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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

59910212: สาขาวิชา: วิทยาศาสตร์ชีวภาพ; วท.ม. (วิทยาศาสตร์ชีวภาพ) 
ค าส าคัญ: หอยนางรม, คุณภาพเซลล์สืบพันธุ์, hatchery, Saccostrea cucullata, โปรตีน

ในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
กุลนิษฐ์ ถนอมจิตร์ : การวิเคราะห์โปรตีโอมในเซลล์อสุจิของหอยนางรมปาก

จีบ Saccostrea cuccullata. (SPERM PROTEOME ANALYSIS OF THE HOODED 
OYSTER Saccostrea cuccullata) คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ์: สุทิน กิ่งทอง ปี พ.ศ. 2563. 

  
หอยนางรมปากจีบ Saccostrea cuccullata เป็นสัตว์เศรษฐกิจที่ส าคัญและมีการ

เพาะเลี้ยงกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย การผสมเทียมตัวอ่อนเป็นวิธีที่ถูกน ามาใช้ในระบบ
เพาะเลี้ยงหอยนางรมด้วยวิธี stripping หรือ spawning เพ่ือใช้ในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่เหมาะสมต่อ
การผสมเทียม อย่างไรก็ตาม ความส าเร็จในการผสมพันธุ์และคุณภาพของตัวอ่อนที่ได้จากระบบ
เพาะเลี้ยงในวิธีดังกล่าวยังไม่คงท่ีเนื่องจากยังขาดข้อมูลเกี่ยวกับเรื่องความสมบูรณ์ของเซลล์สืบพันธุ์
และคุณภาพของน้ าเชื้อ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาลักษณะของเซลล์และการเจริญ
ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในท่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านและเพ่ือ
วิเคราะห์และจ าแนกชนิดโปรตีนทั้งหมดที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนางรมปากจีบ ผู้วิจัยใช้วธิี
ในการเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 2 วิธี คือ spawning และ stripping จากนั้นใช้วิธี 2D gel 
electrophoresis ในการแยกโปรตีน โปรตีนที่ได้ท้ังหมดถูกน ามาตัด จากนั้นท าการย่อยโปรตีนด้วย 
trypsin และใช้ LC-MS/MS และ bioinformatics ในการระบุชนิดโปรตีน ผลการวิจัยพบว่า สามารถ
ระบุชนิดโปรตีนได้ทั้งหมด 188 spots เป็นโปรตีนทั้งหมด 112 ชนิด โดยแยกโปรตีนเป็นกลุ่มซึ่งแบ่ง
ตามแหล่งที่พบได้เป็น 10 กลุ่ม ซึ่งโปรตีนที่พบส่วนใหญ่ท างานเกี่ยวข้องกับโครงร่างของเซลล์ 
(cytoskeleton) เช่น tubulin และ กลุ่มโปรตีน tektin นอกจากนี้ยังพบโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการ
สร้างพลังงานในเซลล์ การแบ่งเซลล์ การพัฒนาของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และกระบวนการในการ
ปฏิสนธิ (acrosomal process) ร่วมด้วย ในงานวิจัยนี้ผู้วิจยัท าการสร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีน 
(reference map) ที่ระบุชนิดได้ท้ังหมด โดยผลงานวิจัยในครั้งนี้สามารถน าความรู้ที่ได้จากการศึกษา
เกี่ยวกับหน้าที่ของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนางรมปากจีบน าไปใช้ใน
การจ าแนกความสมบูรณ์พันธุ์และคุณภาพของน้ าเชื้อได้ นอกจากนี้ความรู้ที่ได้เกี่ยวกับคุณภาพของ
น้ าเชื้อสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในเรื่องการเพาะเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์หอยนางรม การคัดเลือกเซลล์
สืบพันธุ์และการผสมเทียมตัวอ่อนเพ่ือพัฒนาระบบเพาะเลี้ยงหอยนางรมชนิดนี้ต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ  

59910212: MAJOR: BIOLOGICAL SCIENCES; M.Sc. (BIOLOGICAL SCIENCES) 
KEYWORDS: oyster gamete quality hatchery Saccostrea cuccullata sperm 

proteome. 
  KULLANIST THANORMJIT : SPERM PROTEOME ANALYSIS OF THE HOODED 

OYSTER SACCOSTREA CUCCULLATA. ADVISORY COMMITTEE: SUTIN KINGTONG, Ph.D. 
2020. 

