ โดยการเติมสารละลายเอนไซม์ทริปซินที่เจือจางอัตราส่วน 0.006 µg/µl ปริมาณ 10-15 
ไมโครลิตร ลงในหลอดต่างๆ แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชั่วโมง ซึ่งเอนไซม์ทริปซินมี
คุณสมบัติ คือ สามารถจดจ าต าแหน่งและเข้าไปตัดกรดอะมิโนหลังต าแหน่ง arginine และ lycine ก่อนการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทรมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS  
3.4.2 การระบุชนิดของโปรตีน 

การระบุชนิดของโปรตีนนั้นท าได้โดยน าเปปไทด์ซึ่งถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินที่ได้จากขั้นตอน
ข้ า งต้ น ม าวิ เค ร าะห์ ต่ อ ด้ ว ย เท ค นิ ค  liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) 
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(AmaZon™ speed ETD mass spectrometer) ที่ประกอบด้วย ส่วนของ liquid chromatography และ
ส่ ว น ข อ ง  electrospray ionization (ESI)/ ion trap mass spectrometer ซึ่ ง ผ ล ที่ ไ ด้ จ ะ เป็ น 
Chromatogram และน าผลที่ได้นี้ไปวิเคราะห์ต่อเพ่ือหาชนิดของโปรตีนโดยการสืบค้นในฐานข้อมูลชีวสารสน
เทศ  เช่ น  Mascot (www.matrixscience.com) โดยตั้ งค่ าพ ารามิ เตอร์  (parameters) ค่ า  peptide 
tolerant คือ ± 1.2 Da ค่า MS/MS tolerant คือ ± 0.6 Da เลือกเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-
PROT หรือฐานข้อมลูจีโนมของ NCBI ดังแสดงในภาพที่ 3-1 
 

 
 
ภาพที่ 3-1 การก าหนดค่า search parameter ในโปรแกรม mascot  



 

 
บทท่ี 4 

 
ผลการศึกษา 

 
4.1 โครงสร้างของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ 

ภายในอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบพบท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (gonadal 
tubules) กระจายอยู่ทั่วไปในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (ภาพที่ 4-1) ภายในท่อจะพบเซลล์สืบพันธุ์ในระยะต่าง ๆ 
ประกอบด้วยสเปอร์มาโทโกเนียม (spermatogonium; spg) เป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ อยู่ใกล้กับฐานของท่อ 
นิวเคลียสมีรูปร่างค่อนข้างกลม และอาจพบนิวคลีโอลัส 1-2 อัน ถัดจากสเปอร์มาโทโกเนียมจะพบสเปอร์มา
โทไซต์ (spermatocyte; spc) เป็นเซลล์ที่มีขนาดเล็กกว่าสเปอร์มาโกเนียมเล็กน้อย นิวเคลียสมีรูปร่างกลม 
ติดสีค่อนข้างเข้ม ถัดจากสเปอร์มาโทไซต์จะพบสเปอร์มาทิด  (spermatid; spt) เป็นเซลล์ที่มีขนาดเล็ก 
นิวเคลียสมีรูปร่างกลม ติดสีเข้ม และถัดจากสเปอร์มาทิดจะพบเซลล์อสุจุหรือสเปอร์มาโทซัว (sperm or 
spermatozoa) เป็นเซลล์ที่มีขนาดเล็ก นิวเคลียสมีรูปร่างกลม ติดสีม่วงเข้มของฮีมาท็อกไซลีน เซลล์อสุจิที่
สมบูรณ์แล้วจะมาเรียงตัวภายในบริเวณลูเมน (lumen) สเปอร์มาโทซัวที่สมบูรณ์ โดยมีแฟลเจลลัม 
(flagellum; fl) ช่วยในการเคลื่อนที่ ซึ่งการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ภายในท่อจะเริ่มจากด้านฐานของท่อเข้าสู่
บริเวณลูเมน สเปอร์มาโทซัวที่สมบูรณ์จะหันด้านหัวเข้าสู่กลางท่อ ส่วนด้านหางจะหันเข้าสู่ลูเมน  

เมื่อท าการศึกษาท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ ในหอยนางรมเพศผู้ใน semithin section ย้อมด้วยสี 
meythylene blue พบลักษณะท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ที่ เริ่มมีการสร้างเซลล์สืบพันธุ์  (early stage of 
spermatogenesis) ดังภาพที่ 4-2 เป็นระยะที่เซลล์สืบพันธุ์เริ่มมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส ในระยะนี้จะพบ
การแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในระยะต่าง ๆ  พบเซลล์สืบพันธุ์ระยะต่าง ๆ ในระยะนี้จะพบว่าเซลล์ที่ติดกับด้าน
ฐานของท่อจะมีขนาดใหญ่ซึ่งเป็นเซลล์ spermatogonium ที่แบ่งเซลล์เพ่ือสร้าง spermatocyte จากนั้น 
spermatocyte จะเริ่มแบ่งนิวเคลียสแบบไมโอซิสจนได้เซลล์ spermatid ซึ่งมีขนาดเล็กลง และพบได้ในฝั่ง
ตรงข้ามของ spermatogonium ในระยะนี้ยังสามารถสังเกตเห็นเซลล์ร่างกายที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของ
เซลล์สืบพันธุ์ที่ปรากฏในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ เรียกว่า Sertoli cell (ภาพที่ 4-2B)   

เมื่อท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์เจริญมากขึ้นจะพบท่อขนาดใหญ่ขึ้นและพบเซลล์อสุจิมากข้ึน (ภาพที่ 4-3) 
ซึ่งพบเซลล์สืบพันธุ์ในระยะ developing stage (ภาพที่ 4-3A) จนถึงระยะ mature stage (ภาพที่ 4-3B)  
เป็นระยะที่พบเซลล์อสุจิได้จ านวนมาก เนื่องจากในระยะนี้ เกิด spermiogenesis มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
ของเซลล์จาก spermatid ไปเป็น spermatozoa ที่มี flagellum หันออกสู่ lumen แต่หัวส่วนของเซลล์ 
spermatozoa ยังหันเข้าหาด้านที่ติดกับผนังของท่อ เมื่อการสร้างเซลล์อสุจิสมบูรณ์ก็พร้อมที่จะปล่อยออก
จากอวัยวะสืบพันธุ์ต่อไป ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้มีการเก็บตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์จากต าแหน่งอวัยสืบพันธุ์ เพ่ือ
ศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาค และศึกษาโปรตีโอมของเซลล์อสุจิด้วย ซึ่งจะกลับถึงในล าดับถัดไป 

 
 



-18- 

 
 
ภาพที่ 4-1 ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในเพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ (H&E)  

สัญลักษณ์ ci=cilia, cnt=connective tissue, ep=epithelium, fl=flagellum, 
mc=mucous cell, sp=spermatozoa, spg=spermatogonium, spc=spermatocyte, 
scale bare=25 µm 
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ภาพที่ 4-2 ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในเพศผู้ของหอยนางรมปากจีบในระยะต้น (methylene blue)  

A. Early stage of spermatogenesis  
B. Developing stage of spermatogenesis 
สัญลักษณ ์ci=cilia, cnt=connective tissue, ep=epithelium, fl=flagellum, 
sp=spermatozoa, spg=spermatogonium, spc=spermatocyte, scale bare=25 µm 
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ภาพที่ 4-3 ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในเพศผู้ของหอยนางรมปากจีบในระยะเจริญ (methylene blue)  

A. Developing stage of spermatogenesis 
B. Mature stage of spermatogenesis 
สัญลักษณ ์ci=cilia, cnt=connective tissue, ep=epithelium, fl=flagellum, 
sp=spermatozoa, spg=spermatogonium, spc=spermatocyte, scale bare=25 µm 
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4.2 โครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ 
การศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้หรือเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบใน

ครั้งนี้ท าการเก็บตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์ 2 วิธี ได้แก่ วิธี spawning method คือการกระตุ้นให้หอยปล่อย
เซลล์สืบพันธุ์เอง และวิธี stripping method คือการกรีดเอาตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์จากบริเวณ gonad 
โดยตรง ซึ่งวิธีการหลังนี้เป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรับการผสมเทียมในหอยนางรมโดยทั่วไป เนื่องจากเป็นวิธีการที่
สะดวกและสามารถเก็บเซลล์สืบพันธุ์ได้จ านวนมากจากเพศผู้และเพศเมีย  

เมื่อเปรียบเทียบเซลล์สืบพันธุ์จากวิธีการเก็บตัวอย่างทั้ง 2 วิธี พบตัวอย่างดังภาพที่ 4-4 ทั้งสองวิธี
สามารถเก็บตัวอย่างเซลล์อสุจิได้ ซึ่งสามารถสังเกตได้จากเซลล์ที่มีนิวเคลียสขนาดเล็กประมาณ 1-2 µm พบ 
flagellum 1 อัน มีข้อสังเกตว่ากรณีที่เก็บตัวอย่างโดยวิธี stripping method อาจพบเซลล์ชนิดอ่ืนที่อยู่
ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์หลุดติดมาด้วย เซลล์ดังกล่าวได้แก่ Sertoli cell (ภาพที่ 4-4B) ซึ่งเป็นเซลล์พ่ี
เลี้ยง (suppoting cell) ที่พบภายในท่อ gonadal tubules อย่างไรก็ตามเซลล์ดังกล่าวมีปริมาณน้อยมาก
เมื่อเทียบกับประชากรส่วนใหญ่  

เมื่อพิจารณาโครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์อสุจิ (ภาพที่ 4-5A) พบว่าด้านหน้าของเซลล์อสุจิ
ประกอบด้วยอะโครโซม มีรูปร่างแบบ cup-shaped ในเซลล์อสุจิที่พัฒนาสมบูรณ์แล้วจะสามารถสังเกตเห็น 
transverse band ที่ปลายด้านหน้าประมาณ 3-4 ชั้น (ภาพที่ 4-5B) ใต้อะโครโซมจะพบ subacrosomal 
space และ axial rod ถัดจากอะโครโซมพบนิวเคลียสรูปทรง barrel-shaped พบโครโมโซมหดตัวแน่น
บรรจุอยู่ในนิวเคลียสที่บริเวณส่วนหัวท าให้เห็นลักษณะนิวเคลียสทึบ นิวเคลียสมีความกว้างประมาณ  1.8 
µm (ภาพที่ 4-5C) ถัดจากนิวเคลียสคือส่วนคอ (middle piece) เมื่อเซลล์อสุจิพัฒนาสมบูรณ์แล้วจะพบไม
โทคอนเดรียขนาดใหญ่จ านวน 4 อัน (ภาพที่ 4-5D) มีการพัฒนาส่วนหางหรือแฟลเจลลัมซึ่งประกอบด้วยไม
โครทูบูลที่มีการเรียงตัวแบบ 9+2 (axonenem) และมีเยื่อหุ้ม (plasma membrane) ล้อมรอบ (ภาพที่ 4-
1E) โดยส่วนฐานของ flagellum นั้นประกอบด้วยเซ็นทริโอล (9+0) ทั้งแบบ distal centriole คือเซ็นทริโอ
ที่อยู่ติดกับ flagellum และ proximal centriole คือ เซ็นทริโอที่ เป็นส่วนฐานหรือ basal body ของ 
flagellum  
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ภาพที่ 4-4 เซลล์อสุจิที่ได้จากการเก็บตัวอย่าง 2 วิธี ศึกษาด้วยกล้อง TEM 

A. เก็บตัวอย่างด้วยวิธี spawning mentod   
B. เก็บตัวอย่างด้วยวิธี stripping mentod   
(fl=flagellum, sp=sperm, Sertoli cell) 

 



 

 

-23- 

 

    
 
ภาพที่ 4.5 โครงสร้างจุลกายวิภาคเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบศึกษาด้วยกล้อง TEM 

A) เซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ B) acrosome and subacrosomal space C) cross 
section of neucleus D) cross section of mitochonfria region E) axoneme  
สัญลักษณ ์Ac=acrosome; Ar=axial rod; Dc=distal centriole; FL=flagellum;  
Mi=mitochondria; Mt=microtubule; N=nucleus; Pc=proximal entriole; Pm=plasma 
membrane; Ss=subacrosomal, space arrow=transverse band 
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4.3 โปรตีโอมของเซลล์อสุจิในหอยนางรมปากจีบ 
 การแยกโปรตีนจากเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้หรือเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบในครั้งนี้ ได้ท าการแยก
โปรตีนจากประชากร 2 ตัวอย่าง ตามวิธีการเก็บตัวอย่าง วิธี ได้แก่ วิธี spawning method คือการกระตุ้น
ให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เอง และวิธี stripping method คือการกรีดเอาตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์จากบริเวณ 
gonad โดยตรง ดังที่กล่าวไปแล้วในหัวข้อ 4.1 โดยได้ท าการแยกโปรตีนของอสุจิหอยนางรมด้วยเทคนิค 2-
DE โดยใช้ปริมาณโปรตีน 100 µg/gel การแยกในมิติที่ 1 ใช้ IEF stip pH3-10, NL การแยกในมิติที่สองใช้ 
SDS-PAGE 12.5% หลังจากนั้นท าการย้อมด้วยสี Coomassie Blue G-250 ได้ผลดังภาพที่ 4-6 ซึ่งแสดง 
proteome profile ของ sperm จากตัวแทนของกลุ่ม Striping method (ภาพที่  4-6A) และ Spawn 
method (ภาพท่ี 4-6B) ตามล าดับ  