  
The Hooded oyster, Saccostrea cuccullata is economically important 

animal and has been cultured in Thailand. Artificial fertilizations are being used in 
oyster cultures by either stripping or spawning methods in order to collect gametes 
from broodstocks. However, reproductive success and embryo quality of hatcheries 
remains inconsistent. This may be due to gamete maturation and quality of sperm in 
this species are not well addressed. Thus, recent work aim to investigate sperm cell 
and developing sperm cells in gonadal tubules by using transmission electron 
microscope (TEM) and to analyze sperm proteome of the Hooded oyster in order to 
reveal protein profile and identify all proteins found in oyster sperms. Sperms were 
collected from male oysters by spawning and stripping methods.  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 results showed that we identified protein total 188 spots and detected 
as 112 proteins. We separated protein in 10 groups according to protein locations. 
Proteins found in sperm were involved in the cytoskeletons such as Tubulin and 
Tektin group, energy production, cell cycle of spermatogenesis and acrosomal 
process. 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 broodstock conditioning, gamete collection and artificial fertilization in 
order to improve hatchery system for this species. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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ห้องปฏิบัติการชีวเคมี สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ในการท าวิจัย และให้ค าปรึกษาด้วยดีเสมอมา 
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บทที่ 1  บทน ำ 
 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 กำรศึกษำโปรตีโอมของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้พบในสัตว์หลำยชนิด ซึ่งส่วนใหญ่เป็นกำรศึกษำใน
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น หนู (Skerget et al., 2015; Baker et al., 2008; Cao et al., 2006a) วัว 
(Peddinti et al., 2008) ลิง (Sheri Skerget et al., 2013) รวมถึงมนุษย์ (Amaral et al., 2013) 
งำนวิจัยส่วนใหญ่ที่ศึกษำในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ ำนมโดยเฉพำะในมนุษย์ เป็นกำรศึกษำโปรตีนที่
เป็นองค์ประกอบของโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เพ่ืออธิบำยถึงกลไกกำรท ำงำนและคุณภำพของ
เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือค้นหำโปรตีนจ ำเพำะส ำหรับบ่งชี้ภำวะเป็นหมันในเพศ
ผู้ รวมถึงบ่งชี้ควำมปกติและผิดปกติของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ และท ำให้ทรำบถึงโปรตีนที่เก่ียวข้อง
กับกระบวนกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (Johnston et al., 2005; Li et al., 2016) ผลกำรศึกษำ
โดยใช้เทคนิคทำงโปรติโอมิกส์แสดงให้เห็นว่ำโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เป็นโปรตีนที่เก่ียวข้อง
กับกำรสร้ำงพลังงำนส ำหรับใช้ภำยในเซลล์  กำรแบ่งเซลล์ กำรเคลื่อนที่ของเซลล์ กำรล ำเลียงเซลล์
ออกจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ โครงร่ำงของเซลล์ (Martínez-Heredia et al., 2006)  นอกจำกนี้ยัง
มีกำรศึกษำถึงโปรตีนที่พบเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์ไข่ในขั้นตอนกำรปฏิสนธิ (Dorus et 
al., 2010) ทั้งนี้กำรศึกษำโปรตีนโดยใช้เทคนิคทำงโปรติโอมิกส์ สำมำรถอธิบำยได้ถึงกลไกกำรท ำงำน
ของโปรตีนที่ควบคุมกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ และสำมำรถประยุกต์ใช้ในเรื่องกำรคัดเลือกเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ หรือใช้ในทำงกำรแพทย์เพ่ือน ำไปพัฒนำเทคโนโลยีกำรรักษำสภำวะเป็นหมันในเพศ
ชำยได้ (Kwon et al., 2015)         
 ส ำหรับกำรศึกษำโปรตีโอมในเซลล์สืบพันธุ์ของกลุ่มสัตว์น้ ำ มีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือศึกษำ
คุณภำพของน้ ำเชื้อ เพื่อกำรปฏิสนธิและกำรเพำะเลี้ยงให้ได้ลูกหลำนที่มีคุณภำพดี เช่น ปลำ (Nynca 
et al., 2014) และเม่นทะเล (Qin et al., 2018)      
 ส ำหรับสัตว์ในกลุ่มหอย (Mollusca) พบกำรศึกษำโปรตีโอมในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้น้อย 
กำรศึกษำส่วนใหญ่พบในหอยเศรษฐกิจ เช่น หอยเชลล์ (Pecten maximus) (Boonmee et al., 
2016) หอยนำงรมแปซิฟิก (Crassostrea gigas) (Kingtong et al., 2013) และ หอยแมลงภู่ 
(Mytilus galloprovincialis) (Diz et al., 2012) โดยมีวัตถุประสงค์กำรศึกษำเกี่ยวข้องกับกำร
คุณภำพน้ ำเชื้อ เพื่อหำโปรตีนที่ใช้บ่งชี้คุณภำพของเซลล์สืบพันธุ์ (biomarker of gamete quality)
โดยเปรียบเทียบระหว่ำงโปรตีโอมของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้กลุ่มที่มีควำมสมบูรณ์พันธุ์ (mature) และท่ี
เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้กลุ่มที่ยังไม่สมบูรณ์พันธุ์ (immature) ผลที่ได้จำกกำรศึกษำเหล่ำนี้จะเป็นข้อมูล
พ้ืนฐำนที่ส ำคัญในกำรประยุกต์ใช้ส ำหรับกำรคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีคุณภำพน้ ำเชื้อดี ข้อมูลเชิงคุณภำพ
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ส ำหรับบ่งชี้คุณภำพน้ ำเชื้อมีควำมส ำคัญในกำรพัฒนำระบบกำรเพำะเลี้ยงหอยเศรษฐกิจให้มี
คุณภำพสูง และพัฒนำไปสู่กำรเพำะเลี้ยงเชิงอุตสำหกรรม ดังนั้นกำรคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีคุณภำพ
น้ ำเชื้อที่ดีจึงมีควำมจ ำเป็นอย่ำงมำก อย่ำงไรก็ดียังไม่พบกำรศึกษำโปรตีโอมของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ใน
หอยนำงรมปำกจีบ Saccostrea cucullata (Born, 1778) ซึ่งเป็นชนิดที่มีกำรเพำะเลี้ยงบริเวณ
ชำยฝั่งทะเลของประเทศไทย โดยเฉพำะในภำคตะวันออกบริเวณชำยฝั่งจังหวัดชลบุรี จันทบุรี ระยอง 
และ ตรำด กำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมปำกจีบอำศัยตัวอ่อนจำกธรรมชำติเป็นหลัก ซึ่งอำจประสบ
ปัญหำตัวอ่อนขำดแคลนเนื่องจำกตัวอ่อนในธรรมชำติมีจ ำนวนลดลงซึ่งอำจมีผลมำจำกสภำพแวดล้อม
ที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น สภำพอำกำศแปรปรวน ท ำให้น้ ำทะเลมีอุณหภูมิที่เปลี่ยนไปจำกปกติ ค่ำควำม
เป็นกรด ด่ำง และควำมเค็มของน้ ำทะเลเปลี่ยนแปลงไป ท ำให้เซลล์สืบพันธุ์ที่ปล่อยออกมำเพ่ือ
ปฏิสนธิในน้ ำนั้นได้รับผลกระทบโดยตรงและไม่เหมำะสมต่อกำรเจริญและพัฒนำของตัวอ่อน (Barros 
et al., 2013; Rahman et al., 2013)       
 ในบำงประเทศจึงได้มีควำมพยำยำมพัฒนำระบบเพำะเลี้ยงตัวอ่อนเพ่ือแก้ไขปัญหำขำด
แคลนตัวอ่อนดังกล่ำว ซึ่งประสบควำมส ำเร็จในหอยนำงรมบำงชนิด เช่น Crassostrea gigas (FAO, 
2016) และ Crassostrea virginica (Ozbay et al., 2014) กำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมในระบบกำร
เพำะเลี้ยง ท ำได้โดยกำรเก็บเซลล์สืบพันธุ์จำกหอยเพศผู้และเพศเมียเพ่ือผสมเทียมให้ได้ตัวอ่อน และ
อนุบำลตัวอ่อนในโรงเพำะเพ่ือให้ได้ตัวอ่อนระยะลงเกำะ (veliger larva) แล้วจึงสำมำรถน ำไปเลี้ยง
ต่อไป ซึ่งในข้ันตอนของกำรเก็บเซลล์สืบพันธุ์จำกพ่อแม่พันธุ์นั้น ท ำได้สองวิธี ได้แก่ วิธีแรก เป็นกำร
กระตุ้นให้พ่อแม่พันธุ์ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เอง (spawning method) (Coppolino et al., 1997; 
Richard K. Wallace et al., 2008) หรืออำจมีกำรกระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ได้หลำยวิธี เช่น 
กำรกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ (Thermal shock) (Chávez-Villalba et al., 2002) เช่น ในระบบ
เพำะเลี้ยงหอยในแถบยุโรป หรือกำรฉีดฮอร์โมน serotonin เข้ำไปในตัวหอยนำงรม (Braley, 1985) 
เพ่ือกระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำ วิธีที่สอง เป็นกำรใช้เทคนิคกำรกรีดน้ ำเชื้อ (stripping 
method) ออกมำจำกอวัยวะสืบพันธุ์โดยตรงซึ่งจะใช้มีดกรีดผ่ำนอวัยวะสืบพันธุ์เพ่ือให้เซลล์สืบพันธุ์
หลุดออกมำจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ โดยวิธีนี้อำจมีท้ังเซลล์สืบพันธุ์ที่สมบูรณ์และเซลล์ที่ก ำลัง
พัฒนำและเศษเนื้อเยื่อติดมำด้วย ซึ่งทั้งสองวิธีนี้ถูกน ำมำใช้ในกำรผสมเทียมหอยนำงรมในระบบ
เพำะเลี้ยง อย่ำงไรก็ดีในระบบผสมเทียมหอยนำงรมยังประสบปัญหำควำมแปรปรวนของระบบกำร
ผลิตตัวอ่อนท ำให้ได้ผลผลิตไม่คงที่ ปัญหำดังกล่ำวอำจเกิดจำกคุณภำพชองเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง จึง
ได้มีกำรศึกษำศึกษำโปรตีโอมของเซลล์สืบพันธุ์ควบคู่กันไปเพ่ือให้เข้ำใจกลไกกำรท ำงำนของเซลล์
สืบพันธุ์ในกลุ่มหอยสองฝำมำกข้ึน        
 ในงำนวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยต้องกำรศึกษำโครงสร้ำงของเซลล์สืบพันธุ์และโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบของเซลล์อสุจิของหอยนำงรมปำกจีบ นอกจำกนี้ยังเปรียบเทียบโปรตีโอมของเซลล์
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สืบพันธุ์เพศผู้ที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้งสองวิธี คือ spawning method และ stripping method 
เพ่ือเป็นข้อมูลด้ำนชีววิทยำระดับโมเลกุลส ำหรับประยุกต์ใช้ในกำรคัดเลือกเซลล์สืบพันธุ์ที่เหมำะสมใน
กำรเพำะเลี้ยงลูกหอยต่อไป   
 

วัตถุประสงค์ในงำนวิจัย 
 1. เพ่ือศึกษำกำรเจริญและพัฒนำของ sperm ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนำงรม
ปำกจีบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (TEM) 
 2. เพื่อศึกษำควำมแตกต่ำงของน้ ำเชื้อจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 2 วิธี คือ กำรปล่อยเซลล์สืบพันธุ์
เองตำมธรรมชำติ (spawning method) และกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยกำรกรีดอวัยวะ
สืบพันธุ์ (stripping method) ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (TEM) 
 3. เพื่อระบุชนิดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในน้ ำเชื้อของหอยนำงรมปำกจีบ  
 4. เพ่ือเปรียบเทียบถึงควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบในน้ ำเชื้อของหอยนำงรมปำกจีบจำก
กำรเก็บตัวอย่ำงน้ ำเชื้อ 2 วิธี คือ spawning method และ stripping method  
 5. เพ่ือสร้ำงแผนที่อ้ำงอิงโปรตีน (reference map) จำกโปรตีนที่พบในน้ ำเชื้อของ 
หอยนำงรมปำกจีบ 
 