ภาพที่ 4-7 พบว่าเมื่อโหลดโปรตีนปริมาณ 100 µg/gel จะได้ปริมาณโปรตีนค่อนข้างมาก แลพบาง
ต าแหน่งยังมีการแยกได้ไม่ดีเนื่องจากปริมาณโปรตีนที่มากเกินไป ท าให้เกิด streak ขึ้นได้ เพ่ือแก้ปัญหา
ดังกล่าวคณะผู้วิจัยจึงได้ท าการลดปริมาณโปรตีนที่ลงให้เหลือ 75 µg/gel พบว่าสามารถแยกโปรตีนได้ดีขึ้น 
(ภาพที่ 4-7)   
 ผลการวิเคราะห์ภาพถ่ายเจลโดยโปรแกรมวิเคราะห์ภาพถ่าย Image Master™ 2D Platinum 7.0 
(GE Healthcare, Sweden) พบ protein spot ในทั้งกลุ่มตัวอย่างทั้งสองกลุ่มประมาณ 500 spots เมื่อ
พิจารณา proteome profile ของทั้งสองกลุ่มพบว่ามีความคล้ายคลึงกันมาก ซึ่งสอดคล้องกับผลจุลกาย
วิภาคในหัวข้อ 4.1 ที่พบว่าตัวอย่างของทั้ง 2 ประชากรประกอบด้วยเซลล์อสุจิที่สมบูรณ์แล้ว จึงท าให้ 
proteome profile คล้ายกัน 
 หลังจากวิเคราะห์ภาพถ่ายแล้ว ได้ท าการก าหนดหมายเลขของ protein spot บนแผ่นเจลเพ่ือเป็น
หมายเลขอ้างอิงส าหรับการสร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีน (reference map) ของเซลล์อสุจิในหอยนางรมปากจีบ 
เพ่ือใช้ส าหรับตัดจุดโปรตีนดังกล่าวเพ่ือน าไประบุชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ต่อไป  
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ภาพที่ 4-6 การแยกโปรตีนของอสุจิหอยนางรมด้วยเทคนิค 2-DE ของเซลล์อสุจิโดยใช้ปริมาณโปรตีน 100 

g/gel การแยกในมิติท่ี 1 ใช้ IEF stip pH3-10, NL การแยกในมิติที่สองใช้ SDS-PAGE 12.5% 
ย้อมด้วยสี Coomassie Blue G-250 
A. Strip sperm proteome  B. Spawn sperm proteome 



 

 
ภาพที่ 4-7 การเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนจากเซลล์อสุจิหอยนางรมที่เก็บตัวอย่าง 2 วิธี โดยใช้เทคนิค 2-DE-based proteomics การแยกโปรตีนในมิติที่ 1 ใช้ 

IEF stip pH3-10, NL การแยกในมิติที่สองใช้เจล SDS-PAGE 12.5% ย้อมด้วยสี Coomassie Blue G-250 แถวบนเป็นตัวอย่างจากเซลล์อสุจิที่เตรียมจากวิธี 
stripping method (3 เจล) แถวล่างเป็นตัวอย่างจากเซลล์อสุจิที่เตรียมจากวิธี spawning method (3 เจล) การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในแผ่นเจลใช้
โปรแกรม Image Master™ 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, Sweden) 
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4.4 แผนที่อ้างอิงโปรตีนส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ 
4.4.1 การสร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีน (reference map) 

ในการสร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีน (reference map) ส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบนั้น 
หลักการที่ใช้ในการระบุหมายเลขโปรตีนบนแผ่นเจลเพ่ือท าการตัดโปรตีนจุดนั้นๆ ไประบุชนิดของโปรตีน ใน
การศึกษาครั้งนี้ใช้ด้วยเกณฑ์ดังนี้ คือ protein spot นั้นๆ นอกจากจะสามารถ detect ได้ด้วยโปรแกรม
วิเคราะห์ถาพถ่าย Image Master™ 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, Sweden) แล้ว จะต้องเป็น 
protein spot ที่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าได้ เพ่ือให้ผู้วิจัยสามารถตัดจุดดังกล่าวได้ (manual pick up) 
ซึ่งภายใต้หลักเกณฑ์ดังกล่าวนี้ ผู้วิจัยสามารถระบุหมายเลขอ้างอิงได้ทั้งหมด 206 spots ดังภาพที่ 4-8 
จากนั้นท าการตัดโปรตีนทั้ง 206 จุดเพ่ือระบุชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค LC-MS/MS ร่วมกับชีวสารสนเทศ
ศาสตร์ดังที่ได้กล่าวไว้แล้วในหัวข้อ 3.4 ซึ่งในการศึกษครั้งนี้สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งสิ้นจ านวน 188 
จุด จากทั้งหมด 206 จุด คิดเป็น 91.26% รายละเอียดของโปรตีนที่สามารถระบุชนิดได้แสดงในตารางที่ 4-1 

 

 
 
ภาพที่ 4-8 Reference map ของโปรตีนในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ โดยท าการตัด protein spot 

ทั้งหมด 206 จุด เพ่ือท าการระบุโปรตีนโดยการวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ร่วมกับการสืบค้นใน
ฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Mascot (www.matrixscience.com) และสามารถระบุชนิดของ
โปรตีนได้ดังรายละเอียดในตารางที่ 4-1  
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4.4.2 การระบุชนิดของโปรตีน 
การระบุชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค LC-MS/MS ร่วมกับชีวสารสนเทศศาสตร์ ในการศึกษาครั้งนี้

สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 188 protein spots จากทั้งหมด 206 protein spots 
ในการระบุชนิดของโปรตีนนั้นจะใช้ไฟล์ .mfg ที่ได้จากเครื่อง LC-MS/MS ค้นหาในฐานข้อมูล 

SwissProt โดยใช้โปรแกรม mascot (in-house) (http://www.matrixscience.com) หากสามารถระบุ
ชนิดของโปรตีนได้จะแสดงผลดังตัวอย่างในภาพที่ 4-9 ถึง ภาพที่ 4-11 ซึ่งเป็นตัวอย่างการระบุจุดโปรตีน
หมายเลข 57 จากภาพที่ 4-8 โปรตีนที่ระบุได้คือ ATP synthase subunit beta 

ภาพที่ 4-9 แสดงตัวอย่างการระบุโปรตีน spot number 59 จาก Reference map ในภาพที่ 4-8 
ซึ่งประกอบด้วย Mascot search result แสดงชนิดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ (protein hits) ในภาพที่ 4-8A 
พบว่า protein hits ประกอบด้วย list ของโปรตีนหลายชนิด โดยเรียงล าดับจาก mascot score มากที่สุด
ไว้ด้านบน ในตัวอย่างนี้จะเห็นว่าโปรตีนที่มีคะแนนสูงสุดคือ ATP synthase subunit beta ซึ่งเราสามารถ
แสดงรายละเอียดของแต่ละ protein hits ได้ ดังภาพที่ 4-8B ในกรณีที่สามารถระบุโปรตีนได้หลายชนิด 
ผู้วิจัยสามารถพิจารณาความเป็นไปได้ของการระบุชนิดของโปรตีนชนิดนั้นๆ ต่อไป   

ทั้งนี้ผู้วิจัยสามารถตรวจสอบผลการวิเคราะห์ peptide sequence จากโปรแกรม mascot ได้ ดัง
แสดงในภาพที่ 4-10 ซึ่งแสดง Peptide view ที่แสดงรายละเอียดของ MS/MS spectra และ peptide 
sequence (ภาพที่ 4-10A) และ รายละเอียดของ peptide sequence จาก fragmentation แสดง b-ion 
และ y-ion (ภาพที่ 4-10B) 

ในภาพที่ 4-11 Protein view แสดงรายละเอียดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ ประกอบด้วยข้อมูลของ
โปรตีนที่ระบุชนิดได้ตามฐานข้อมูล SwissProt และแสดง protein sequence coverage ไว้อีกด้วย  

จากการระบุโปรตีนในการศึกษาครั้งนี้พบว่าสามารถระบุโปรตีนในระบบ 2D gel ได้ถึง 188 
protein spots จากจ านวน 206 protein spots คิดเป็น 91.26% ดังรายละเอียดที่ระบุในตารางที่ 4-1 

 
 

 



 

 

-29- 

 

 
 
ภาพที่ 4-9 ตัวอย่างการระบุโปรตีน spot number 59 จาก Reference map ในภาพที่ 4-8  

A. Mascot search result แสดงชนิดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ (protein hits)  
B. รายละเอียดของ protein hits แสดง mascot score จ านวน peptide matches และ 

sequence ที่ match กับโปรตีนชนิดดังกล่าว ในตัวอย่างนี้จะเห็นว่าโปรตีนที่มีคะแนนสูงสุดคือ 
ATP synthase subunit beta  
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ภาพที่ 4-10 ตัวอย่าง Peptide view แสดงรายละเอียดของ peptide sequence ที่ระบุได้ในภาพที่ 4-9B  

A. รายละเอียดของ MS/MS spectra และ peptide sequence  
B. รายละเอียดของ peptide sequence จาก fragmentation แสดง b-ion และ y-ion  
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ภาพที่ 4-11 Protein view แสดงรายละเอียดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้จากภาพที่ 4-9 ประกอบด้วยข้อมูล

ของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ตามฐานข้อมูล SwissProt และ protein sequence coverage  
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ตารางที่ 4-1 การระบุชนิดของโปรตีนในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบตามภาพที่ 4-5  
 
Spot 
No. 

AC Protein name Mascot 
Score 

# Match 
sequence 

MW (Da) pI % 
Cover. 

Organism 

1 P11833 Tubulin beta chain 60 1 50019 4.73 2 Paracentrotus 
lividus (sea urchin) 

2 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment) 

70 2 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio (snow crab) 

3 Q56A40 Coiled-coil domain-
containing protein 40 

58 1 109425 5.7 1 Danio rerio 
(zebrafish) 

4    Unidentify        

5 P11832 Tubulin beta chain  74 1 50019 4.73 2 Paracentrotus 
lividus (sea urchin) 

6 P11833 Tubulin beta chain 76 1 50019 4.73 2 Paracentrotus 
lividus (sea urchin) 

7 Q9UI46 Dynein intermediate 
chain 1, axonemal  

291 8 79233 6.4 5 Homo sapiens 

8 P08110 Endoplasmin 270 8 91498 4.83 3 Gallus gallus 

9   Unidentify        

10 Q3ZBT1 Transitional endoplasmic 
reticulum ATPase  

499 19 89274 5.13 11 Bos taurus (cow) 

11 P29685 ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial  

132 3 60221 5.95 4 Hevea brasiliensis  

12 Q91883 Endoplasmic reticulum 
chaperone BiP 

331 15 72591 4.96 7 Xenopus laevis 
(frog) 

13 P54652 Heat shock-
related 70 kDa protein 

769 39 69978 5.56 14 Homo sapiens 

14 Q9W6Y1 Heat shock cognate 71 
kDa protein 

719 24 76121 5.8 13 Oryzias latipes 
(rice fish) 

15 P54652 Heat shock-
related 70 kDa protein 2 

258 26 69978 5.56 12 Homo sapiens 

16   Unidentify        

17 P09446 Heat shock 70 kDa 
protein A  

370 13 69680 5.44 6 Caenorhabditis 
elegans 

18   Unidentify        
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Spot 
No. 

AC Protein name Mascot 
Score 

# Match 
sequence 

MW (Da) pI % 
Cover. 

Organism 

19 D4AT77 Aconitate hydratase, 
mitochondrial  

492 9 84006 6.14 3 Arthroderma 
benhamiae  

20 D4AT77 Aconitate hydratase, 
mitochondrial  

376 9 84006 6.14 3 Arthroderma 
benhamiae 
(fungus) 

21 D4AT77 Aconitate hydratase, 
mitochondrial  

278 5 84006 6.14 3 Arthroderma 
benhamiae 
(fungus) 

22 P24789 Vimentin-1/2 52 1 1089.51 5.16 1 Xenopus laevis 
(frog) 

23 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment) 

58 2 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio (snow crab) 

24 B2RW38 Cilia- and flagella-
associated protein 

360 11 103460 8.15 4 Mus musculus 
(mouse) 

25 P84048 Histone H4  59 1 11374 11.36 9 Acrolepiopsis 
assectella (leek 
moth) 

26 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment) 

73 3 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio (snow crab) 

27 B2RW38 Cilia- and flagella-
associated protein 58 

97 3 103460 8.15 2 Mus musculus 
(mouse) 

28 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase A 

76 1 39531 8.61 3 Salmo salar 
(salmon) 

29 Q2TA38 Tektin-4 63 2 51913 6.02 2 Bos taurus (cow) 

30 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase A 

62 1 39531 8.61 3 Salmo salar 
(salmon) 

31 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase 

115 2 39531 8.61 3 Salmo salar 
(salmon) 

32 P25708 NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] flavoprotein 
1, mitochondrial  

275 7 50620 8.37 4 Bos taurus (cow) 

33 Q9XXK1 ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial  

320 12 57752 8.98 11 Caenorhabditis 
elegans  
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34 P82264 Glutamate 
dehydrogenase, 
mitochondrial 

108 4 55359 7.34 4 Chaenocephalus 
aceratus (blackfin) 

35 Q9XXK1 ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial 

880 35 57752 8.98 13 Caenorhabditis 
elegans  

36 Q9XXK1 ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial 

699 32 57752 8.98 17 Caenorhabditis 
elegans 

37 P18288 Tubulin alpha chain, 
testis-specific  

128 2 49962 4.97 4 Oncorhynchus 
mykiss (rainbow 
trout) 