ขอบเขตกำรวิจัย 
 ใช้หอยนำงรมปำกจีบ Saccostrea cucullata (Born, 1778) ในกำรท ำวิจัยจำกพ้ืนที่
เพำะเลี้ยงหอยชำยฝั่งอ่ำงศิลำ จังหวัดชลบุรี โดยเลือกหอยโตเต็มวัยที่มีขนำดเปลือกประมำณ 4-7 
เซนติเมตร จำกนั้นน ำหอยมำเลี้ยงปรับสภำพในห้องปฏิบัติกำรเป็นเวลำ 2 สัปดำห์ โดยให้อำหำรที่
เป็นแพลงก์ตอนพืช (Nannochloropsis sp.) และแพลงก์ตอนสัตว์ (Chaetoceros sp.) อย่ำงละ 1 
ลิตร/วัน จำกนั้นท ำกำรเก็บตัวอย่ำง 2 วิธี คือ กระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองตำมธรรมชำติ 
(spawning method) และใช้เทคนิค stripping method ในกำรเก็บตัวอย่ำงโดยกำรกรีดบริเวณ
อวัยวะสืบพันธุ์ หลังจำกเก็บตัวอย่ำงแล้ว ผู้วิจัยแบ่งศึกษำออกเป็น 2 ส่วน คือ 
 ส่วนที่ 1 กำรศึกษำโครงสร้ำงของเซลล์โดยกำรใช้ TEM โดยผู้วิจัยตัดเนื้อเยื่อบริเวณอวัยวะ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (gonad) จำกหอยนำงรมปำกจีบเพศผู้ 3 ตัว เพื่อดูกำรเจริญและพัฒนำของเซลล์
ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ นอกจำกนั้น ยังท ำกำรศึกษำถึงควำมแตกต่ำงของเซลล์ที่ได้จำกกำรเก็บ
ตัวอย่ำง 2 วิธี คือ stripping method (3 ตัว) และ spawning method (3 ตัว)  
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 ส่วนที่ 2 ท ำกำรศึกษำเพ่ือระบุชนิดโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้โดยใช้เทคนิค 2D gel 
electrophoresis โดยท ำกำรวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS และน ำไปเทียบกับฐำนข้อมูลเพ่ือระบุชนิด
โปรตีนที่พบและท ำกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 2 วิธีจำก
โปรแกรม Delta 2D (DECODON, Germany) 
 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับในงำนวิจัย 
 1. ข้อมูลกำรเจริญและพัฒนำของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนำงรม
ปำกจีบ 
 2. องค์ควำมรู้ด้ำนชนิดและปริมำณของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในน้ ำเชื้อของหอยนำงรม
ปำกจีบ 
 3. ทรำบถึงควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบในประชำกรเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จำกกำรเก็บ
ตัวอย่ำงน้ ำเชื้อ 2 วิธี คือ กำรปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองตำมธรรมชำติ (spawning method) และกำร
เก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยกำรกรีดอวัยวะสืบพันธุ์ (stripping method)  
 4. ข้อมูลจำกงำนวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อกำรหำตัวบ่งชี้คุณภำพของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
(biomarker of male gamete quality) น ำไปสู่กำรประยุกต์ใช้ในกำรคัดเลือกพ่อพันธุ์คุณภำพดี
ส ำหรับกำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมในเชิงพำณิชย์ต่อไปในอนำคต
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บทที่ 2 เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 หอยนำงรม (Oyster) 
 หอยนำงรมเป็นหอยสองฝำ (bivalve) ที่เป็นสัตว์เศรษฐกิจที่ส ำคัญของประเทศไทย 
เนื่องจำกคนไทยนิยมน ำมำบริโภคเป็นอำหำร หอยนำงรมเป็นสัตว์ที่เกำะอยู่กับที่โดยมีเปลือกข้ำงซ้ำย
เกำะอยู่กับวัสดุที่เป็นของแข็ง เช่น ตำมแนวโขดหิน ดังนั้นหอยนำงรมที่ลงยึดเกำะแล้วจึงไม่มีกำร
เคลื่อนที่อีกตลอดชีวิต ด้วยเหตุนี้หอยนำงรมจึงไม่มีเท้ำ (foot) เหมือนกับหอยสองฝำชนิดอื่น ๆ 
เปลือกหอยนำงรมประกอบด้วยสำรประกอบหินปูน (CaCO3) เป็นส่วนใหญ่เช่นเดียวกับหอยสองฝำ
ชนิดอื่น ๆ เปลือกด้ำนบนที่มีลักษณะแบนและบำง ส่วนเปลือกด้ำนล่ำงจะเกำะติดกับวัสดุ เช่น โขด
หิน ซึ่งจะหนำกว่ำเปลือกบน และมีลักษณะโค้งเว้ำคล้ำยถ้วย ส ำหรับรองรับตัวหอย เชื่อมกันด้วยบำน
พับ (hinge) ขอบเปลือกมีลักษณะเป็นจีบ และเปลือกมีลักษณะเป็นเกล็ดเรียงซ้อนทับกันเป็นรอย
หยัก ขนำดควำมยำวในตัวโตเต็มวัยประมำณ 4-7 เซนติเมตร ซึ่งจะไม่มีรูปร่ำงลักษณะที่แน่นอน โดย
จะข้ึนอยู่กับสภำพแวดล้อมที่หอยนำงรมปำกจีบนั้นอำศัยอยู่ สำมำรถพบหอยนำงรมได้ในบริเวณน้ ำ
ขึ้นน้ ำลงทั้งในน้ ำกร่อยและในทะเล เช่น บริเวณปำกแม่น้ ำ ชำยฝั่งที่มีกระแสน้ ำหมุนเวียนตลอดเวลำ 
(ไพโรจน์ พรหมำนนท์, 2526) หอยนำงรมกินอำหำรโดยกำรกรองกินอำหำรขนำดเล็ก ได้แก่ แพลงก์
ตอนพืช แพลงก์ตอนสัตว์ หอยนำงรมเป็นสัตว์ที่แยกเพศ (dioecious) ในช่วงที่มีกำรผสมพันธุ์หอยตัว
เมียจะปล่อยไข่ และหอยตัวผู้จะปล่อยน้ ำเชื้อออกมำปฏิสนธิกันในน้ ำ ซึ่งเป็นกำรผสมพันธุ์แบบ
ภำยนอกล ำตัว (external fertilization) 
 
หอยนำงรมปำกจีบ (Saccostrea cuccullata Born, 1778)  
 หอยนำงรมปำกจีบ หรือท่ีเรียกกันว่ำ หอยนำงรมพันธุ์เล็ก หรือหอยเจำะ มักจะอยู่รวมกัน
เป็นกลุ่มๆ ตั้งแต่ชำยฝั่งถึงระดับน้ ำลึก 5 เมตร พบมำกใน จังหวัดระยอง จันทบุรี ชลบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ สุรำษฎร์ธำนี และระนอง (กรมประมง, 2536)  ส ำหรับในกำรจ ำแนกหอยนำงรมปำก
จีบตำมหลักอนุกรมวิธำนของสัตว์ สำมำรถจ ำแนกได้ดังนี้ 
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 อำณำจักร (Kingdom): Animalia  
      ไฟลัม (Phylum): Mollusca  
           ชั้น (Class): Bivalvia  
                อันดับ (Order): Ostreoida  
                     วงศ์ (Family): Ostreidae  
                          สกุล (Genus): Saccostrea  
                               ชนิด (species): S. cuccullata (Born, 1778) 
 
อวัยวะภำยนอกของหอยนำงรมปำกจีบ 
 อวัยวะที่ส ำคัญของหอยนำงรมปำกจีบ ดังแสดงในภำพที่ 2-1 ซึ่งประกอบด้วย  
1. Shell มีลักษณะเป็นรอยหยัก มี 2 ฝำประกบกัน โดยที่เปลือกซ้ำยจะแบนกว่ำเปลือกขวำ ซึ่ง
เปลือกขวำจะมีลักษณะเว้ำลึกเป็นที่รองรับล ำตัวของหอย 
2. Adductor muscle หรือกล้ำมเนื้อยึดเปลือก ท ำหน้ำที่ในกำรยึดเปลือกท้ัง 2 ข้ำงให้เชื่อมกัน 
3. Gills เป็นอวัยวะที่ใช้ส ำหรับกรองอำหำรและใช้ในกำรแลกเปลี่ยนก๊ำซ 
4. Gonad เป็นอวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ โดยหอยนำงรมนั้นเป็นสัตว์ที่ไม่สำมำรถแยกเพศได้จำกกำร
มองด้วยตำเปล่ำ ซึ่งในกำรตรวจสอบเพศต้องตรวจสอบภำยในกล้องจุลทรรศน์ ถ้ำเป็นเซลล์ไข่ ภำยใต้
กล้องพบไข่ท่ีมีลักษณะสีน้ ำตำล รูปร่ำงกลม รี ถ้ำเป็น sperm ภำยใต้กล้องพบ sperm มีลักษณะเป็น
จุดเล็ก ๆ เคลื่อนที่ได้  
5. Labial palps หรือแผ่นปำก ท ำหน้ำที่เป็นอวัยวะที่ควบคุมปริมำณอำหำรที่กินเข้ำไปให้มีอนุภำค
เล็ก  
 

 
 
ภำพที่ 2-1 อวัยวะภำยนอกของหอยนำงรมปำกจีบ 
 

 

Shell 

Gonad Adductor muscle 

Gills Labial palps 
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2.2 ข้อมูลด้ำนกำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมปำกจีบ 
 หอยนำงรมปำกจีบมีกำรเลี้ยงหลำยรูปแบบ เช่น เลี้ยงบนก้อนหิน เลี้ยงโดยใช้ไม้ไผ่ เลี้ยงแบบ
ใช้ท่อซีเมนต์ เลี้ยงแบบแขวน หรือเลี้ยงในกระบะไม้ เป็นต้น (ภำพที่ 2-2) โดยระยะเวลำกำรเลี้ยง 
ขึ้นอยู่กับขนำดของหอยที่น ำมำเลี้ยง (ไพโรจน์ พรหมำนนท์, 2533) ซึ่งกำรเพำะเลี้ยงเหล่ำนี้ใช้ตัวอ่อน
จำกธรรมชำติเป็นหลัก (กรมประมง, 2536)   
 

 
 
ภำพที่ 2-2 ตัวอย่ำงรูปแบบกำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมในประเทศไทย 
 ที่มำ: ดัดแปลงจำก (http://www.dmcr.go.th) 
 

2.3 กำรสืบพันธุ์ของหอยนำงรม 
 หอยสองฝำส่วนใหญ่มีเพศแยก ไม่มีกำรจับคู่ผสมพันธุ์ ฤดูผสมพันธุ์จะอยู่ในช่วงฤดูร้อนและ
ฤดูฝน ช่วงที่อุณหภูมิเริ่มสูงขึ้นหลังฤดูหนำวในแถบเขตร้อนหลำยแห่งหอยนำงรมสำมำรถวำงไข่ได้
ตลอดทั้งปี หอยนำงรมสำมำรถเปลี่ยนเพศได้ ตอนเล็ก ๆ จะเป็นเพศผู้ ถ้ำโตขึ้นจะเปลี่ยนเพศเป็นตัว
เมีย กำรสืบพันธุ์ในหอยนำงรมจะเป็นกำรปฏิสนธิภำยนอกร่ำงกำย คือ หอยนำงรมจะปล่อยเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) และเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย (egg) ปล่อยออกมำภำยนอกร่ำงกำยผ่ำนทำงช่อง
ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ (gonophore) (Galtsoff, 1964) และมีปฏิสนธิภำยนอกล ำตัวในน้ ำทะเลและ
เจริญเติบโตเป็นลูกหอย โดยเริ่มจำกกำรเกิด polar body เมื่อเซลล์ไข่ได้รับกำรปฏิสนธิ จำกนั้นเกิด
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กำรแบ่งเซลล์จนพัฒนำเป็นตัวอ่อนที่สำมำรถว่ำยน้ ำได้ เรียกระยะกำรเจริญนี้ว่ำ trochophore larva 
เมื่อตัวอ่อนมีกำรเจริญและพัฒนำเป็นลูกหอยระยะ veriger ซึ่งเป็นระยะที่ลูกหอยเริ่มสร้ำงเปลือก
และเป็นระยะที่พร้อมลงเกำะกับโคดหิน หรือวัสดุแข็งเพ่ือเจริญเติบโตต่อไป เมื่อลูกหอยลงเกำะแล้ว 
ลูกหอยนำงรมจะไม่เคลื่อนที่อีกตลอดชีวิต (ธรณ์ ธำรงนำวำสวัสดิ์ และคณะ, 2551) 
 