38 P01023 Alpha2macroglobulin 152 14 163159 6.13 8 Pongo abelii (oran
gutan) 

39 Q11190 Electron transfer 
flavoprotein-ubiquinone 
oxidoreductase, 
mitochondrial  

121 3 65294 6.27 2 Caenorhabditis 
elegans  

40 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain 317 13 49894 4.97 18 Bos taurus (cow) 

41 P09206 Tubulin beta-3 chain  231 9 49829 4.78 16 Gallus gallus 

42 P09206 Tubulin beta-3 chain  390 14 49829 4.78 23 Gallus gallus 

43 Q60HI0 Long-chain specific acyl-
CoA dehydrogenase, 
mitochondrial  

153 2 47807 7.24 3 Macaca 
fascicularis 

44 P68371 Tubulin beta4B chain 1242 81 49799 4.79 31 Homo sapiens  

45 P42894 Enolase 517 7 46988 5.49 5 Neocallimastix 
frontalis 

46 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain  272 12 49894 4.97 21 Bos taurus 

47 Q3MHM
5 

Tubulin beta-4B chain 684 29 49799 4.79 27 Bos taurus 

48 P09206 Tubulin beta-3 chain  763 36 49829 4.78 21 Gallus gallus 
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49 Q5E9F9 26S proteasome 
regulatory subunit  

88 4 48603 5.71 10 Bos taurus 

50 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment)  

53 1 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio  

51 Q99JD2 Tektin-1 56 2 48561 5.61 2 Rattus norvegicus 

52 P68371 Tubulin beta4B chain 2100 124 49799 4.79 43 Homo sapiens  

53 P41339 Actin, acrosomal process 
isoform  

73 1 41748 5.36 2 Limulus 
polyphemus 

54 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment)  

67 2 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio  

55 P09206 Tubulin beta-3 chain 169 6 49829 4.78 21 Gallus gallus  

56 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain 235 12 49894 4.97 21 Bos taurus 

57 Q9VMN
5 

60 kDa heat shock 
protein homolog 2, 
mitochondrial  

158 4 61548 6.75 3 Drosophila 
melanogaster 

58 P09206 Tubulin beta-3 chain  598 27 49829 4.78 21 Gallus gallus 

59 Q05825 ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial  

696 17 54074 5.14 12 Drosophila 
melanogaster 

60 O42587 26S proteasome 
regulatory subunit 6A-A  

79 2 45202 5.2 7 Xenopus laevis  

61 Q05825 ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 

138 3 54074 5.14 12 Drosophila 
melanogaster 

62 P90689 Actin 541 24 41683 5.3 26 Brugia malayi 

63 P84336 Actin, cytoplasmic 1  563 23 41775 5.3 21 Camelus 
dromedarius  

64 O94230 Isocitrate dehydrogenase 
[NAD] subunit 2, 
mitochondrial  

56 1 39555 7.71 2 Kluyveromyces 
lactis 
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65 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain 77 3 49894 4.97 21 Bos taurus 

66 P52193 Calreticulin 50 1 48009 4.31 2 Bos taurus 

67 Q6VTH5 Radial spoke head 1 
homolog  

136 4 24551 5.09 4 Cyprinus carpio  

68 Q05825 ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 

314 8 54074 5.14 12 Drosophila 
melanogaster 

69 P09206 Tubulin beta-3 chain 281 12 49829 4.78 21 Gallus gallus 

70 P09206 Tubulin beta-3 chain  136 6 49829 4.78 21 Gallus gallus 

71 P09206 Tubulin beta-3 chain  414 15 49829 4.78 21 Gallus gallus 

72 P23232 Guanine nucleotide-
binding protein subunit 
beta  

289 10 37299 5.76 12 Loligo forbesi  

73 P11833 Tubulin beta chain  96 2 50019 4.73 2 Paracentrotus 
lividus 

74 P00450 Ceruloplasmin  178 5 122128 5.44 5 Homo sapiens  

75 P09206 Tubulin beta-3 chain  453 18 49829 4.78 16 Gallus gallus 

76 Q75DS1 DNA-directed RNA 
polymerase I subunit 
RPA2 

61 3 134200 6.78 0 Ashbya gossypii 

77 P11833 Tubulin beta chain 72 1 50019 4.73 2 Paracentrotus 
lividus 

78 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment) 

66 2 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio  

79 P60709 Actin, cytoplasmic  162 9 41710 5.29 17 Homo sapiens  

80 P86909 Sarcoplasmic calcium-
binding protein 
(Fragment) 

85 3 842 9.62 100 Chionoecetes 
opilio  
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81 P01834 Immunoglobulin kappa 
constant 

146 3 11758 6.11 48 Homo sapiens 

82 O15990 Arginine kinase  96 4 39077 7.12 4 Liolophura 
japonica  

83 P51544 Arginine kinase 283 22 39077 5.73 7 Liolophura japonic
a  

84 Q17GM7 Probable citrate synthase
 1, mitochondrial 

450 21 51624 8.91 5 Aedes aegypti 

85 O14254 Probable isocitrate dehy
drogenase [NADP], mitoc
hondrial 

206 17 49447 9.07 9 Schizosaccharomy
ces pombe 

86 Q55F21 Aspartate aminotransfera
se, mitochondrial 

131 8 47255 8.84 3 Dictyostelium disc
oideum 

87 Q9XXK1 ATP synthase subunit alp
ha, mitochondrial 

295 22 57752 8.98 14 Caenorhabditis ele
gans 

88 P55084 Trifunctional enzyme 
subunit beta, 
mitochondrial  

205 7 51262 9.45 1 Homo sapiens  

89 Q9XXK1 ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial  

177 5 57752 8.98 8 Caenorhabditis 
elegans 

90 B0R061 SWI/SNF-related matrix-
associated actin-
dependent regulator of 
chromatin subfamily A 
containing DEAD/H box 
1A  

70 1 110276 6.22 1 Danio rerio 

91 G3QY98  Apolipoprotein AI 131 3 30759 5.56 9 Gorilla gorilla goril
la 

92 B5DGM7 Fructose-
bisphosphate aldolase A 

285 15 39531 8.61 4 Salmo salar  

93 O15990 Arginine kinase 501 15 39077 7.12 10 Liolophura 
japonica 

94 O15991 Arginine kinase 723 17 39077 7.12 10 Liolophura 
japonica 
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95 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase A  

162 3 39531 8.61 4 Salmo salar  

96 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase A  

121 3 39531 8.61 4 Salmo salar  

97 O02640 Probable malate 
dehydrogenase, 
mitochondrial  

456 12 35098 9.39 3 Caenorhabditis 
elegans 

98 O02640 Probable malate 
dehydrogenase, 
mitochondrial  

132 3 35098 9.39 3 Caenorhabditis 
elegans 

99 P51544 Arginine kinase  72 1 39789 5.73 2 Haliotis 
madaka(gastropo
d) 

100 Q6TEQ7 Annexin A2 216 14 38630 6.92 30 Canis lupus famili
aris 

101 P51544 Arginine kinase 117 3 39789 5.73 7 Haliotis madaka 

102 P02666 Betacasein 68 1 25091 5.26 7 Bos taurus 

103 P02663 AlphaS2casein 64 7 26002 8.54 19 Bos taurus  

104 Q589R5 Triosephosphate 
isomerase  

86 2 27095 4.77 5 Oryzias latipes 

105 Q9BKU4 Mitochondrial prohibitin 
complex protein 

166 23 29970 6.93 13 Caenorhabditis ele
gans 

106 Q05825 ATP synthase subunit bet
a, mitochondrial 

147 9 54074 5.14 9 Bos mutus grunnie
ns 

107 P41339 Actin, acrosomal process 
isoform  

76 1 41748 5.36 2 Limulus 
polyphemus 
(horseshoe) 

108 Q3T165 Prohibitin  52 1 29786 5.77 3 Bos taurus 

109 Q9EQ00 Ropporin-1-like protein  66 1 24500 5.97 4 Mus musculus 
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110 P11833 Tubulin beta chain 75 1 50019 4.73 2 Paracentrotus livid
us 

111 P92177 14-3-3 protein epsilon 85 5 29780 4.68 12 Drosophila 
melanogaster 

112 P09206 Tubulin beta-3 chain 480 17 49829 4.78 11 Gallus gallus 

113 P92177 14-3-3 protein epsilon 155 6 29780 4.68 6 Drosophila 
melanogaster 

114 P81605 Dermcidin 69 1 11277 6.08 10 Homo sapiens 

115 P42028 NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] iron-sulfur 
protein 8, mitochondrial  

63 2 23881 6.45 5 Bos taurus 

116 P41339 Actin, acrosomal process 
isoform  

70 1 41748 5.36 2 Limulus 
polyphemus 

117   Unidentify        

118 O96347 Superoxide dismutase 
[Mn], mitochondrial  

81 2 24511 6.71 6 Charybdis feriata  

119 P51544 Arginine kinase 193 6 39789 5.73 7 Haliotis madaka 

120 Q9DAK2 Parkin coregulated gene 
protein homolog 

116 7 27708 8.85 9 Mus musculus 

121 P68002 Voltage-dependent 
anion-selective channel 
protein  

231 6 31600 7.48 3 Bos taurus 

122 B0BM36 Succinate dehydrogenase
 [ubiquinone] iron-
sulfur subunit, mt 

706 62 32066 8.66 10 Xenopus tropicalis 

123 Q2HJ97 Prohibitin-2 193 6 33337 9.85 6 Bos taurus 

124 Q2HJ97 Prohibitin-2 136 7 33337 9.85 6 Bos taurus 

125 P79891 40S ribosomal protein S3 206 7 27730 9.68 11 Ambystoma 
mexicanum 
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126 Q61425 Hydroxyacyl-
coenzyme A dehydrogen
ase, mitochondrial 

108 59 34442 8.76 11 Mus musculus 

127   Unidentify        

128 Q8K586 GTP-binding nuclear 
protein Ran, testis-
specific isoform  

202 7 24436 6.6 11 Rattus norvegicus  

129   Unidentify        

130 Q3SYR7 60S ribosomal protein L9 50 1 21863 9.96 5 Bos taurus 

131 P84048 Histone H4  106 2 11374 11.36 17 Acrolepiopsis 
assectella 

132 Q1RMH
8 

Sorting nexin-3 67 1 18751 8.71 4 Bos taurus 

133 Q2TBW
6 

ADP-ribosylation factor-
like protein 3 

75 2 20492 6.74 11 Bos taurus 

134 Q5E9B8 DNA-directed RNA 
polymerase II subunit 
RPB7  

90 2 19282 5.33 6 Bos taurus 

135 O75602 Sperm associated antigen 94 2 55441 6.37 4 Bos taurus 

136 Q3T0F5 Ras-related protein Rab-
7a 

79 2 23529 6.4 10 Bos taurus 

137 P24789 Vimentin-1/2  99 2 52812 5.16 4 Xenopus laevis 

138 P02754 Beta-lactoglobulin 49 1 19870 4.93 6 Bos taurus 

139 Q39222 Ras-related protein 
RABA1b  

53 1 24005 5.59 4 Arabidopsis 
thaliana 

140   Unidentify        

141 P02595 Calmodulin 167 3 16802 4.04 19 Patinopecten sp 

142 P18288 Tubulin alpha chain, 
testis-specific  

72 1 49962 4.97 2 Oncorhynchus 
mykiss 
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143 Q05825 ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 

155 2 54074 5.14 4 Drosophila 
melanogaster 

144   Unidentify        

145 P04178 Superoxide dismutase [C
uZn] 

80 4 15882 6.03 6 Sus scrofa 

146 Q96QV6 Histone H2A type 1-A 57 1 14225 10.86 6 Homo sapiens 

147 P02754 Beta-lactoglobulin  58 1 19870 4.93 6 Bos taurus 

148 O61219 N-alpha-acetyltransferase 
daf-31 

60 1 21149 7.74 6 Caenorhabditis 
elegans 

149 P02754 Beta-lactoglobulin  51 2 19870 4.93 6 Bos taurus 

150 P02754 Beta-lactoglobulin  59 1 19870 4.93 6 Bos taurus 
151   Unidentify        

152 Q24JY1 60S ribosomal protein 
L23a 

49 1 17684 10.44 8 Bos taurus 

153 P84048 Histone H4  380 11 11374 11.36 50 Acrolepiopsis 
assectella 

154 P84048 Histone H4 623 22 11374 11.36 50 Acrolepiopsis 
assectella 

155 P84049 Histone H4 151 7 11374 11.36 50 Acrolepiopsis 
assectella 

156 P84048 Histone H4  590 23 11374 11.36 51 Acrolepiopsis 
assectella 

157   Unidentify        

158 P80311 Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase 

163 5 23729 9.33 4 Bos taurus 

159 Q569M3 Histone H3-like 
centromeric protein A 

104 5 17332 11.55 4 Xenopus laevis 

160   Unidentify        

161 P52010 Peptidylprolyl cis-
trans isomerase  

164 9 18523 8.23 8 Caenorhabditis ele
gans  
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162 Q27442 Histone H2B 120 10 13751 10.34 37 Anopheles gambiae 

163 P25867 Ubiquitin-conjugating 
enzyme E2-17 kDa  

73 1 16667 6.81 7 Drosophila 
melanogaster 

164 P69310 Ubiquitin 52 1 8520 6.56 11 Avena sativa 

165 Q865C5 Ubiquitin 130 2 8560 6.56 23 Camelus 
dromedarius 

166   Unidentify        

167   Unidentify        

168 Q64433 10 kDa heat shock 
protein, mitochondrial  

56 1 10925 7.93 21 Bos taurus 

169 P02754 Beta-lactoglobulin 67 1 19870 4.93 6 Bos taurus 

170 Q76I81 40S ribosomal protein 
S12 

55 1 14505 6.81 7 Bos taurus 

171   Unidentify        
172 P02754 Beta-lactoglobulin  87 1 19870 4.93 6 Bos taurus 

173   Unidentify        

174   Unidentify        

175  P63099 Calcineurin subunit B typ
e 1 

103 4 19288 4.64 10 Bos taurus 

176 Q96QV6 Histone H2A type 1-A  73 2 14225 10.86 6 Homo sapiens 

177 P84048 Histone H4  66 1 11374 11.36 9 Acrolepiopsis 
assectella 

178   Unidentify        

179 P84048 Histone H4 331 10 11374 11.36 50 Acrolepiopsis 
assectella  

180 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain  192 4 49894 4.97 8 Bos taurus 

181 Q32LA7 Histone H2A.V 72 21 13501 10.58 20 Bos taurus 

182 P27996 Histone H4  365 17 11378 10.2 40 Solaster stimpsoni 
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183/ 
s14 

P84048  Histone H4 81 4 11374 11.3
6 

40 Acrolepiopsis asse
ctella 

184/ 
s22 

Q2KJE
5 

Glyceraldehyde­3­phosp
hate dehydrogenase, test
is­specific 

366 26 43260 8.32 12 Bos taurus 

185/ 
s28 

P0810
6 

Heat shock 70 kDa protei
n 

90 2 69708 5.53 4 Gallus gallus 

186/ 
s30 

B5DGM
7 

Fructose­bisphosphate al
dolase A 

64 1 39531 8.61 3 Salmo salar 

187/ 
s33 

Q0PGG
4 

Actin, cytoplasmic 75 5 41722 5.22 12 Bos mutus grunnie
ns 

188/ 
s57 

Q3MH
M5 

Tubulin beta­4B chain 623 58 49799 4.79 19 Bos taurus  

189/ 
s59 

Q6NVU
2 

Serine/threonine­protein 
phosphatase PP1­gamma
 catalytic subunit 

117 3 36932 6.13 9 Xenopus tropicalis 

190/ 
s62 

P0266
6 

Beta­casein 115 3 25091 5.26 7 Bos taurus  

191/ 
s71 

P1114
7 

Heat shock 70 kDa protei
n cognate 4 

123 5 71087 5.36 9 Drosophila melan
ogaster 

s73 P23330 Tubulin gamma­1 chain 93 5 51136 5.89 9 Xenopus laevis 

192/ 
s74 

O75602 Sperm­associated antigen
 6 

102 3 55441 6.37 2 Homo sapiens 

194/ 
s75 

P0255
4 

Tubulin beta chain  532 74 49829 4.78 33 Sus scrofa 

195/ 
s76 

P8433
6 

Actin, cytoplasmic 1 320 28 41775 5.3 37 Camelus dromeda
rius 

196/ 
s79 

Q3SZI8 Isovaleryl­CoA dehydroge
nase, mitochondrial 

129 6 46468 7.1 5 Bos taurus  

197/ 
s80 

Q3MH
M5 

Tubulin beta­4B chain 856 114 49799 4.79 36 Bos taurus 

198/ 
s85 

P1828
8 

Tubulin alpha chain, testi
s­specific 

324 50 49962 4.97 40 Oncorhynchus my
kiss 
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199/ 
s88 

P1828
8 

Tubulin alpha chain, testi
s­specific 

152 19 49962 4.97 19 Oncorhynchus my
kiss  

200/ 
s92 

Q9XXK
1 

ATP synthase subunit alp
ha, mitochondrial 

220 13 57752 8.98 11 Caenorhabditis ele
gans 

201/ 
s93 

Q5R5F
6 

Haptoglobin 94 5 38471 6.79 15 Pongo abelii 

202/ 
s94 

P17336 Catalase 65 1 57113 8.39 2 Drosophila melan
ogaster 

203/ 
s96 

P02554 Tubulin beta chain 101 9 49829 4.78 18 Sus scrofa 

204/ 
s97 

Q9473
8 

97 kDa heat shock protei
n 

106 6 98385 5.24 3 Strongylocentrotus
 franciscanus 

205/ 
s98 

P1920
8 

Heat shock 70 kDa protei
n 

121 10 72901 5 10 Caenorhabditis bri
ggsae 

206/ 
s99 

Q0582
5 

ATP synthase subunit bet
a, mitochondrial 

234 12 54074 5.14 13 Drosophila melan
ogaster  
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4.5 การวิเคราะห์หน้าที่ของโปรตีนในเซลล์อสุจขิองหอยนางรมปากจีบ  
ภายหลังการระบุชนิดของโปรตีนที่พบในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบแล้ว ผู้วิจัยได้ท าการจัด

กลุ่มโปรตีนโดยการ Retrieve ข้อมูลโปรตีนใน https://www.uniprot.org/ ซึ่งสามารถเปรียบเทียบข้อมูล 
Gene ontology และการศึกษาเพ่ิมเติมจากงานวิจัยอ่ืน ๆ ท าให้สามารถจัดโปรตีนออกเป็นกลุ่มต่างๆ โดย
ยึดตามโครงสร้างของเซลล์ (cellular component) ได้ดังตารางที่ 4-2 และรายละเอียดดังตารางที่ 4-3  
 
ตารางที่ 4-2 กลุ่มของโปรตีนแบ่งตาม Gene ontology (subcellular localization)  
 

กลุ่มที่ Gene ontology (โครงสร้างของเซลล์) จ านวน protein spot ที่ระบุชนิดได้  
1 Acrosome 4 
2 Endoplasmic reticulum 14 
3 Golgi apparatus 3 
4 Nucleus  27 
5 Cytoplasm 35 
6 Mitochondria  40 
7 Cytoskeleton and flagellum development 54 
8 Peroxisome  1 
9 Plasma membrane  3 
10 Extracellular region or secreted 7 
 รวม 188 

 
 

 
 
ภาพที่ 4-12 องค์ประกอบของโปรตีนที่พบในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ (Gene ontology) 
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ตารางท่ี 4-3 รายละเอียดของโปรตีนที่พบในกลุ่มต่างๆ ตามตารางท่ี 4-2  
 
Spot 
No. 

AC Protein name Gene ontology 

1. Acrosome     
sp53 P41339 Actin, acrosomal process isoform  cytoskeleton [GO:0005856]; ATP 

binding [GO:0005524] 
sp107 P41339 Actin, acrosomal process isoform  cytoskeleton [GO:0005856]; ATP 

binding [GO:0005524] 
sp116 P41339 Actin, acrosomal process isoform  cytoskeleton [GO:0005856]; ATP 

binding [GO:0005524] 
sp121 P68002 Voltage-dependent anion-selective 

channel protein  
acrosomal vesicle [GO:0001669] 

2. Endoplasmic reticulum   
sp8 P08110 Endoplasmin endoplasmic reticulum 

[GO:0005783] 
sp12 Q91883 Endoplasmic reticulum chaperone BiP endoplasmic reticulum lumen 

[GO:0005788] 
sp74 P00450 Ceruloplasmin  endoplasmic reticulum lumen 

[GO:0005788] 
sp88 P55084 Trifunctional enzyme subunit beta, 

mitochondrial  
endoplasmic reticulum 
[GO:0005783] 

sp66 P52193 Calreticulin sarcoplasmic reticulum lumen 
[GO:0033018] 

sp2 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) 

  

sp23 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) 

  

sp26 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) 

  

sp50 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment)  

  

sp54 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment)  

  

sp78 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) 

  

sp80 P86909 Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) 
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sp158 P80311 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase endoplasmic reticulum 
chaperone complex 
[GO:0034663] 

s98 P19208 Heat shock 70 kDa protein endoplasmic reticulum lumen 
[GO:0005788] 

3. Golgi apparatus   
sp102 P02666 Betacasein Golgi apparatus [GO:0005794] 

sp103 P02663 AlphaS2casein Golgi apparatus [GO:0005794] 

s62 P02666 Betacasein Golgi apparatus [GO:0005794] 

4. Nucleus     
sp25 P84048 Histone H4  nucleus [GO:0005634]; DNA 

binding [GO:0003677] 
sp49 Q5E9F9 26S proteasome regulatory subunit  nucleus [GO:0005634] 

sp60 O42587 26S proteasome regulatory subunit 6A-
A  

nucleus [GO:0005634] 

sp90 B0R061 SWI/SNF-related matrix-associated 
actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily A containing DEAD/H box 1A  

nucleus [GO:0005634] 

sp111 P92177 14-3-3 protein epsilon nucleus [GO:0005634] 
sp113 P92177 14-3-3 protein epsilon nucleus [GO:0005634] 
sp128 Q8K586 GTP-binding nuclear protein Ran, testis-

specific isoform  
nucleus [GO:0005634]; GTP 
binding [GO:0005525] 

sp131 P84048 Histone H4  nucleus [GO:0005634]; DNA 
binding [GO:0003677] 

sp134 Q5E9B8 DNA-directed RNA polymerase II 
subunit RPB7  

nucleus [GO:0005634] 

sp146 Q96QV6 Histone H2A type 1-A nucleus [GO:0005634] 
sp152 Q24JY1 60S ribosomal protein L23a nucleus [GO:0005634] 
sp153 P84048 Histone H4  nucleus [GO:0005634];  
sp154 P84048 Histone H4 nucleus [GO:0005634];  
sp156 P84048 Histone H4  nucleus [GO:0005634];  
sp159 Q569M3 Histone H3-like centromeric protein A nucleus [GO:0005634] 
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sp161 P52010 Peptidylprolyl cis-
trans isomerase (spindle) 

nucleus [GO:0005634] 

sp176 Q96QV6 Histone H2A type 1-A  nucleus [GO:0005634] 
sp177 P84048 Histone H4  nucleus [GO:0005634]; DNA 

binding [GO:0003677] 
sp179 P84048 Histone H4 nucleus [GO:0005634]; DNA 

binding [GO:0003677] 
s14 P84048 Histone H4 nucleus [GO:0005634]; DNA 

binding [GO:0003677] 
sp181 Q32LA7 Histone H2A.V DNA binding [GO:0003677] 
sp182 P27996 Histone H4  DNA binding [GO:0003677] 
sp155 P84049 Histone H4 DNA binding [GO:0003677 
sp162 Q27442 Histone H2B DNA binding [GO:0003677] 
sp76 Q75DS1 DNA-directed RNA polymerase I subunit 

RPA2 
DNA binding [GO:0003677] 

s28 P08106 Heat shock 70 kDa protein nucleus [GO:0005634] 
s71 P11147 Heat shock 70 kDa protein cognate 4 nucleus [GO:0005634] 

5. Cytoplasm     
sp10 Q3ZBT1 Transitional endoplasmic reticulum 

ATPase  
cytoplasm [GO:0005737] 

sp14 Q9W6Y1 Heat shock cognate 71 kDa protein cytoplasm [GO:0005737] 
sp17 P09446 Heat shock 70 kDa protein A  cytoplasm [GO:0005737] 
sp38 P01023 Alpha2macroglobulin cytosol [GO:0005829] 
sp72 P23232 Guanine nucleotide-binding protein 

subunit beta  
cytosol [GO:0005829] 

sp104 Q589R5 Triosephosphate isomerase  cytosol [GO:0005829] 
sp136 Q3T0F5 Ras-related protein Rab-7a cytosol [GO:0005829] 

sp141 P02595 Calmodulin cytoplasm [GO:0005737]; 
calcium ion binding 
[GO:0005509]  

sp163 P25867 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 
kDa  

cytosol [GO:0005829] 

sp164 P69310 Ubiquitin cytoplasm [GO:0005737] 
sp165 Q865C5 Ubiquitin cytoplasm [GO:0005737] 
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No. 