2.4 ช่วงฤดูกำลปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนำงรมปำกจีบ 
 หอยนำงรมที่พบในประเทศไทยจะวำงไข่ตลอดปี ซึ่งมำกหรือน้อยขึ้นอยู่กับชนิดแหล่งที่อยู่
และสภำพแวดล้อม เช่น ควำมเค็มและอุณหภูมิของน้ ำทะเล โดยในหอยนำงรมปำกจีบจะวำงไข่เป็น 
3 ช่วง คือช่วงแรก เดือนมีนำคม-เมษำยน (ฤดูร้อน) ช่วงที่ 2 เดือนมิถุนำยน-กรกฎำคม (ฤดูฝน) และ
ช่วงที่ 3 เดือนกันยำยน-ตุลำคม (ปลำยฤดูฝน) (คเชนทร เฉลิมวัฒน์, 2544) 
 

2.5 เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (Sperm) 
 sperm ในหอยนำงรมมีขนำดเล็กมำก ประมำณ 2-3 µm เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ไข่ 
ประกอบด้วย 3 ส่วนหลัก ๆ คือ ส่วนหัว ประกอบด้วย nucleus และ acrosome ซึ่งภำยในบรรจุ
เอนไซม์ที่ใช้ย่อย vitelline membrane ส่วนตัวประกอบด้วย mitochondrial body ที่ใช้เป็นแหล่ง
ให้พลังงำนของเซลล์อสุจิโดยจะอยู่ล้อมรอบ centriole และ ส่วนหำงที่ช่วยในกำรเคลื่อนที่ (Franco 
et al., 2008; Nuurai et al., 2016) (ภำพที่ 2-3) 
 

 
  
ภำพที่ 2-3 โครงสร้ำงของเซลล์อสุจิของหอยนำงรม Saccostrea forskali ที่ศึกษำด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (TEM)  
 ที่มำ: (Boonmee et al., 2016) 
หมำยเหตุ: acrosome (Ac), axial rod (ax), flagella (F), microtubule (Mt), mitochondria 

(Mi), nucleus (N), plasma membrane (Pm) และ subacrosomal space (SA)  
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 ในหอยนำงรมพบกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เช่นเดียวกับที่พบในสัตว์กลุ่มมีกระดูกสันหลัง 
แต่พบโครงสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ต่ำงกันเล็กน้อย โดยจะพบไมโทคอนเดรียรวมกันเป็นก้อนขนำดใหญ่  
4-5 ไมโทคอนเดรีย (Yurchenko, 2012)  

เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (spermatogonium) มีกำรแบ่งเซลล์แบบ mitosis เพ่ือเพ่ิมจ ำนวน
เซลล์สืบพันธุ์ในระยะเริ่มต้น และมีกำรแบ่งเซลล์แบบ meiosis  เพ่ือเพ่ิมจ ำนวนเซลล์สืบพันธุ์ต่อไป 
และเม่ือถึงระยะที่พร้อมปล่อยเซลล์สืบพันธุ์แล้วนั้น หอยจะเริ่มปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำ (คเชนทร 
เฉลิมวัฒน์, 2544) 

โดยในกระบวนกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้นั้นสำมำรถแบ่งตำมกำรพัฒนำของอวัยวะ
สืบพันธุ์เพศผู้ ออกเป็น 4 ระยะ (ภำพที่ 2-4) ซึ่งประกอบด้วย 

1. ระยะที่ 0 เป็นระยะพักตัวของอวัยวะสืบพันธุ์ เซลล์สืบพันธุ์ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์
ยังไม่มีกำรพัฒนำ ท ำให้ไม่สำมำรถแยกเพศหอยได้ เนื่องจำกไม่พบเซลล์ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ 
(Gonadal tubule) 

2. ระยะที่ 1 เป็นระยะที่เริ่มมีพัฒนำกำรเซลล์สืบพันธุ์โดยมีกำรแบ่งเซลล์แบบ mitosis 
เพ่ือเพ่ิมจ ำนวนเซลล์ ท ำให้ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์พบเซลล์สืบพันธุ์ในระยะ primary 
spermatocytes จ ำนวนมำก 

3. ระยะที่ 2 เป็นระยะที่มีกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ในระยะ spermatid จ ำนวนมำกอยู่
ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ 

4. ระยะที่ 3 เป็นระยะสุดท้ำยของกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ที่ก ำลังจะปล่อย จะพบเซลล์
สืบพันธุ์ที่พัฒนำเกือบสมบูรณ์ (spermatid) และพัฒนำสมบูรณ์แล้ว (spermatozoa) ภำยในท่อ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (Franco et al., 2008) 
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ภำพที่ 2-4 ระยะกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนำงรม 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  

หมำยเหตุ: (mantle (M), gonadal area (GA), connective tissue (CT), digestive diverticula 
(DD), digestive tract (DT), gonadal tubule (GT), ciliated epithelium (CE), germ cells (GC) 
 

2.6 กำรผสมเทียม 
 ในระบบกำรเพำะเลี้ยงหอยนำงรมนิยมใช้เทคนิคในกำรผสมเทียมอยู่ 2 วิธีหลัก ๆ คือ วิธี 
Stripping method (Allen and Bushek, 1992) ซึ่งเป็นกำรผสมเทียมหอยโดยวิธีกำรผ่ำอวัยวะ
สืบพันธุ์ (gonad) และเข่ียเอำเซลล์สืบพันธุ์ออกมำผสมกันโดยตรง ซึ่งวิธีนี้ใช้ได้ผลเป็นอย่ำงดีกับหอย
นำงรม  ข้อควรระวังของวิธีนี้คือควรใช้เฉพำะหอยที่มีควำมสมบูรณ์เพศเท่ำนั้นเนื่องจำกในกำรผสม
เทียมด้วยวิธีนี้ต้องกำรเซลล์สืบพันธุ์เป็นจ ำนวนมำก ดังนั้นเซลล์สืบพันธุ์ที่ได้เมื่อน ำไปส่องดูภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์แล้วควรเห็นลักษณะเซลล์สืบพันธุ์ดังนี้ ในไข่ควรมีลักษณะค่อนข้ำงกลมสีน้ ำตำล ส่วน
น้ ำเชื้อตัวผู้เมื่อส่องดูจำกกล้องจุลทรรศน์จะพบ sperm เคลื่อนที่ ถ้ำใช้หอยที่ไม่สมบูรณ์เพศ อำจท ำ
ให้ได้ลูกหอยที่ไม่สมบูรณ์ หรืออีก 1 วิธี คือ Spawning method โดยวิธีนี้เป็นวิธีที่ให้หอยปล่อยเซลล์
สืบพันธุ์ออกมำเองตำมธรรมชำติ ซึ่งมีกำรกระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธ์ได้หลำยวิธี เช่น กำร
กระตุ้นด้วยอุณหภูมิ (thermal shock) (Chávez-Villalba et al., 2002) เช่น ในระบบเพำะเลี้ยง
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หอยในแถบยุโรป หรือกำรฉีดฮอร์โมน serotonin เข้ำไปในตัวหอยนำงรม (Braley, 1985) เพ่ือ
กระตุ้นให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำภำยนอก 
 

2.7 โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธ์เพศผู้  
 กำรศึกษำโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้นั้น ส่วนใหญ่มีกำรศึกษำกันในสัตว์
หลำยชนิด ทั้งในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น ในหนู (Skerget et al., 2015) มีกำรศึกษำถึง
โครงสร้ำงของโปรตีนที่พบในแฟลเจลลัมในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ พบโปรตีนกลุ่ม Tektins ซึ่งเป็นโปรตีน
ที่เป็นองค์ประกอบหลักในแฟลเจลลัม (Cao et al., 2006b) (Baker et al., 2008) ในวัว (Peddinti 
et al., 2008) ในลิง (Sheri Skerget et al., 2013) รวมทั้งในมนุษย์ (Johnston et al., 2005; 
Martínez-Heredia et al., 2006; Wang et al., 2013) ซึ่งงำนวิจัยส่วนใหญ่ที่ศึกษำในกลุ่มสัตว์มี
กระดูกสันหลัง เป็นกำรศึกษำถึงโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เพ่ืออธิบำยถึงกลไก
กำรท ำงำนและคุณภำพของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ เพื่อตรวจสอบภำวะเป็นหมัน โดยโปรตีนที่พบในเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้นั้นสำมำรถใช้เป็นตัวชี้วัด (Biomarker) ถึงควำมปกติและผิดปกติของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้
ได้ เนื่องจำกพบโปรตีนต่ำงชนิดกัน ท ำให้ทรำบถึงโปรตีนที่เป็นตัวก ำหนดและควบคุมกำรสร้ำงเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ เช่น ในกำรศึกษำของ (Li et al., 2016) ศึกษำถึงโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ใน
มนุษย์ เพื่อน ำไปพัฒนำเทคโนโลยีเกี่ยวกับกำรรักษำภำวะเป็นหมัน ซึ่งพบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
องค์ประกอบทั่วไปใน sperm เช่น Tubulin, Acrosin, mitochondrial proteins หรือ 
cytoskeletal proteins และพบโปรตีนที่ควบคุมภำวะเจริญพันธุ์ คือ P25b ซึ่งสำมำรถบอกถึง
คุณภำพของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ โดยถ้ำระดับ P25b ต่ ำลงท ำให้ควำมสมบูรณ์ในเซลล์สืบพันธุ์ลดลง
ด้วยเช่นกัน (Parent et al., 1999) เป็นต้น 
 โดยทั่วไปโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ กำรสร้ำงพลังงำนที่ใช้
ภำยในเซลล์ กำรแบ่งเซลล์ในท่อสืบพันธุ์ เช่น Heat shock-related 70 kDa protein 2 (HSPA2) ที่
เกี่ยวข้องกับกำรแบ่งเซลล์แบบ meiosis ในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรเซลล์ 
เช่น Cyclin dependent kinase 5 (CDK5)โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับโครงร่ำงของเซลล์และกำรเคลื่อนที่
ของเซลล์ เช่น ACTB, ARPM2, Tektin 2 (TEKT2), Tubulin beta subunit (TUBB) หรือโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับกำรล ำเลียงเซลล์ออกจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (Martínez-Heredia et al., 2006) 
นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำถึงกลไกของเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์ไข่ในขั้นตอนกำรปฏิสนธิ 
(Dorus et al., 2010) ซึ่งพบโปรตีน เช่น Cysteine rich secretory protein 2 (CRISP2), AKAP-
binding sperm protein ropporin (ROPN1), Sperm acrosome associated (SPACA) เป็นต้น 
ทั้งนี้กำรศึกษำโปรตีนโดยใช้เทคนิคทำงโปรตีโอมิกส์ สำมำรถอธิบำยได้ถึงกลไกกำรท ำงำนของโปรตีน
ที่ควบคุมกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ และสำมำรถประยุกต์ใช้ในเรื่องกำรคัดเลือกเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
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หรือใช้ในทำงกำรแพทย์เพ่ือน ำไปพัฒนำเทคโนโลยีกำรรักษำสภำวะเป็นหมันในเพศชำยได้ (Kwon et 
al., 2015)  
 