AC Protein name Gene ontology 

sp170 Q76I81 40S ribosomal protein S12 cytosolic small ribosomal 
subunit [GO:0022627] 

sp175  P63099 Calcineurin subunit B type 1 cytosol [GO:0005829] 

s22 Q2KJE5 Glyceraldehyde3-
phosphate dehydrogenase, testis-
specific 

cytosol [GO:0005829] 

sp28 B5DGM7 Fructose-bisphosphate aldolase A glycolytic process [GO:0006096] 
sp30 B5DGM7 Fructose-bisphosphate aldolase A glycolytic process [GO:0006096] 
sp31 B5DGM7 Fructose-bisphosphate aldolase glycolytic process [GO:0006096] 
sp45 P42894 Enolase glycolytic process [GO:0006096] 
sp92 B5DGM7 Fructosebisphosphate aldolase A glycolytic process [GO:0006096] 
sp95 B5DGM7 Fructose-bisphosphate aldolase A  glycolytic process [GO:0006096] 
sp96 B5DGM7 Fructose-bisphosphate aldolase A  glycolytic process [GO:0006096] 
sp130 Q3SYR7 60S ribosomal protein L9 rRNA binding [GO:0019843] 

s93 Q5R5F6 Haptoglobin immune system process 
[GO:0002376] 

s97 Q94738 97 kDa heat shock protein cytoplasm [GO:0005737] 

s30 B5DGM7 Fructosebisphosphate aldolase A glycolytic process [GO:0006096] 

sp132 Q1RMH8 Sorting nexin-3 early endosome [GO:0005769]; 
early phagosome [GO:0032009] 

sp91 G3QY98  Apolipoprotein AI endocytic vesicle [GO:0030139] 
sp82 O15990 Arginine kinase  cytoplasm [GO:0005737] 
sp83 P51544 Arginine kinase cytoplasm [GO:0005737] 
sp93 O15990 Arginine kinase cytoplasm [GO:0005737] 
sp94 O15991 Arginine kinase cytoplasm [GO:0005737] 
sp99 P51544 Arginine kinase  cytoplasm [GO:0005737] 
sp101 P51544 Arginine kinase cytoplasm [GO:0005737] 
sp119 P51544 Arginine kinase cytoplasm [GO:0005737] 

sp148 O61219 N-alpha-acetyltransferase daf-31 
(multicellular organism reproduction), 
(larval development) 

cytoplasm [GO:0005737] 

6. Mitochondria     
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sp11 P29685 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial  

mitochondrial proton-
transporting ATP synthase 
complex, catalytic core F(1) 
[GO:0000275] 

sp19 D4AT77 Aconitate hydratase, mitochondrial  mitochondrion [GO:0005739] 
sp20 D4AT77 Aconitate hydratase, mitochondrial  mitochondrion [GO:0005739] 
sp21 D4AT77 Aconitate hydratase, mitochondrial  mitochondrion [GO:0005739] 
sp32 P25708 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 

flavoprotein 1, mitochondrial  
mitochondrion [GO:0005739] 

sp33 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial  

mitochondrion [GO:0005739] 

sp34 P82264 Glutamate dehydrogenase, 
mitochondrial 

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp35 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp36 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp39 Q11190 Electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase, 
mitochondrial  

 mitochondrion [GO:0005739] 

sp43 Q60HI0 Long-chain specific acyl-CoA 
dehydrogenase, mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp59 Q05825 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial  

mitochondrion [GO:0005739] 

sp61 Q05825 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp64 O94230 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 
2, mitochondrial  

mitochondrion [GO:0005739] 

sp68 Q05825 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp84 Q17GM7 Probable citrate synthase 1, mitochond
rial 

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp85 O14254 Probable isocitrate dehydrogenase [NA
DP], mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp86 Q55F21 Aspartate aminotransferase, mitochond mitochondrial matrix 
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rial [GO:0005759] 

sp87 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, mitochond
rial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp89 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial  

mitochondrion [GO:0005739] 

sp97 O02640 Probable malate dehydrogenase, 
mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp98 O02640 Probable malate dehydrogenase, 
mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp105 Q9BKU4 Mitochondrial prohibitin complex protei
n 

mitochondrial membrane; gonad 
development [GO:0008406] 

sp106 Q05825 ATP synthase subunit beta, mitochondr
ial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp108 Q3T165 Prohibitin   mitochondrial inner membrane 
[GO:0005743] 

sp115 P42028 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 
iron-sulfur protein 8, mitochondrial  

mitochondrial respiratory chain 
complex I [GO:0005747] 

sp118 O96347 Superoxide dismutase [Mn], 
mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

sp122 B0BM36 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] 
ironsulfur subunit, mitochondrial 

mitochondrial membrane 
[GO:0031966] 

sp123 Q2HJ97 Prohibitin-2 mitochondrial inner membrane 
[GO:0005743] 

sp124 Q2HJ97 Prohibitin2 mitochondrial inner membrane 
[GO:0005743] 

sp125 P79891 40S ribosomal protein S3 mitochondrial inner membrane 
[GO:0005743] 

sp126 Q61425 Hydroxyacyl-
coenzyme A dehydrogenase, mitochon
drial 

mitochondrial inner membrane 
[GO:0005743] 

sp143 Q05825 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp145 P04178 Superoxide dismutase [CuZn] mitochondrion [GO:0005739] 
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s59 Q6NVU2 Serine/threonine-
protein phosphatase PP1-
gamma catalytic subunit 

mitochondrion [GO:0005739] 

s79 Q3SZI8 Isovaleryl-
CoA dehydrogenase, mitochondrial 

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

s92 Q9XXK1 ATP synthase subunit alpha, mitochond
rial 

mitochondrion [GO:0005739] 

s99 Q05825 ATP synthase subunit beta, mitochondr
ial 

mitochondrion [GO:0005739] 

sp57 Q9VMN5 60 kDa heat shock protein homolog 2, 
mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759]; spermatogenesis 
[GO:0007283] 

sp168 Q64433 10 kDa heat shock protein, 
mitochondrial  

mitochondrial matrix 
[GO:0005759] 

7. Cytoskeleton and flagellum development   
sp1 P11833 Tubulin beta chain microtubule [GO:0005874] 
sp6  P11833 Tubulin beta chain microtubule [GO:0005874] 
sp37 P18288 Tubulin alpha chain, testis-specific  microtubule [GO:0005874] 
sp40 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp41 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp42 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp44 P68371 Tubulin beta4B chain cytoskeleton [GO:0005856] 
sp46 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp47 Q3MHM5 Tubulin beta-4B chain microtubule [GO:0005874] 
sp48 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp52 P68371 Tubulin beta4B chain cytoskeleton [GO:0005856] 
sp55 P09206 Tubulin beta-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp56 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp58 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp62 P90689 Actin cytoskeleton [GO:0005856] 
sp63 P84336 Actin, cytoplasmic 1  actin cytoskeleton [GO:0015629] 
sp65 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp69 P09206 Tubulin beta-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp70 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp71 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
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sp73 P11833 Tubulin beta chain  microtubule [GO:0005874] 
sp75 P09206 Tubulin beta-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
sp77 P11833 Tubulin beta chain microtubule [GO:0005874] 
sp79 P60709 Actin, cytoplasmic  actin cytoskeleton [GO:0015629] 
sp110 P11833 Tubulin beta chain microtubule [GO:0005874] 
sp112 P09206 Tubulin beta-3 chain microtubule [GO:0005874] 
sp142 P18288 Tubulin alpha chain, testis-specific  microtubule [GO:0005874] 
sp180 Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain  microtubule [GO:0005874] 
s33 Q0PGG4 Actin, cytoplasmic actin cytoskeleton [GO:0015629] 
s57 Q3MHM5 Tubulin beta4B chain microtubule [GO:0005874] 
s73 P23330 Tubulin gamma1 chain polar microtubule [GO:0005827]; 

cytoplasmic microtubule 
organization [GO:0031122] 

s75 P02554 Tubulin beta chain  microtubule [GO:0005874]0226] 

s76 P84336 Actin, cytoplasmic 1 actin cytoskeleton [GO:0015629] 

s80 Q3MHM5 Tubulin beta4B chain microtubule [GO:0005874] 
s85 P18288 Tubulin alpha chain, testisspecific microtubule [GO:0005874] 
s88 P18288 Tubulin alpha chain, testisspecific microtubule [GO:0005874] 
sp5 P11832 Tubulin beta chain  cytosol [GO:0005829] 
s96 P02554 Tubulin beta chain microtubule [GO:0005874]0226] 

sp15 P54652 Heat shockrelated 70 kDa protein 2 cytoskeleton [GO:0005856]  
male germ cell nucleus 
[GO:0001673] 

sp13 P54652 Heat shockrelated 70 kDa protein 
(spindle fiber spermatogenesis) 

cytoskeleton [GO:0005856] male 
germ cell nucleus [GO:0001673] 

sp3 Q56A40 Coiled-coil domain-containing protein 
40 

cilium [GO:0005929]  

sp7 Q9UI46 Dynein intermediate chain 1, axonemal  cilium [GO:0005929] 

sp22 P24789 Vimentin-1/2 intermediate filament 
[GO:0005882] 

sp24 B2RW38 Cilia- and flagella-associated protein cilium [GO:0005929] 
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sp27 B2RW38 Cilia- and flagella-associated protein 58 cilium [GO:0005929] 

sp29 Q2TA38 Tektin-4 sperm flagellum [GO:0036126]; 
cilium assembly [GO:0060271] 

sp51 Q99JD2 Tektin-1 microtubule [GO:0005874]; 
sperm flagellum [GO:0036126] 

sp67 Q6VTH5 Radial spoke head 1 homolog  cytoskeleton [GO:0005856]; 
spermatogenesis [GO:0007283] 

sp109 Q9EQ00 Ropporin-1-like protein  cilium [GO:0005929]; sperm 
capacitation [GO:0048240]  

sp120 Q9DAK2 Parkin coregulated gene protein homol
og 

cilium [GO:0005929] 

sp133 Q2TBW6 ADP-ribosylation factor-like protein 3 cilium [GO:0005929] 
sp135 O75602 Spermassociated antigen microtubule cytoskeleton 

[GO:0015630] 
sp137 P24789 Vimentin-1/2  intermediate filament 

[GO:0005882] 
s74 O75602 Spermassociated antigen 6 microtubule cytoskeleton 

[GO:0015630] 
8. Peroxisome     
s94 P17336 Catalase catalase activity [GO:0004096] 

9. Plasma membrane   
sp81 P01834 Immunoglobulin kappa constant plasma membrane [GO:0005886] 
sp100 Q6TEQ7 Annexin A2 plasma membrane [GO:0005886] 
sp139 Q39222 Ras-related protein RABA1b  plasma membrane [GO:0005886] 
10. Extracellular region or secreted   
sp114 P81605 Dermcidin  RNA binding [GO:0003723] 
sp147 P02754 Beta-lactoglobulin  identical protein binding 

[GO:0042802] 
sp149 P02754 Beta-lactoglobulin  identical protein binding 

[GO:0042802] 
sp150 P02754 Beta-lactoglobulin  identical protein binding 

[GO:0042802] 
sp169 P02754 Beta-lactoglobulin identical protein binding 
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[GO:0042802] 

sp172 P02754 Beta-lactoglobulin  identical protein binding 
[GO:0042802] 

sp138 P02754 Beta-lactoglobulin identical protein binding 
[GO:0042802] 



 
บทท่ี 5 

 
อภิปรายและสรุปผล 

 
อภิปรายผล 
5.1 โครงสร้างของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ 

ผลการศึกษาพบว่าหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) มีการเจริญของอวัยวะสืบพันธุ์
บริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันระหว่างเนื้อเยื่อต่อมสร้างน้ าย่อยและแมนเทิล โดยมีการพัฒนาของท่อสร้างเซลล์
สืบพันธุ์แทรกอยู่ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ลักษณะดังกล่าวคล้ายกับที่พบในหอยนางรมชนิด Crassostrea 
virginica (Galtsoff, 1964), Crassostrea gigas (Franco et al., 2008), Saccostrea forskali 
(Panasophonkul, 2000; Nuurai et al., 2016) ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ประกอบไปด้วยส่วนของผนังท่อ มี
ลักษณะเป็นชั้นบาง ๆ ประกอบด้วยเซลล์ที่ท าหน้าที่สร้างผนังของท่อ (myoepithelial cell) ซึ่งพบในหอย
นางรมชนิดอ่ืน (Eckelbarger & Davis, 1996; Franco et al., 2008) และมีลักษณะคล้ายกับที่พบที่ผนังท่อ
เซมินิเฟอรัสในสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Gartner & Hiatt, 2014) ซึ่ง myoepithelial cell ที่พบนี้ สามารถพบ 
muscle fiber ภายในเซลล์ซึ่งคาดว่าท าหน้าที่ช่วยให้ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์สามารถบีบหรือหดตัวได้ในช่วงที่มี
การปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ ภายในท่อพบเซลล์สืบพันธุ์ระยะต่างๆ นอกจากนี้ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ยังพบ
เซลล์สร้างเมือกแทรกอยู่บริเวณเนื้อเยื่อบุผิว โดยเซลล์สร้างเมือกท าหน้าที่หลั่งเมือก (mucous cell) เพ่ือช่วย
ในการเคลื่อนที่ของเซลล์อสุจิเช่นเดียวกับที่พบในหอยนางรม Crassostrea virginica (Galtsoff, 1964) 
บริเวณรอบท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์จะพบเซลล์ขนาดใหญ่ล้อมรอบอยู่เรียกเซลล์นี้ว่า vesicular connective 
tissue cells (VCTs) ภาพจุลกายวิภาคแสดงให้เห็นว่าภายในเซลล์ VCTs นี้พบแกรนูลที่มีลักษณะทึบกระจาย
อยู่ทั่วเซลล์ แกรนูลชนิดนี้เกิดจากการการสะสมแป้งในรูปไกลโคเจน ส าหรับใช้เป็นแหล่งพลังงานของร่างกาย 
(Eckelbarger & Davis, 1996) 

 
5.2 โครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ 
5.2.1 เซลล์สืบพันธุ์ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 

การศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea 
cucullata) โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) เผยให้เห็นรายละเอียดของเซลล์สืบพันธุ์
และเซลล์อ่ืน ๆ ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบ ซึ่งมีรูปแบบเช่นเดียวกับที่ได้อธิบายไว้ใน
หอยนางรมหลายชนิด เช่น Crassostrea glomerata (Dinamani, 1973), Crassostrea angulate (Sousa 
& Oliveira, 1994), Crassostrea virginica (Galtsoff, 1964; Eckelbarger & Davis, 1996), Crassostrea 
gigas (Franco et al., 2008; Kim et al., 2010; Yurchenko et al., 2010), Crassostrea gasar (Paixão 
et al., 2013) และ Saccostrea forskali (Panasophonkul, 2000; Nuurai et al., 2016) กล่าวคือภายใน
ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์พบเซลล์สืบพันธุ์ที่ก าลังแบ่งเซลล์ในระยะต่าง ๆ ได้แก่ เซลล์สเปอร์มาโทโกเนียม 
(spermatogonium), เซลล์สเปอร์มาโทไซต์ระยะที่ 1 (primary spermatocyte) และ เซลล์สเปอร์มาโทไซต์
ระยะที่ 2 (secondary spermatocyte) เซลล์สเปอร์มาทิด (spermatid) และสเปอร์มาโทซัวหรือเซลล์อสุจิ 
(spermatozoa, sperm) 
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สเปอร์มาโทโกเนียม (spermatogonium; 2n) เป็นเซลล์ที่อยู่ติดกับฐานของท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 
จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าสเปอร์มาโทโกเนียมแบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ (1) สเปอร์มาโทโกเนียมระยะที่หนึ่ง 
(primary spermatogonium) มีลักษณะฐานของเซลล์แบนติดกับฐานของท่อ และ (2) สเปอร์มาโทโกเนียม
ระยะที่สอง (secondary spermatogonium) จะอยู่ถัดจากสเปอร์มาโกเนียมชนิดที่หนึ่งเข้ามาภายในท่อและ
มีขนาดเล็กกว่าสเปอร์มาโกเนียมระยะที่หนึ่ง สอดคล้องกับการรายงานของ Galtsoff (1964) และ Franco et 
al. (2008) ภายในไซโทพลาซึมสามารถ nuage สอดคล้องกับลักษณะที่พบในเซลล์สเปอร์มาโทโกเนียมของ
หอยนางรมหลายชนิด แต่อาจมีการใช้ชื่อเรียก nuage แตกต่างกันออกไป เช่น granulo-fibrillar dense 
bodies (Sousa & Oliveira, 1994; Nuurai et al., 2016), nuage (Franco et al., 2008) และ nuage-like 
material (Yurchenko et al., 2010)  

สเปอร์มาโทไซต์ระยะแรก (primary spermatocyte; 2n) การศึกษาในระดับจุลกายวิภาคท าให้
สามารถสังเกตเห็นสเปอร์มาโทไซต์ระยะแรกในระยะโพรเฟสซึ่งนิวเคลียสมีรูปร่างค่อนข้างกลม พบเส้นใยโคร
มาทินหดสั้นจนเห็นเป็นแท่งโครโมโซม เยื่อหุ้มนิวเคลียสเริ่มสลายตัว ในระยะแพคีทีนจะพบ synaptonemal 
complex ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่เชื่อมติดระหว่างโฮโมโลกัสโครโมโซม ท าให้โครโมโซมมีการเข้าคู่กันตลอด 
ในระยะเมทาเฟสจะพบเซนทริโอล เส้นใยสปินเดิล และเยื่อหุ้มนิวเคลียสสลายตัว ลักษณะดังกล่าวเป็น
ลักษณะเช่นเดียวกับที่พบในหอยนางรม Crassostrea gigas (Franco et al., 2008; Kim et al., 2010; 
Yurchenko et al., 2010) และ Saccostrea forskali (Nuurai et al., 2016)  

สเปอร์มาโทไซต์ระยะที่สอง (secondary spermatocyte; n) การศึกษาระดับจุลกายวิภาคพบว่า 
ช่วงปลายของสเปอร์มาโทไซต์ระยะที่สองจะเริ่มมี proacrosomal vesicle ปรากฏขึ้น โครงสร้างของ 
proacrosomal vesicle ประกอบด้วย proacrosomal granule ซึ่งมีกอลจิ คอมเพล็กซ์ ล้อมรอบอยู่ แสดง
ให้เห็นว่า proacrosomal vesicle พัฒนามาจากกอลจิ คอมเพล็กซ์ นอกจากนี้ยังมีการสร้างแฟลเจลลัม ซึ่ง
สังเกตเห็นได้จากโครงสร้างของไมโครทูบูลที่มีการเรียงตัวแบบ 9+2 และไมโทคอนเดรียมีขนาดใหญ่ขึ้น ซึ่ง
ลักษณะดังกล่าวมีการรายงานไว้ในหอยนางรม   Crassostrea virginica (Eckelbarger & Davis, 1996), 
Crassostrea gigas (Kim et al., 2010; Yurchenko et al., 2010) และ Saccostrea forskali (Nuurai et 
al., 2016)  

สเปอร์มาทิด (spermatid; n) การศึกษาครั้งนี้พบว่าการพัฒนาของสเปอร์มาทิดสามารถแบ่งได้เป็น 
3 ระยะ คือ (1) ในช่วงต้นของสเปอร์มาทิดจะมี proacrosomal vesicle จ านวนมากอยู่ภายในไซโทพลาซึม 
(2) ในช่วงกลาง proacrosomal granule จะรวมกันเป็น acrosomal granule บรรจุอยู่ใน acrosomal 
vesicle และเคลื่อนไปติดกับเยื่อหุ้มนิวเคลียส และ (3) ในช่วงท้ายของสเปอร์มาทิดจะพบ acrosomal 
vesicle อยู่บริเวณส่วนหน้าของนิวเคลียส ด้านตรงข้ามจะมีไมโทคอนเดรีย และสังเกตเห็น subacrosomal 
space ซึ่งการพัฒนาของสเปอร์มาทิดทั้ง 3 ระยะ สอดคล้องกับที่มีการอธิบายไว้ในการศึกษาในหอยนางรม 
Crassostrea angulate (Sousa & Oliveira, 1994), Crassostrea gigas (Yurchenko et al., 2010) และ 
Saccostrea forskali (Nuurai et al., 2016) 

สเปอร์มาโทซัว (spermatozoa; n) หรืออสุจิ (sperm) เกิดจากการที่สเปอร์มาทิดมีการพัฒนา
จนกระทั่งได้เป็นสเปอร์มาโทซัวที่สมบูรณ์ ในการศึกษาลักษณะจุลกายวิภาคของสเปอร์มาโทซัวของหอย
นางรมปากจีบพบว่ามี 3 ส่วน ได้แก่ (1) ส่วนหัว มีนิวเคลียสเป็นรูปทรง barrel-shaped มีอะโครโซมรูปร่าง
แบบ cup-shaped โดยส่วนปลายสุดของอะโครโซมมี transverse band 3-4 ชั้น สามารถสังเกตเห็น 
subacrosomal space และ axial rod (2) ส่วนล าตัว ประกอบด้วยไมโทคอนเดรียจ านวน 4 อันอยู่ล้อมรอบ
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เซนทริโอลส่วนต้น (proximal centriole) และส่วนปลาย (distal centriole) และ (3) ส่วนหางหรือแฟล
เจลลัมเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า axoneme คือมีไมโครทูบูลเรียงตัวแบบ 9+2 แสดงว่าสเปอร์มาโทซัวของหอย
นางรมปากจีบมีความคล้ายคลึงกับหอยนางรมในวงศ์เดียวกันที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้ เช่น Crassostrea 
angulate (Sousa & Oliveira, 1994), Crassostrea virginica (Eckelbarger & Davis, 1996) 
Crassostrea gigas (Kim et al., 2010; Yurchenko, 2010) และ  Saccostrea forskali (Nuurai et al., 
2016) 
 
5.2.2 เซลล์ค้ าจุนที่อยู่ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (intragonadal somatic cells; ISCs หรือ Sertoli 
cell) 

เซลล์ค้ าจุนที่อยู่ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (intragonadal somatic cells; ISCsหรือ Sertoli 
cell) เป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ นิวเคลียสมีรูปร่างไม่แน่นอนและไม่กลมเหมือนกับนิวเคลียสของเซลล์สืบพันธุ์ 
โดยพบ Sertoli cell ได้ตั้งแต่บริเวณฐานของท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์เข้าไปจนถึงกลางท่อ สามารถพบ Sertoli 
cell ได้มากในระยะเริ่มต้นของการสร้างเซลล์สืบพันธุ์  

Sertoli cell พบได้มากที่บริเวณฐานของท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์และพบการกระจายตัวเข้าไปจนถึง
กลางท่อ โดยเป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ มีนิวเคลียสรูปร่างไม่แน่นอน ภายในไซโทพลาซึม ประกอบด้วยไมโทคอน
เดรีย เอ็นโดพลาสมิก เรติคูลัมแบบขรุขระ กอลจิ คอมเพล็กซ์ เวสซิเคิล ไลโซโซม ฟาโกไลโซโซม และแกรนูล
เล็ก ๆ จ านวนมาก การพบเอ็นโดพลาสมิก เรติคูลัมแบบขรุขระ กอลจิ คอมเพล็กซ์ และแกรนูลมากภายใน
เซลล์ แสดงให้เห็นว่าเซลล์ชนิดนี้ท าหน้าที่สร้างไลโซโซม เพ่ือช่วยในการย่อย residual body ที่เหลือ
จากสเปอร์มาทิด โดยสังเกตได้จากการพบฟาโกไลโซโซมจ านวนมากภายในเซลล์ โดยเฉพาะบริเวณฐานของ
เซลล์ที่อยู่ติดกับท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ และการศึกษาในหอยนางรมปากจีบครั้งนี้สามารถพบว่ามี residual 
body ของสเปอร์มาทิดหลุดเข้ามาในไซโทพลาซึมของ Sertoli cell แสดงให้เห็นว่า Sertoli cell ท าหน้าที่
ก าจัดส่วนที่เหลือจากการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ เพ่ือให้สเปอร์มาทิดลดขนาดและพัฒนาไปเป็นสเปอร์มาโทซัวที่
สมบูรณ์ได้ ซึ่งหน้าที่ดังกล่าวนี้สอดคล้องกับหน้าที่ของเซลล์เซอโทไลที่อยู่ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยน้ านม (Hess & França, 2005) พบรายงานการศึกษาเซลล์ที่มีลักษณะดังกล่าวในหอยสองฝา
หลายชนิด เช่น พบว่า Sertoli cell เซลล์ที่มีรูปร่างไม่แน่นอนแทรกอยู่ระหว่างเซลล์สืบพันธุ์ที่บริเวณฐานของ
ท่อเข้าสู่ด้านลูเมน มีนิวเคลียสรูปร่างไม่แน่นอนและอาจพบนิวคลีโอลัส 2 -3 อัน มีไมโทคอนเดรีย เอ็นโดพ
ลาสมิก เรติคูลัม กอลจิ คอมเพล็กซ์ ไรโบโซม ไมโครทูบูล ฟาโกไลโซโซม เม็ดไกลโคเจน และเวสซิเคิลที่มี
ลักษณะคล้ายน้ ามัน (lipid vesicle) ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของหอยกาบ Spisula subtruncata 
(Erkan & Sousa, 2001), Pitar rudis และ Chamelea gallina (Erkan & Sousa, 2002) และหอยนางรม 
Crassostrea gigas (Franco et al., 2008; Kim et al., 2010) นอกจากนี้ตามการรายงานของ Franco et 
al. (2011) พบว่าในระยะที่ 0 (ระยะพักตัว) จนถึงระยะที่ 1 (ระยะเริ่มพัฒนาการ) จะพบฟาโกไลโซโซม
จ านวนมากภายในไซโทพลาซึมของ Sertoli cell ซึ่งคาดว่าเซลล์ชนิดนี้จะเกี่ยวข้องกับการก าจัด residual 
body ที่มาจากสเปอร์มาทิด และยังช่วยก าจัดเซลล์สืบพันธุ์ที่มีลักษณะผิดปกติอีกด้วย  

การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของสัตว์มีกระดูกสันหลังในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมได้มีการอธิบาย
กระบวนการ โครงสร้าง และหน้าที่ของเซลล์ร่างกายที่พบภายในท่อเซมินิเฟอรัสไว้อย่างชัดเจน โดยเซลล์เซอ
โทไลเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงท าหน้าที่สร้างและล าเลียงสารอาหารให้กับเซลล์สืบพันธุ์ ก าจัดส่วนที่เหลือจากการสร้าง
เซลล์สืบพันธุ์และเซลล์สืบพันธุ์ที่ไม่สมบูรณ์ และผลิตของเหลวเพ่ือใช้ในการเคลื่อนที่ของอสุจิ ส่วนเซลล์เลย์ดิก
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หรือเซลล์อินเตอร์สติเชียลเป็นเซลล์ที่แทรกอยู่ระหว่างท่อเซมินิเฟอรัสท าหน้าที่สร้างและหลั่งสเตียรอยด์
ฮอร์โมน ได้แก่ เทสโทสเตอโรน ส่วนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังก็มีการศึกษาเกี่ยวกับ
เซลล์ร่างกายที่พบในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เรียกว่าเป็น somatic cell (Riesgo et al., 2008) ส่วนใน
กลุ่มหอยสองฝาก็มีข้อมูลเกี่ยวกับเซลล์ร่างกายที่พบในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เช่นกัน แต่ใช้ชื่อเรียกแต่
ต่างกันไปเพ่ือใช้อธิบายหน้าที่ของเซลล์ดังกล่าว เช่น sertoli-like cells (Dorange & Le Pennec, 1989); 
somatic cell (Johnson et al., 1996); sertoli cell (Erkan & Sousa, 2002); accessory cell (Kim et 
al., 2010); intragonadal somatic cell (Franco et al., 2011) cell junction ระหว่าง Sertoli cell กับ
เซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบมีลักษณะคล้ายกับ zonula adheren หรือ adheren junction เป็นการ
ยึดกันระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์โดยอาศัยไกลโคโปรตีนในกลุ่ม cadherin ซึ่งต้องใช้แคลเซียมไอออนในการยึดติด 
ถ้าแคลเซียมไอออนไม่เพียงพอก็จะหลุดออกจากกันได้ (Hartsock & Nelson, 2008) ซึ่งเซลล์สืบพันธุ์ภายใน
ท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์จะมีการเปลี่ยนรูปร่าง และเมื่อถึงระยะปล่อยเซลล์สืบพันธุ์สเปอร์มาโทซัวก็จะเคลื่อนที่
ออกจากท่อ การเชื่อมติดกันระหว่าง Sertoli cell กับเซลล์สืบพันธุ์จึงเป็นการยึดเกาะแบบไม่เสถียร โดย
การศึกษาในกลุ่มหอยสองฝาก่อนหน้านี้มีการรายงานว่าพบ desmosome-like junction ระหว่างเซลล์เซอ
โทไลกับสเปอร์มาโทโกเนียมและระหว่างเซลล์เซอโทไลกับสเปอร์มาโทไซต์ (Erkan & Sousa, 2002) ส่วนใน
หอยนางรม Crassostrea gigas พบว่ามี adhesive junction ระหว่างเซลล์เซอโทไลกับเซลล์เซอโทไล 
(Franco et al., 2011) แต่ก็ยังไม่มีการอธิบายหน้าที่ของ cell junction ที่พบดังกล่าวอย่างชัดเจน 
 