2.8 กำรศึกษำโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในกลุ่มหอยสองฝำ 
 มีกำรศึกษำโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยหลำยชนิด เช่น ในหอยนำงรมในแถบ
แปซิฟิก (Crassostrea gigas) พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ โครงร่ำงของเซลล์และกำรเคลื่อนที่ของเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ เช่น Actin-1, Tubulin beta-4B chain, Tektin-2, Tektin-4, Ropporin-1, and 
Dynein light chain เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรผลิตพลังงำนเพ่ือใช้ในเซลล์ เช่น Isocitrate 
dehydrogenase, ATP synthase subunit D โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรเจริญและพัฒนำ
ของเซลล์ เช่น Heat shock 70 kDa protein A (Kingtong et al., 2013) (Boonmee et al., 
2016) (ภำพที่ 2-5) หรือกำรศึกษำและระบุชนิดโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยแมลงภู่ 
(Zhang et al., 2015) ซึ่งพบโปรตีนที่แบ่งกลุ่มได้ (ภำพที่ 2-6) รวมทั้งมีกำรศึกษำถึงโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับกำรสื่อสำรระหว่ำงเซลล์ด้วยเช่นกัน (Xiaohong et al., 2015)  
  

 
 
ภำพที่ 2-5 องค์ประกอบของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยเชลล์ (Pecten maximus) 
 ที่มำ: (Boonmee et al., 2016) 
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ภำพที่ 2-6 องค์ประกอบของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยแมลงภู่  

(Mytilus galloprovincialis)  
ที่มำ: (Zhang et al., 2015) 
 

2.9 Proteomics 
 โปรตีโอมิกส์ (Proteomics) คือ กำรศึกษำโมเลกุลโปรตีนจ ำนวนมำกทั้งระบบ ท ำกำร
ตรวจวัดโปรตีนหลำยชนิดได้พร้อมกันในครำวเดียว เพ่ือวัดปริมำณและรูปแบบกำรแสดงออกของ
โปรตีนทุกชนิด โดยโปรตีโอมิกส์สำมำรถลงลึกได้มำกถึงระดับกำรศึกษำโปรตีนทุกชนิดที่พบได้ใน
เซลล์ (whole proteome) ที่เป็นผลผลิตของยีนทั้งหมด (whole genome) โดยเริ่มจำกกำรสกัด
โปรตีนในตัวอย่ำงที่สนใจจะน ำมำวิเครำะห์ จำกนั้นน ำไปวัดปริมำณโปรตีนเพื่อให้ทรำบถึงควำมเข้น
ข้นของโปรตีนในตัวอย่ำง ก่อนที่จะน ำมำแยกโปรตีน ซึ่งกำรแยกโปรตีนนั้นมีหลำยวิธี เช่น 1. Gel-
based proteomic technologies เป็นแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้ำบน polyacrylamide gel 
(Polyacrylamide gel electrophoresis; PAGE) โดยสำมำรถแยกได้ตำมขนำดมวลโมเลกุล (1 มิติ) 
หรือแยกตำมขนำดโมเลกุลและค่ำประจุสุทธิของโปรตีน (2 มิติ) 2. Gel-free proteomic 
technologies เป็นกำรแยกโปรตีนโดยไม่ใช้เจล แต่จะใช้วิธีกำรอ่ืนในกำรแยกโปรตีนแทน เช่น ใช้
เทคนิค HPLC (High-performance liquid chromatography) หลังจำกท ำกำรแยกโปรตีนแล้วให้
น ำมำเปรียบเทียบกำรแสดงออกของกลุ่มตัวอย่ำง กรณีที่มีตัวอย่ำงมำกกว่ำ 1 กลุ่มตัวอย่ำง จำกนั้น
น ำส่วนของโปรตีนที่สนใจมำย่อยด้วย Trypsin ซึ่งเป็น enzyme ที่ท ำหน้ำที่ในกำรตัดสำย
polypeptide ให้สั้นลงเพ่ือให้สำมำรถน ำมำวิเครำะห์ด้วยเครื่อง Mass spectrometer ได้ จำกนั้น
ท ำกำรวิเครำะห์ peptide ด้วย Mass spectrometer เพ่ือวิเครำะห์ชนิดและปริมำณของโปรตีน 
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จำกนั้นท ำกำรแปรผลโครมำโทแกรมที่ได้จำกเครื่อง Mass spectrometer ให้เป็นล ำดับของกรด               
อะมิโน เพื่อระบุชนิดโปรตีนที่พบโดยเทียบกับฐำนข้อมูลของโปรตีน (protein database) 
(Aebersold and Mann, 2016) ซึ่งเทคนิคทำงโปรตีโอมิกส์นี้ท ำให้เห็นภำพรวมได้ว่ำโปรตีนทั้งเซลล์
ท ำงำนเชื่อมโยงกันอย่ำงไร ประกอบด้วยโปรตีนกลุ่มไหนบ้ำง และมีควำมคล้ำยคลึงกับสิ่งมีชีวิตใดบ้ำง
เมื่อน ำไปเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลโปรตีนที่มีอยู่  
 

2.10 Gel Electrophoresis  
 Electrophoresis เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโมเลกุลชีวภำพที่มีประจุไฟฟ้ำ เช่น กรดอะมิโน 
โปรตีน และสำรพันธุกรรม DNA RNA ผ่ำนเจลที่มีรูพรุน โดยอำศัยกำรท ำงำนของกระแสไฟฟ้ำผลัก
ให้โมเลกุลมีกำรเคลื่อนที่ ซึ่งโมเลกุลที่มีขนำดเล็กจะสำมำรถเคลื่อนที่ไปได้ไกลกว่ำโมเลกุลที่มีขนำด
ใหญ่ โดยทิศทำงกำรเคลื่อนที่ของโมเลกุลจะมีกำรเคลื่อนที่ไปยังขั้วตรงข้ำมกัน ท ำให้เกิดกำรแยก
โมเลกุลแต่ละชนิดได้  (Schagger, 2006) 
 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) เป็น
เทคนิคที่ใช้วิเครำะห์หำน้ ำหนักโมเลกุลของ polypeptide สำยเดี่ยว ช่วยในกำรแยกสำรออกจำกกัน
ได้ โดยโมเลกุลขนำดเล็กกว่ำรูพรุนของเจลสำมำรถเคลื่อนที่ผ่ำนเจลไปได้ ในขณะที่โมเลกุลที่มีขนำด
ใหญ่กว่ำรูพรุนจะถูกขัดขวำงกำรเคลื่อนที่ ท ำให้สำมำรถแยกขนำดของโมเลกุลได้ซึ่งขนำดของรูพรุน
สำมำรถปรับได้ตำมควำมเข้มข้นของ acrylamide และ bis-acrylamide โดยอำศัยหลักคือ กำรสร้ำง 
cross-inked polymer ที่เกิดจำกกำรสร้ำง polymer ระหว่ำง acrylamide monomer กับ bis 
โดยมี TEMED เป็น catalyst  ซึ่งสำรตัวอย่ำง อยู่ในสำรละลำยบัฟเฟอร์ที่มี pH เป็นด่ำงและ
ประกอบด้วย sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึ่งเป็น anionic detergent ที่มีประจุลบที่สำมำรถ
แยก polypeptide ที่อยู่รวมกันออกเป็นสำยเดี่ยวได้ และทุกสำยมีประจุลบจึงเคลื่อนที่เข้ำหำ 
ขั้วบวก โดยมี Dithiothreitol (DTT) เป็น reducing agent ในสำรตัวอย่ำงด้วย เพื่อใช้ท ำลำยพันธะ 
disulfide ในโปรตีน ซึ่งผลของกำรแยกโปรตีน สำมำรถมองเห็น band polypeptide เมื่อย้อมสีด้วย 
Coomassie blue และ หำน้ ำหนักโมเลกุลของ polypeptide แต่ละสำยของสำรตัวอย่ำงได้โดยสร้ำง
กรำฟควำมสัมพันธ์ ระหว่ำง log ของน้ ำหนักโมเลกุล กับอัตรำเร็วของกำรเคลื่อนที่ของโปรตีน
มำตรฐำน (Schagger, 2006) 
 