 
5.3 แผนที่อ้างอิงโปรตีนส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ 
 การศึกษาแผนที่อ้างอิงโปรตีนส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบโดยใช้การวิเคราะห์โปรตีน
แบบ 2D-gel-based proteomics ในครั้งนี้ สามารถระบุโปรตีนได้ถึง 188 จุด และสามารถระบุชนิดของ
โปรตีนในแผนที่อ้างอิงได้ดังภาพที่ 5-1  

การศึกษาโปรตีโอมส าหรับเซลล์อสุจิพบได้มากในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง (vertebrate) อย่างไรก็ดี
ส าหรับข้อมูลการศึกษาในกลุ่ม Mollusk หรือ สัตว์กลุ่มหอยและหมึก ซึ่งจัดเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง 
(invertebrate) พบข้อมูลน้อยมาก โดยพบการศึกษาในหอยแมลงภู่ชนิด Mytilus edulis ซึ่งใช้เทคนิค 2D-
gel-based proteomics เช่นเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 77 ชนิด (Diz 
et al., 2012) เมื่อเทียบกับผลการระบุชนิดของโปรตีนในการศึกษาครั้งนี้พบว่า ผู้วิจัยสามารถระบุชนิดของ
โปรตีนได้มากขึ้นกว่า 2 เท่า นอกจากนี้การศึกษา sperm proteome ในหอยนางรม Crassostrea gigas ซึ่ง
ศึกษาโปรตีนที่มีการแสดงออกมากในเซลล์อสุจิ สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ 36 spots (Huang et al., 
2015) ซึ่งน้อยกว่าการศึกษาครั้งนี้เช่นกัน 
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ภาพที่ 5-1 แผนที่อ้างอิงโปรตีน (proteome map) ส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ  
  
 
5.4 การวิเคราะห์หน้าที่ของโปรตีนในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ 

โปรตีนทั้ง 188 จุด ที่สามารถระบุได้ในครั้งนี้ สามารถสามารถจัดเป็นชนิดโปรตีนได้ทั้งหมด 112 
โปรตีน เพราะบาง spots สามารถระบุเป็นโปรตีนชนิดเดียวกัน ผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่าสามารถระบุ
จ านวนชนิดของโปรตีนในเซลล์อสุจิได้มากท่ีสุดในสัตว์กลุ่มหอยสองฝาซึ่งบพรายงานหอยแมลงภู่ชนิด Mytilus 
edulis (Diz et al., 2012) และหอยนางรม Crassostrea gigas (Huang et al., 2015) 

 เมื่อท าการแบ่งกลุ่มของโปรตีนแล้วสามารถแบ่งออกได้เป็น 10 กลุ่ม โดยใช้โปรแกรมทางชีวสารสน
เทศน์เพ่ือจัดกลุ่มโปรตีนโดยยึดข้อมูล Gene onlology (subcellular location) ร่วมกับ literature review 
โดยสามารถแบ่งกลุ่มได้ดังนี้  

กลุ่มที่ 1 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน acrosome สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้จ านวน 4 protein 
spots โดยมี โปรตีนชนิดเด่น ได้แก่  Actin, acrosomal process isoform และ Voltage-dependent 
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anion-selective channel protein ซึ่ง Actin, acrosomal process isoform ซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้างใน
การสร้างส่วน acrosome เช่นเดียวกับที่พวกในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม (Romarowski, Luque et al. 
2016) น่าจะเกี่ยวข้องกับโครงสร้างของ acrosome ส่วน Voltage-dependent anion-selective channel 
protein เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุม ion ที่ผ่านเข้าออกจากเซลล์หรือออร์แกเนล คาดว่าโปรตีนชนิด
นี้มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมปฏิกิริยาของ acorosme (acrosomal reaction) ในขั้นตอนการปฏิสนธิ 
เพ่ือให้เอนไซม์จาก acrosome ไปย่อยส่วนห่อหุ้มของเซลล์ไข่และน าไปสู่การปฏิสนธิในที่สุด  

กลุ่มที่ 2 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Endoplasmic reticulum สามารถระบุโปรตีนได้ 14 spots
และ กลุ่มท่ี 3 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Golgi apparatus  สามารถระบุโปรตีนได้ 3 spots โปรตีนที่ระบุ
ชนิดได้ใน ER และ Golgi apparatus นี้ส่วนใหญ่คาดว่าเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการผลิตโปรตีน
เพ่ือสะสมบริเวณ acrosome โดยสามารถพบ Sarcoplasmic calcium-binding protein ซึ่งเป็นโปรตีนที่
พบในกล้ามเนื้อของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังพวก mollusks และ annelids เช่นเดียวกับในการศึกษาโปรตีนที่
พบในเซลล์อสุจิในปูหิมะ (Chionoecetes opilio)  (Abdel Rahman, Kamath et al. 2011) และ casein 
ซึ่งเก่ียวข้องกับการขนส่งแคลเซียมในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Signorile, Fiorilli et al. 2001)  

กลุ่มที่ 4 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Nucleus สามารถระบุโปรตีนได้ 27 spots โดยพบโปรตีน 
histone ต่าง ๆ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการขดตัวของ chromatin fiber ซึ่งตรงกับข้อมูลจุลกายวิภาคที่พบว่าภายใน
นิวเคลียสของเซลล์อสุจิพบการขดตัวของ chromatin fiber แน่นมากจนมีลักษณะทึบ Histone มีทั้งหมด 5 
ชนิด คือ H1, H2A, H2B, H3 และ H4  ซึ่งในงานวิจัยนี้พบทั้ง H2A, H2B และ H4 เช่นเดียวกับการศึกษาใน
เซลล์อสุจิของนนุษย์ (Eirin-Lopez and Ausio 2009) (Tanaka, Iguchi et al. 2005) นอกจากนี้ยังสามารถ
พบโปรตีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับ transcription factor ได้เล็กน้อย  

กลุ่มที่ 5 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Cytoplasm สามารถระบุโปรตีนได้ 35 spots โดยพบโปรตีน
ชนิดเด่นได้แก่ กลุ่มที่เกี่ยวข้องกับ energy mentabolism ของกลูโครส เช่น  Fructose-bisphosphate 
aldolase A, Enolase, Fructose-bisphosphate aldolase, Triosephosphate isomerase 
Glyceraldehyde­3­phosphate dehydrogenase, testis­specific แสดงให้เห็นว่าเซลล์อสุจิเป็นเซลล์ที่
ต้องใช้พลังงาน ATP มาก และมีการผลิตพลังงานตลอดเวลา อีกกลุ่มหนึ่งที่พบได้มากคือโปรตีนในกลุ่ม 
ribosome เช่น 40S ribosomal protein S12, 60S ribosomal protein L9 แสดงให้เห็นว่าภายในเซลล์
อสุจิของหอยนางรมสามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ มิได้ท าหน้าที่เพียงเป็นรถขนส่งสารพันธุกรรมเท่านั้น 
นอกจากนี้ยังพบ Heat shock 70 kDa protein (HSP70) ที่พบทั้งใน cytoplasm nucleus และใน plasma 
membrane ที่ท าหน้าที่เป็น chaperone (Naaby-Hansen and Herr 2010) ซึ่งต้องมีความแตกต่างกันใน
เซลล์อสุจิของสัตว์แต่ละชนิด (Radons 2016) HSP70 เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของเซลล์ที่มี
การตอบสนองในขณะที่เซลล์ได้รับความเครียด (stress response) มีการศึกษา HSP70 ในกลุ่มหอยนางรม 
(Crassostrea gigas) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในครั้งนี้เนื่องจากพบ HSP70 ทั้งใน cytoplasm nucleus 
และใน plasma membrane (Huang, Liu et al. 2015) นอกจากนี้ HSP ยังเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สร้างพลังงานที่ใช้ภายในเซลล์อีกด้วย ซึ่งผู้วิจัยพบ HSP60 ในกลุ่ม mitochondria เนื่องจากเซลล์อสุจิในหอย
นางรมมีขนาด mitochondria ขนาดใหญ่เมื่อเทียบกับขนาดของเซลล์และในการเจริญของเซลล์อสุจินั้นต้อง
อาศัยพลังงานในการเจริญเป็นจ านวนมาก ท าให้พบโปรตีนกลุ่ม HSP เป็นจ านวนมากในงานวิจัยนี้ ส าหรับ 
Heat shock protein ที่พบมากในเซลล์อสุจิแหล่งที่พบที่ส าคัญอีกแหล่งคือ ในกลุ่ม cytoskeleton พบ 
HSP70 ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งเซลล์  (spermatogenesis) ซึ่งพบใน spindle fiber ในการสร้าง 
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male germ cell ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการแบ่งเซลล์แบบ meiosis ในภาวะสมบูรณ์พันธุ์
ในหนู (Eddy 1999) ที่พบ HSP70 เช่นกัน 

กลุ่มที่ 6 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน mitochondria สามารถระบุโปรตีนได้ถึง 40 spots ซึ่งส่วน
ใหญ่เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตพลังงาน ATP เช่น ATP synthase subunit alpha, ATP 
synthase subunit beta, Aconitate hydratase, NADH dehydrogenase flavoprotein เป็นต้น แสดง
ให้เห็นว่าเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบมีความต้องการใช้พลังงานเป็นอย่างมาก ข้อมูลดังกล่าวนี้สอดคล้อง
กับผลการศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาค ที่พบ mitochondria ขนาดใหญ่จ านวน 4 อัน บริเวณส่วนคอ 
(middle piece) ของเซลล์อสุจิ คล้ายกับที่พบใจหอยนางรมชนิดอ่ืน ๆ (Franco et al., 2008; Nuurai et 
al., 2016; Yurchenko, 2012)  

กลุ่มที่ 7 ได้แก่ โปรตีนที่ในกลุ่ม Cytoskeleton and flagellum development สามารถระบุชนิด
โปรตีนในกลุ่มนี้ได้ถึง 54 spots ซึ่งเป็นจ านวนมากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้ โปรตีนชนิดเด่นในกลุ่มนี้ ได้แก่ 
tubulin, actin, radial spoke head, tektin เป็นต้น ซึ่งโปรตีนเหล่านี้สัมพันธุ์กับข้อมูลจุลกายวิภาคของ
เซลล์ที่พบว่า เซลล์อสุจิประกอบส่วนส่วนหางที่ยาวมาก ภายใน axoneme มีโครงสร้าง microtubule แบบ 
9+2 และมีโปรตีนชนิดอื่นๆ ที่เก่ียวข้องกับการเคลื่อนที่จ านวนมาก  

กลุ่มที่ 8 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Peroxisome พบโปรตีน 1 ชนิด คือ Catalase โดย catalase 
เป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญต่อ chemical stress แสดงให้เห็นว่าเซลล์อสุจิไม่เพียงแต่ท าหน้าที่หลักในการ
ขนส่งสารพันธุกรรมไปยังเซลล์ไข่เพ่ือการปฏิสนธิแล้ว ยังสามารถตอบสนองหรือป้องกันตัวเองและรักษาสเถียร
ภาพของเซลล์จากความเครียดจากสารเคมีหรือสิ่งแวดล้อมภายนอกได้  

กลุ่มท่ี 9 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Plasma membrane  พบ 3 ชนิด ได้แก่ Immunoglobulin 
kappa constant, Annexin A2, Ras-related protein RABA1b โดยหน้าที่ของโปรตีนที่พบในกลุ่มนี้คาดว่า
จะเก่ียวข้องกับ cellular signaling และ sperm-egg recognition   

กลุ่มที่ 10 ได้แก่ โปรตีนที่มีต าแหน่งใน Extracellular region or secreted protein สามารถระบุ
ได้ 7 protein spots โปรตีนในกลุ่มนี้เป็นโปรตีนที่พบได้ภายนอกเซลล์ ซึ่งมีการหลั่งจากเซลล์ ตัวอย่างของ
โปรตีนกลุ่มนี้ ได้แก่ Apolipoprotein A­I, Dermcidin และ Beta-lactoglobulin 