2.11 Isoelectric Focusing (IEF)  
 Isoelectric focusing เป็นกำรแยกประจุที่เป็นกลำงในสนำมไฟฟ้ำโดยเป็นวิธีกำรแยก
โมเลกุลที่มีประจุแตกต่ำงกัน ส ำหรับกำรแยกโปรตีนด้วยวิธีนี้ ของผสมโปรตีนต้องอยู่ภำยใต้
สนำมไฟฟ้ำโดยใช้ตัวค้ ำจุนที่ไม่เกิดปฏิกิริยำได้ง่ำย (inert support) โดยกำรแปรผันควำมแตกต่ำง
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ของค่ำ pH ท ำให้บริเวณขั้วบวก (anode) มีค่ำ pH ต่ ำกว่ำบริเวณข้ัวลบ (cathode) และช่วงค่ำควำม
เป็นกรด-เบสที่เลือกใช้ต้องรวมถึงค่ำ pH ที่โปรตีนมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ (isoelectric point, pI) ของ
โปรตีนที่เรำสนใจ โปรตีนที่มีค่ำ pH ต่ ำกว่ำค่ำ pI จะมีประจุเป็นบวกและเคลื่อนที่เข้ำหำขั้วลบ เมื่อ
โปรตีนเคลื่อนที่ไปจะท ำให้ค่ำ pH ลดลงจนกระทั่งค่ำ pH เท่ำกับค่ำ pI ท ำให้มีประจุสุทธิเป็นศูนย์ 
(ไม่มีประจุ) และโปรตีนจะหยุดเคลื่อนที่ ในทำงกลับกัน เมื่อโปรตีนมีค่ำ pH สูงกว่ำค่ำ pI โปรตีนจะมี
ประจุเป็นลบและเคลื่อนเข้ำหำขั้วบวก ดังนั้นโปรตีนแต่ละชนิดจึงเคลื่อนเป็นแถบเข้ำข้ัวไฟฟ้ำและไป
หยุดที่ค่ำ pH เท่ำกับค่ำ pI  
 
 2-Dimensional Gel Electrophoresis  

 2-Dimension gel electrophoresis เป็นกำรแยกโปรตีนใน 2 มิติ โดยกำรรวม 
IEF และ SDS-PAGE เข้ำด้วยกัน โดยมิติแรกโปรตีนจะถูกแยกด้วย IEF ซึ่งจะแยกโดยอำศัยควำมต่ำง
ของ pI จำกนั้นจึงแยกโปรตีนอีกครั้งในมิติที่สองด้วยวิธี SDS-PAGE ซึ่งอำศัยควำมแตกต่ำงของ
น้ ำหนักโมเลกุล (ภำพที่ 2-7)    

   

 
 
ภำพที่ 2-7 2-Dimensional Gel Electrophoresis  
 ที่มำ: (http://www.creative-proteomics.com) 
 

กำรแยกบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้ำสองมิติ (two-dimensional gel electrophoresis: 2D 
gel) เป็นกำรแยกบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้ำไปในสองทิศทำงที่ตั้งฉำกกันและในแต่ละทิศทำงอำศัย
หลักกำรแยกที่ต่ำงกัน เรียกว่ำ กำรแยกด้วยกระแสไฟฟ้ำสองมิติ (two-dimensional 
electrophoresis) อำจท ำได้โดยแยกโปรตีนตำมประจุในมิติแรกและติดตำมด้วยกำรแยกตำมขนำด
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ในมิติท่ีสอง กำรแยกในมิติแรกตำมประจุเป็นกำรแยกตัวอย่ำงโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้ำในเจล ซึ่งปกติ
แยกโดยอำศัยวิธี IEF จำกนั้นน ำ strip ที่ผ่ำนกำรแยกด้วยกระแสไฟฟ้ำในมิติแรกแล้วมำวำงใน
แนวนอนต่อกับขอบบนของ polyacrylamide gel ที่เตรียมไว้ส ำหรับแยกในมิติที่สองด้วยวิธี SDS-
PAGE สำย polypeptide ที่แยกตำมประจุใน strip (ในมิติแรก) จะเคลื่อนที่เข้ำไปในแผ่นเจลและ
แยกตำมขนำดของสำย polypeptide กำรแยกในมิติที ่ 2 นี้อำจใช้ polyacrylamide gel ที่มีควำม
เข้มข้นเดียวกันตลอดทั้งเจล หรือใช้ polyacrylamide gel ที่มีควำมเข้มข้นแตกต่ำงกัน ซึ่งข้ึนอยู่กับ
วิธีที่ใช้ในกำรท ำ และเมื่อแยกด้วยวิธี SDS-PAGE ในมิติท่ีสองเรียบร้อยแล้ว โปรตีนจะแยกออกจำก
กันซึ่งจะปรำกฏเป็นจุด (เมื่อน ำมำย้อมด้วยสี Coomassie blue) ซึ่งเป็นกำรแยกโปรตีนตำมประจุ
และมวลโมเลกุล ท ำให้โปรตีนที่แยกออกมำได้นั้นมีควำมบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น (Wilkins et al., 1996) 
หลักกำรท ำ 2D gel electrophoresis มีข้ันตอนตำมล ำดับดังนี้ 

1. สกัดโปรตีน (protein extraction) และกำรวัดปริมำณโปรตีน (protein quantification)  
2. โหลดโปรตีนใน IPG strip (rehydration) 
3. แยกโปรตีนในมิติท่ี 1 ซึ่งเป็นกำรแยกโปรตีนตำมประจุสุทธิของโปรตีน หรือ pI 

(isoelectric focusing: IEF) 
4. น ำ IEF gel มำท ำให้สำมำรถรันใน SDS-PAGE ได้ โดยกำรเปลี่ยนบัฟเฟอร์ใน IEF gel 

เป็น SDS buffer ซึ่งใช้ incubation buffer 2 ชนิดเพ่ือท ำลำยโครงสร้ำงสำมมิติของโปรตีน ชนิด
แรกจะประกอบด้วย SDS-sodium dodecyl sulfate และ DTT เพ่ือท ำให้โปรตีนมีประจุลบตลอด
ทั้งสำยและท ำลำยพันธะไดซัลไฟด์ของโปรตีน ส่วน incubation buffer ชนิดที่ 2 จะมีส่วนของ 
Iodoacetamide เป็นส่วนประกอบ ท ำหน้ำที่ป้องกันไม่ให้พันธะไดซัลไฟด์คืนตัว และน ำ strip ที่แยก
ด้วย IEF ในมิติท่ีหนึ่ง มำวำงให้แนบกับหน้ำเจลของ SDS-PAGE ตำมแนวนอน 

5. น ำไปแยกโปรตีนในมิติที่สองด้วยวิธี SDS-PAGE ต้องใช้เจลที่เหมำะสมกับกำรวำง IPG 
strip ตำมแนวยำว ดังนั้นจึงต้องใช้ซี่หวี (comb) แบบยำวในกำรเตรียมเจล และเหลือช่องส ำหรับ
หยอด protein molecular weight marker 1 ช่อง และเมื่อวำง IPG strip ลงใช่ช่องของ SDS-
PAGE แล้ว จะใช้ agarose ชว่ยยึด IPG strip ไม่ให้เคลื่อนที ่

6. ย้อมสีเจลโดยใช้สี 0.1% Coomassie blue 
7. วิเครำะห์รูปแบบ (pattern) ของโปรตีนที่ได้ ซึ่งใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ซึ่งในงำนวิจัยนี้

ใช้โปรแกรม Delta 2D (Germany) มำช่วยวิเครำะห์เพื่อเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงระหว่ำงกลุ่ม
โปรตีนที่เหมือนกันที่อยู่ต่ำงแผ่นเจลกนั โดยใช้เทคนิคกำรซ้อนภำพสแกนเจล โดยโปรแกรมนี้สำมำรถ
บอกควำมแตกต่ำงของระดับกำรแสดงออกของโปรตีนบนแผ่นเจลและสำมำรถจัดกลุ่มโปรตีนที่มีกำร
แสดงออกท่ีเหมือนกันได้อีกด้วย ซึ่งโปรแกรมนี้จะแปลงข้อมูลที่ได้จำกภำพแสกนเจลเป็นตัวเลขและ
สำมำรถหำเป็นค่ำทำงสถิติได้ด้วยเช่นกัน 
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8. น ำจุดที่สนใจในกำรศึกษำ น ำไปย่อยเจลด้วย trypsin แล้วน ำไปเข้ำเครื่อง LC-MS/MS 
เพ่ือวิเครำะห์โปรตีนต่อไป  

9. หลังจำกท่ีได้ไฟล์จำกเครื่อง LC-MS/MS ท ำให้ได้มำซึ่งข้อมูลโครมำโทรแกรมและแมส
สเปกตรัม จำกนั้นน ำข้อมูลที่ได้ไปค้นหำและระบุชนิดของโปรตีนจำกฐำนข้อมูลโดยจะยึดหลักควำม
เหมือนของข้อมูลที่วิเครำะห์และข้อมูลในฐำนข้อมูล ซึ่งแสดงเป็นคะแนนควำมน่ำเชื่อถือ อีกทั้งยังมี
ผลทำงสถิติส ำหรับประกอบกำรตัดสินใจ (Kingtong et al., 2013) 

 

2.12 Mass Spectrometry 
เป็นเทคนิควิเครำะห์ทำงเคมีที่ใช้หลักกำรกำรเปลี่ยนสำรตัวอย่ำงให้เป็นไอออน (ionization) 

และท ำกำรวิเครำะห์ค่ำมวลต่อประจุ (m/z) ของโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบในตัวอย่ำงที่น ำมำ
วิเครำะห์ โดยมีส่วนประกอบแรกของเครื่องมือที่เรียกว่ำ ส่วนผลิตไอออน (ionization source) ซึ่งมี
วิธีกำรเปลี่ยนสำรตัวอย่ำงให้เป็นไอออนหลำยวิธี เช่น Electrospray ionization (ESI) หรือ Matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI) และเมื่อสำรตัวอย่ำงเปลี่ยนไปเป็นไอออนแล้วจะ
ผ่ำนเข้ำสู่ส่วนวิเครำะห์มวล (mass analyzer) ซึ่งเป็นส่วนที่ท ำหน้ำที่จ ำแนกมวลโดยคัดเลือกโมเลกุล
ที่มีประจุที่ผ่ำนจำกส่วนผลิตไอออนโดยมีหลำยประเภท เช่น Quadrupole, Time-of-flight (TOF) 
และ Orbitrap เป็นต้น ส่วนประกอบสุดท้ำยได้แก่ ส่วนตรวจวัด (detector) ท ำหน้ำที่เป็นฉำกรับเมื่อ
มีไอออนมำตกกระทบและขยำยสัญญำณท่ีได้เพ่ือส่งข้อมูลไปยังส่วนประมวลผล ได้แก่ระบบ
คอมพิวเตอร์ควบคุม เพ่ือจะแสดงผลออกมำในกรำฟที่มีชื่อเรียกเฉพำะว่ำ แมสสเปกตรัม (Mass 
Spectrum) ที่มีแกนตั้งเป็นค่ำ relative intensity และแกนนอนเป็นค่ำมวลต่อประจุ (m/z) เทคนิค
นี้ใช้ในกำรหำมวลโมเลกุล (molecular mass) (Aebersold and Mann, 2016) โดยมีส่วนประกอบ
ที่ส ำคัญ 3 ส่วน คือ Ion source Mass analyzer และ Detector (ภำพที่ 2-8)  
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ภำพที่ 2-8 องค์ประกอบของ Mass Spectrometer 
 ที่มำ: ดัดแปลงจำก (Graham et al., 2007) 
 
 องค์ประกอบของ Mass spectrometer 
  1. Ion source/ionization เป็นส่วนที่ท ำให้โมเลกุลที่ต้องกำรวิเครำะห์กลำยเป็น
ไอออนและเคลื่อนที่เข้ำไปยังส่วน Mass Analyzer เพ่ือท ำกำรวิเครำะห์ในขั้นต่อไป โดยวิธีกำร
เปลี่ยนสำรตัวอย่ำงให้เป็นไอออนมีหลำยวิธี เช่น  

  1.1 Electrospray ionization (ESI) เป็นเทคนิคกำรท ำให้สำย 
polypeptide กลำยเป็นโมเลกุลที่มีประจุโดยใช้กำรพ่นตัวอย่ำงผ่ำนท่อขนำดเล็กให้เกิดเป็นละออง
ฝอยผ่ำนสนำมไฟฟ้ำที่มีควำมต่ำงศักย์สูง เมื่อตัวอย่ำงถูกพ่นให้เป็นละอองฝอย ผ่ำนสนำมไฟฟ้ำแรงสูง
ก็จะเกิดประจุบวก (anion) ขึ้นรอบผิวของละอองฝอยนั้น จำกนั้นสำรละลำยที่อยู่ในละอองฝอยก็จะ
ระเหยออกไปเรื่อย ๆ จนกระทั่งเหลือโมเลกุลของ peptide ที่มีประจุบวก และเคลื่อนที่เข้ำสู่ mass 
analyzer ซึ่งนิยมติดตั้งระบบ LC (liquid chromatography) เพ่ือท ำกำรแยก peptide ที่ย่อยด้วย 
trypsin  ก่อนกำรวิเครำะห์ด้วยเครื่อง Mass spectrometer  เพ่ือเป็นกำรเพ่ิมประสิทธิภำพของกำร
วิเครำะห์ให้ดียิ่งขึ้น โดยเรียกเครื่องมือนี้ว่ำ LC-MS ส ำหรับ single mass spectrometer หรือ LC-
MS/MS ส ำหรับ tandem mass spectrometer  
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  1.2 Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) เป็น
เทคนิคกำรท ำให้สำย poly peptide กลำยเป็นโมเลกุลที่มีประจุหรือไอออนโดยใช้เลเซอร์ยิง คือน ำ
ตัวอย่ำงที่ท ำกำรย่อยด้วย trypsin มำแล้วผสมกับ matrix ที่ท ำให้ตัวอย่ำงแห้ง แล้วยิงด้วยเลเซอร์ 
สำร matrix จะท ำหน้ำที่ดูดซับพลังงำนจำกเลเซอร์แล้วส่งต่อให้ peptide ท ำให้ peptide กลำยเป็น
โมเลกุลที่มีประจุ พร้อมที่จะเข้ำสู่ mass analyzer  

 2. Mass analyzer ท ำหน้ำที่คัดเลือกโมเลกุลที่มีประจุโดยคัดเลือกไอออนตำม
สัดส่วนมวลต่อประจุ (mass-to-charge ratio; m/z) ไอออนที่มีขนำดเล็กและมีประจุมำกจะเคลื่อนที่
ได้เร็วและถูกแยกออกมำก่อน ไออนที่มีขนำดใหญ่ มีหลำยชนิด ได้แก่  

  2.1 Quadrupole ประกอบด้วยแกนโลหะ 4 แท่งวำงขนำนกัน เพื่อใช้เป็น
สนำมแม่เหล็กไฟฟ้ำ ดังภำพที่ 8 เมื่อโมเลกุลของเพปไทด์ที่มีประจุเคลื่อนที่ผ่ำนสนำมไฟฟ้ำที่
ประกอบด้วยแกนโลหะ 4 แท่ง โมเลกุลก็จะถูกคัดเลือกโดยกำรสลับขั้วสนำมแม่เหล็กไฟฟ้ำไปมำ
ระหว่ำงแท่งอย่ำงรวดเร็วท ำให้ประจุที่แกนทั้ง 4 เปลี่ยนจำกลบเป็นบวกสลับกันไปมำ ซึ่งโมเลกุลของ
เพปไทด์ที่มีประจุบวกที่วิ่งผ่ำนแกนท้ัง 4 ก็จะถูกดึงเข้ำหำแกนที่มีขั้วลบ หำกประจุที่ผ่ำนเข้ำมำมี
ควำมเหมำะสมกับสภำพของสนำมแม่เหล็กในขณะนั้นก็จะสำมำรถผ่ำน quadrupole ออกไปได้ก่อน 
(เกิด resonance) ส่วนไอออนที่ยังไม่เหมำะสมก็ยังเคลื่อนที่ผ่ำนไปไม่ได้ ด้วยหลักกำรนี้จึงสำมำรถ
คัดเลือกไอออนที่ผ่ำนเข้ำมำได้ โดยอำศัยสัดส่วนของ ประจุ/มวล (m/z ratio) ดังนั้นเมื่อปรับ
สนำมแม่เหล็กไฟฟ้ำไปเรื่อยๆ โมเลกุลที่เหมำะสมกับสนำมแม่เหล็กไฟฟ้ำในช่วงนั้นๆ ก็จะผ่ำน 
quadrupole ออกมำได้ (ภำพที ่2-9)  
 

 
 
ภำพที่ 2-9 Mass analyzer ชนิด quadrupole  

ที่มำ: http://www.chm.bris.ac.uk 
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  2.2 Time-of-flight (TOF) จะใช้หลักกำรเคลื่อนที่ของโมเลกุลตำมสัดส่วน
ของมวล/ประจุ (m/z) ภำยในท่อ TOF ซึ่งเป็นท่อสุญญำกำศท่ีปรำศจำกสนำมไฟฟ้ำ โมเลกุลของเพป
ไทด์เมื่อผ่ำน ions source จะกลำยเป็นโมเลกุลที่มีประจุ โมเลกุลเหล่ำนี้จะถูกผลักในสนำมไฟฟ้ำ
ก่อนที่จะเข้ำสู่ท่อ TOF ซึ่งแรงที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยู่กับอัตรำส่วน m/z โดยตรง เมื่อโมเลกุลเคลื่อนที่เข้ำสู่ 
TOF โมเลกลุที่มีประจุเท่ำกันแต่มีมวลต่ำงกัน ท ำให้โมเลกุลที่มีขนำดเล็กเคลื่อนที่มำกระทบ 
detector ได้เร็วกว่ำมวลที่มีขนำดใหญ่ (ภำพที่ 2-10) ซึ่งสำมำรถหำควำมสัมพันธ์ของ m/z ควำม
ยำวของท่อ ระยะเวลำในกำรเคลื่อนที่และ ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำได้  

 

 
 
ภำพที่ 2-10 Mass analyzer ชนิด Time-of-flight (TOF) 

ที่มำ: http://www.alevelnotes.com/Mass-Spectrometry 
 

  2.3 Orbitrap ประกอบด้วยอิเล็กโทรดรูปร่ำงคล้ำยรูปกรวยล้อมรอบ 
อิเล็กโทรดด้ำนในที่รูปร่ำงคล้ำยกระสวย (ภำพที่ 2-11) โมเลกุลที่มีประจุเมื่อผ่ำนเข้ำมำถึงบริเวณนี้ก็
จะเคลื่อนที่รอบ ๆ แกนอิเล็กโทรดด้ำนใน และถูกแปลงเป็นสัญญำณ mass spectrum เพ่ือใช้สร้ำง
โครมำโทรแกรมส ำหรับวิเครำะห์หำล ำดับกรดอะมิโนต่อไป  
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ภำพที่ 2-11 Mass analyzer ชนิด Orbitrap  
ที่มำ: https://en.wikipedia.org/wiki/Orbitrap 