เมื่อพิจารณาภาพรวมของโปรตีนที่ระบุชนิดได้ในเซลล์อสุจิของสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่มีการศึกษาแล้ว พบว่ามี
ความคล้ายคลึงกันในด้านชนิดของโปรตีนที่พบ เช่น ในหอยแมลงภู่ชนิด Mytilus edulis (Diz et al., 2012), 
หอยนางรม Crassostrea gigas (Huang et al., 2015) หนอนถั่ว Echiuran Urechis unicinctus (Qin, 
Zhang et al. 2018) รวมทั้งในสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น ในไก่ (Ushiyama, Tajima et al. 2017) หนู 
(Skerget, Rosenow et al. 2015) วัว (Kasvandik, Sillaste et al. 2015) รวมทั้งมนุษย์ (Nixon, Dun et 
al. 2017) แสดงให้เห็นว่าโปรตีนเหล่านี้มีความส าคัญต่อรูปร่างและโครงสร้างของเซลล์อสุจิ และมีหน้าที่
คล้ายคลึงกันในสิ่งมีชีวิตต่างกัน อย่างไรก็ดีโปรตีนที่พบอาจมีความแตกต่างกัน เช่น โปรตีนที่ท าหน้าที่
เกี่ยวข้องกับ sperm-egg recognition ซึ่งโปรตีนดังกล่าวต้องมีความจ าเพาะต่อชนิดของสัตว์ เป็นกลไก
ป้องกันการปฏิสนธิข้ามชนิด  นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณของโปรตีนที่พบในเซลล์อสุจิของสัตว์แต่ละประเภท
อาจมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชีววิทยาของเซลล์อสุจิในสัตว์นั้นๆ เช่น ในหอยนางรมพบว่าสามารถพบ
โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงาน (energy metabolism) สูงมาก เนื่องจากเซลล์อสุจิในหอยนางรมปาก
จีบสามารถเคลื่อนที่ในน้ าได้นานมากกว่า 24 ชั่วโมงหลังการปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ ซึ่งเป็นผลการทดสอบใน
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ห้องปฏิบัติการ ในขณะที่เซลล์อสุจิของสัตว์บางชนิดสามารถเคลื่อนที่ได้เพียงไม่กี่นาทีหลังการปล่อยเซลล์
สืบพันธุ์ 
 
สรุปผลการวิจัย 

1. ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์พบเซลล์สืบพันธุ์ที่ก าลังแบ่งเซลล์ในระยะต่าง ๆ ได้แก่ เซลล์สเปอร์มา
โทโกเนียม (spermatogonium), เซลล์สเปอร์มาโทไซต์ระยะที่ 1 (primary spermatocyte) และ เซลล์
สเปอร์มาโทไซต์ระยะที่ 2 (secondary spermatocyte) เซลล์สเปอร์มาทิด (spermatid) และสเปอร์มาโทซัว
หรือเซลล์อสุจิ (spermatozoa, sperm)  

2. โครงสร้างจุลกายวิภาคของเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบพบว่ามี 3 ส่วน ได้แก่ (1) ส่วนหัว มี
นิวเคลียสเป็นรูปทรง barrel-shaped ขนาดประมาณ 1.8 µm มีอะโครโซมรูปร่างแบบ cup-shaped ทาง
ด้านหน้า พบ subacrosomal space และ axial rod (2) ส่วนคแอหรือส่วนล าตัว ประกอบด้วยไมโทคอนเด
รียจ านวน 4 อันอยู่ล้อมรอบ proximal centriole และ distal centriole และ (3) ส่วนหางหรือแฟลเจลลัม
เป็นโครงสร้าง axoneme คือมีไมโครทูบูลเรียงตัวแบบ 9+2 

3. Sertoli cell ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ เป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ นิวเคลียสมีรูปร่างไม่แน่นอน
และไม่กลมเหมือนกับนิวเคลียสของเซลล์สืบพันธุ์ โดยพบได้ตั้งแต่บริเวณฐานของท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์เข้าไป
จนถึงกลางท่อ และ ได้มากในระยะเริ่มต้นของการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 

4. โครงสร้างจุลกายวิภาคของ Sertoli cell ภายในไซโทพลาซึมประกอบด้วยไมโทคอนเดรีย เยื่อเอ็น
โดพลาสมิก เรติคูลัมแบบขรุขระ กอลจิ คอมเพล็กซ์ เวสซิเคิล ไลโซโซม ฟาโกไลโซโซม และแกรนูลเล็ก ๆ 
จ านวนมาก 

5. เซลล์อสุจิที่ได้จาก stripping method และ spawning method มีลักษณะประชากรคล้ายคลึง
กัน กล่าวคือมีเซลล์อสุจิที่สมบูรณ์ โดยในตัวอย่างที่ได้จาก stripping method อาจพบเซลล์อ่ืน เช่น Sertoli 
cell ติดมาบ้างแต่ก็เป็นเพียงส่วนน้อยเท่านั้น แสดงให้เห็นว่าเซลล์อสุจิที่เตรียมได้จากทั้ง 2 วิธีนี้ มีแนวโน้มที่
เหมาะสมส าหรับใช้ในกระบวนการเตรียมเซลล์สืบพันธุ์เพ่ือใช้ในการผสมเทียมหอยนางรมได้ 

6. โปรตี โอมของเซลล์อสุ จิ ของหอยนางรม ปากจีบ เมื่ อท าการแยกด้ วย เทคนิ ค  2-D gel 
electrophoresis และย้อมด้วยสี Coomassie Blue พบโปรตีนที่แยกได้ในเจลประมาณ 500 จุด  

7. สร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีนส าหรับเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบโดยระบุโปรตีนได้ 188 จุด จาก 
206 จุด คิดเป็น 91.26% คิดเป็นโปรตีนทั้งหมด 112 ชนิด ซึ่งถือเป็นการระบุชนิดของโปรตีนที่มีจ านวนมาก
ที่สุดที่เคยมีรายงานในเซลล์อสุจิของหอยสองฝา 

8. โปรตีนที่ระบุได้แบ่งเป็น 10 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่พบใน acrosome, andoplasmic reticulum, 
Golgi apparatus, nucleus, cytoplasm, mitochondria, cytoskeleton and flagellum แ ล ะ  extra 
cellular region โดยโปรตีนที่พบนี้สอดคล้องกับผลการศึกษาจุลกายวิภาคของเซลล์อสุจิอีกด้วย 
 9. ในหอยนางรมพบว่าสามารถพบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงาน (energy metabolism) 
จ านวนมาก เนื่องจากเซลล์อสุจิในหอยนางรมปากจีบสามารถเคลื่อนที่ในน้ าได้นานหลังจากท่ีมีการปล่อยเซลล์
สืบพันธุ์  
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ข้อเสนอแนะที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยในข้ันต่อไป 

1.  เป็นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้เป็นการอธิบายกลไกการสร้างเซลล์สืบพันธุ์และการพัฒนาของ
เซลล์สืบพันธุ์ระยะต่าง ๆ ภายในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของหอยสองฝาได้ข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบที่มีการเพาะเลี้ยงบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออกของไทย นอกจากนี้ยัง
ทราบชนิดของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์อสุจิ และสามารถสร้างเป็นแผนที่โปรตีนเพ่ือใช้เป็นต้นแบบ
ส าหรับการศึกษาโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบ ซึ่งข้อมูลที่ได้จะเป็นประโยชน์ต่อการวิจัยเพ่ือ
พัฒนาต่อยอดการเพ่ิมผลผลิตการเพาะเลี้ยงหอยนางรมปากจีบต่อไปในอนาคต  

2. ผลที่ได้จากงานวิจัยครั้งนี้จะช่วยส่งเสริมการหาพ่อพันธุ์ที่สร้างเซลล์สืบพันธุ์คุณภาพดีซึ่งมี
ความส าคัญต่อการส่งเสริมการเพาะเลี้ยงหอยนางรม และจะน าไปสู่การพัฒนาระบบเพาะเลี้ยงหอยนางรม 
โดยสามารถยกระดับการเพาะเลี้ยงโดยไม่ต้องอาศัยลูกอ่อนหอยนางรมจากธรรมชาติเพียงอย่างเดียว แต่
สามารถเพาะเลี้ยงได้เอง ดังนั้นด้านนโยบายอาจจะส่งเสริมให้เกษตรกรเพาะเลี้ยงลูกอ่อนหอยนางรมโดยท า
การคัดเลือกเพาะพ่อแม่พันธุ์ที่คุณภาพน้ าเชื้อดีต่อไป  

3. ในขั้นตอนการกระตุ้นหอยให้ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ (spawning method) โดยวิธี heat-shock และ 
ใช้ความเค็มนั้น เป็นวิธีที่ใช้ได้ผลค่อนข้างต่ า และต้องท าในฤดูผสมพันธุ์จึงจะมีโอกาศปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ 
ดังนั้นหากต้องการตัวอย่างเซลล์สืบพันธุ์จากวิธี spawning method ให้ตรวจสอบก่อนว่าพ่อแม่พันธุ์อยู่ในช่วง
เจริญพันธุ์หรือไม่ วิธีการหนึ่งที่สามารถท าได้ง่ายคือ การเปิดเปลือกหอยเพ่ือดูความสมบูรณ์ของอวัยวะสืบพันธุ์ 
(gonad) ซึ่งจะเห็นเป็นสีขาวนวลบริเวณกลางล าตัวหรือภายใต้แมนเทิลค่อนไปทางด้านหน้า หากพบว่าบริเวณ
นี้มีสีนวลและอวบเต่งก็มีแนวโน้มที่ดี อย่างไรก็ดีการกระตุ้นด้วยวิธี heat-shock และ ใช้ความเค็มนั้น ก็อาจมี
ความไม่แน่นอน ดังนั้นอาจใช้ฮอร์โมนฉีดกระตุ้น เช่น serotonine hormone ซึ่งอาจช่วยกระตุ้นให้มีการ
ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ดีขึ้น  

4. ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จะใช้เป็นพื้นฐานการศึกษาเพ่ือต่อยอดไปสู่วิธีตรวจสอบหาพ่อพันธุ์ดี
ส าหรับการเพาะเลี้ยงหอยนางรมในอนาคต นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยในครั้งนี้ยังเป็นประโยชน์ต่อ
การศึกษาชีวิทยาของกลไกลการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตในกลุ่มหอยสองฝาที่ปฏิสนธิ โดยการปล่อย
เซลล์สืบพันธุ์ออกสู่ภายนอก (spawner) อีกด้วย 

5. ในการเก็บตัวอย่างเซลล์อสุจิหลายครั้งพบว่าจะมีเกลือจากน้ าทะเลปนเปื้อนมาด้วยเสมอ หากน า
ตัวอย่างมาสะกัดโปรตีนโดยตรงโปรตีนที่ได้จะมีเกลือผสมอยู่ด้วยและจะรบกวนการแยกโปรตีนในกระบวนการ 
2-D gel electrophoresis เป็นอย่างมาก ดังนั้นต้องหาวิธีก าจัดเกลือจากน้ าทะเลก่อน 

6. ในการศึกษาขั้นต่อไป สามารถน าผลการศึกษาไปหาความสัมพันธุ์ของการแสดงออกของโปรตีนที่
จ าเพาะกับคุณภาพของน้ าเชื้อ เนื่องจากมีแผนที่โปรตีนอ้างอิงแล้ว จึงไม่ต้องท าการระบุชนิดโปรตีนอีก ดังนั้น
ผู้วิจัยสามารถศึกษาคุณภาพของน้ าเชื้ออสุจิในแง่ของความสามารถในการปฏิสนธิและสกัดโปรตีนจาก
ประชากรเซลล์อสุจิที่มีคุณภาพสูงเปรียบเทียบกับเซลล์อสุจิกลุ่มที่มีคุณภาพต่ า ซึ่งจะน าไปสู่การะบุชนิดโปรตีน
ที่เกี่ยวข้องกับคุณภาพน้ าเชื้อ (biomarker of quality) และน าไปสู่การพัฒนาวิธีตรวจสอบพ่อพันธุ์ที่ดีก่อน
การผสมเทียมได้  

7. หากต้องการระบุชนิดของโปรตีนได้มากขึ้น ให้เพ่ิมวิธีการศึกษาโปรตีนโดยใช้เทคนิค gel-free 
method (insolution digestion) เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการบุชนิดของโปรตีน  
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ผลผลิต (Output) 
1. ผลผลิตจากโครงการวิจัยดังกล่าวมีเป้าหมายเผยแพร่ผลการศึกษาดังนี้ 

1.1 เผยแพร่ในวารสารวิจัยระดับนานาชาติในฐานข้อมูล ISI 1 เรื่อง ดังนี้ 
Proteome analysis of sperm in the Hooded oyster (Saccostrea cucullata) ในวารสาร 

Proteomics โดยมีคณะผู้วิจัย ได้แก่ Kullanist Thanormjit, Chantragan Srisomsap, 
Daranee Chokchaichamnankit, Jisnuson Svasti, Sutin Kingtong* 

1.2 เผยแพร่ในงานประชุมนานาชาติ 1 เรื่อง ในงานประชุม PROTEOMIC FORUM 2019 (XIII. Annual 
Congress of the European Proteomics Association: From Genes via Proteins and their 
Interactions to Functions March 24–28, 2019 • Potsdam, Germany)  

         เรื่องท่ีน าเสนอคือ Oyster Sperm proteome analysis of the Hooded oyster 
(Kullanist Thanormjit, Chantragan Srisomsap, Daranee Chokchaichamnankit, Jisnuson 
Svasti, Sutin Kingtong*) โดยนางสาวกุลนิษฐ์ ถนอมจิตร์ จะได้รับเชิญให้เป็นผู้น าเสนอผลงาน
ประเภทโปสเตอร์  

2. ได้แผนที่อ้างอิงโปรตีน (proteome reference map) ส าหรับการศึกษาเซลล์อสุจิของหอยนางรมปากจีบ
ในอนาคต 

3. ได้วิธีการกระตุ้นการปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบ  
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