 
 3. Ion detector: เป็นระบบกำรตรวจสัญญำณไอออนและบันทึกผลของไอออนแต่

ละชนิดที่วิ่งมำกระทบ detector ซึ่งจะขยำยสัญญำณและส่งข้อมูลเข้ำสู่คอมพิวเตอร์เพ่ือประมวลผล
และบันทึกเป็นสเปคตรัมของไอออนนั้น ๆ (สุทิน กิ่งทอง, 2557) 

โดยในงำนวิจัยนี้ใช้ Mass spectrometer ชนิด ESI-Q-TOF MS/MS ประกอบด้วยเทคนิค
กำรสร้ำงประจุแบบ Electrospray ionization และ mass analyzer ประกอบด้วย MS1 เป็นแบบ 
quadrupole ร่วมกับ MS2 เป็น time-of-flight (TOF) (ภำพที่ 2-12) 

 

 
ภำพที่ 2-12 ESI-Q-TOF Mass Spectrometer  
 ที่มำ: https://www.chem.uni-potsdam.de 
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2.13 Bioinformatics 
ชีวสำรสนเทศศำสตร์ (Bioinformatics) เป็นศำสตร์ที่เก่ียวข้องกับกำรจัดกำรข้อมูล

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ทั้งกำรจัดเก็บ และกำรน ำข้อมูลมำใช้อย่ำงเป็นระบบ ซึ่งเป็นกำรน ำโปรแกรม
คอมพิวเตอร์เข้ำมำใช้กับงำนทำงด้ำนชีววิทยำโมเลกุล (Molecular biology) ซึ่งช่วยในกำรเก็บ
รวบรวม วิเครำะห์ ค ำนวณ ประเมิน และแปลผลข้อมูลจำกเครือข่ำย ในปัจจุบันมีระบบฐำนข้อมูล
สำกลท ำหน้ำที่ให้ข้อมูลสำธำรณะ (knowledge-based database) เพ่ือให้ผู้สนใจสำมำรถเข้ำไปใช้
ข้อมูลเพ่ือกำรเรียนรู้ เช่น GenBank (National Center for Biotechnology Information; www.
ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งต้องใช้เครื่องมือทำงชีวสำรสนเทศมำช่วยในกำรใช้เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล 
เช่น BLAST เป็นต้น 
 เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ล ำดับ peptide ด้วย MS/MS  ผู้วิจัยจะได้ไฟล์ที่เป็นข้อมูลโครมำโตแก
รมจำกนั้นผู้วิจัยจะน ำไฟล์ดังกล่ำวไปค้นหำและระบุชนิดโปรตีนในโปรแกรม Mascot (ภำพที่ 2-13) 
ซึ่งเป็นโปรแกรมที่ช่วยระบุชนิดโปรตีนโดยใช้ข้อมูลที่ได้จำก Mass spectrometer โปรแกรม 
Mascot จะท ำหน้ำที่แปรผลข้อมูล spectrum ให้กลำยเป็นล ำดับกรดอะมิโนเพ่ือน ำไปใช้ในกำร
เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลต่อไปว่ำล ำดับกรดอะมิโนชนิดนี้ไปเหมือนกับองค์ประกอบของสิ่งมีชีวิต
อะไรบ้ำงที่มีอยู่ในฐำนข้อมูล โดยหลังจำกท่ีได้ล ำดับกรดอะมิโนแล้ว ให้น ำข้อมูลที่ได้ไปค้นหำใน
ฐำนขอ้มูล เช่น SWISS-PROT, GenBank, Uniport, NCBI, EMBL หรือ DDBJ ซึ่งเป็นฐำนข้อมูลที่
หลำยประเทศพัฒนำมำเพ่ือกำรเรียนรู้ และสำมำรถใช้เพื่อระบุชนิดโปรตีนที่พบในตัวอย่ำงที่
ท ำกำรศึกษำได้โดยจะแสดงเป็นคะแนนควำมน่ำเชื่อถือ (Score) และค่ำทำงสถิติที่ใช้ในกำรพิจำรณำ
กำรยอมรับได้  (Kingtong et al., 2013) 
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ภำพที่ 2-13 โปรแกรม MASCOT  
ที่มำ: http://www.matrixscience.com 
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บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

3.1 กำรเก็บตัวอย่ำงจำกพื้นที่ศึกษำ 
 เก็บตัวอย่ำงหอยนำงรมปำกจีบจำกพ้ืนที่เพำะเลี้ยงหอยบริเวณสะพำนอ่ำงศิลำ อ ำเภอเมือง 
จังหวัดชลบุรี โดยเก็บตัวอย่ำงหอยนำงรมปำกจีบระยะโตเต็มวัยที่มีขนำดเปลือกประมำณ 4-7 
เซนติเมตร จ ำนวน 50 ตัว 
 

3.2 กำรเลี้ยงปรับสภำพหอยนำงรม 
 1. น ำหอยนำงรมปำกจีบที่เก็บมำท ำควำมสะอำดโดยใช้แปรงขัดสิ่งสกปรกที่ติดมำให้หลุด
ออก และแกะเพรียงหินที่ติดมำกับเปลือกออก (เพ่ือลดกำรแย่งอำหำรจำกเพรียงหิน) 
 2. น ำหอยนำงรมที่ขัดสิ่งสกปรกและเพรียงออกแล้วมำใส่ตู้เลี้ยงหอย จ ำนวน 15 ตัว/ตู้ และ
ใส่น้ ำทะเลเทียมที่มีควำมเค็ม 25 ppt. ลงไปในตู้ 
 3. ให้อำหำรหอย คือ แพลงก์ตอนพืช (Nannochloropsis sp.) และแพลงก์ตอนสัตว์ 
(Chaetoceros sp.) ทุกวัน อย่ำงละ 1 ลิตร/วัน 
 4. เลี้ยงหอยเพ่ือปรับสภำพเป็นเวลำ 7 วันก่อนท ำกำรเก็บตัวอย่ำง และเปลี่ยนน้ ำเลี้ยงหอย
ทุก ๆ 3 วัน  
 

3.3 การตรวจสอบเพศหอยนางรม (เพ่ือน ำมำใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำงแบบวิธี stripping) 
 เนื่องจำกหอยนำงรมปำกจีบเป็นสัตว์ที่ไม่สำมำรถตรวจสอบเพศได้จำกกำรมองด้วยตำเปล่ำ
จำกภำยนอกได้ จึงต้องใช้เทคนิคกำรตรวจสอบเพศโดยกำรส่องดูเซลล์สืบพันธุ์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
โดยมีวิธีกำร คือ น ำหอยนำงรมปำกจีบมำท ำกำรเปิดเปลือก จำกนั้นใช้มีดผ่ำตัดเขี่ยบริเวณอวัยวะ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (gonad) ซึ่งท ำให้เซลล์สืบพันธุ์หลุดติดใบมีดออกมำ จำกนั้นน ำไปป้ำยบนสไลด์
แล้วส่องดูเซลล์สืบพันธุ์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  

- ถ้ำเป็นเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) จะพบ sperm เคลื่อนที่ (ภำพที่ 3-1) 
- ถ้ำเป็นเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย (egg) จะพบเซลล์ไข่ท่ีมีลักษณะกลมหรือรี และจะพบ

นิวเคลียสบริเวณกลำงเซลล์ (ภำพที่ 3-2) 
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ภำพที่ 3-1 เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) ของหอยนำงรมปำกจีบ (S. cuccullata) ภำยใต้กล้อง
 จุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก ำลังขยำย 400 เท่ำ  
 

 
 

ภำพที่ 3-2 เซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย (egg) ของหอยนำงรมปำกจีบ (S. cuccullata) ภำยใต้กล้อง
 จุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก ำลังขยำย 100 เท่ำ  

 

 เมื่อเลี้ยงหอยครบ 1 สัปดำห์แล้ว จนหอยทุกตัวอยู่ใน conditions เดียวกัน จึงน ำหอยมำท ำ
วิจัย โดยในงำนวิจัยนี้ แบ่งวิธศีึกษำเป็น 2 ส่วน คือ กำรศึกษำเนื้อเยื่อวิทยำและกำรศึกษำโปรตีนที่
พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) ของหอยนำงรมปำกจีบ  
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งำนวิจัยส่วนที่ 1 Histology (TEM) 

 ในงำนวิจัยส่วนแรก ผู้วิจัยท ำกำรศึกษำกำรเจริญและกำรพัฒนำของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
(Spermatogenesis) รวมทั้งท ำกำรศึกษำถึงโครงสร้ำงและองค์ประกอบที่พบใน sperm เพ่ือน ำผลที่
ได้มำเปรียบเทียบกับชนิดของโปรตีนที่พบใน sperm ในกำรศึกษำนี้ผู้วิจัยใช้ Transmission 
Electron Microscope (TEM) ในกำรศึกษำโครงสร้ำงอย่ำงละเอียดของ sperm cell ผู้วิจัยแบ่ง
กำรศึกษำออกเป็น 2 ส่วน โดยในส่วนแรก ผู้วิจัยท ำกำรศึกษำถึงโครงสร้ำงและองค์ประกอบของ 
sperm เพ่ืออธิบำยโครงสร้ำงภำยในเซลล์ โดยกำรตัดเนื้อเยื่อบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad) มำ
ศึกษำถึงกำรเจริญและพัฒนำของเซลล์ จำกหอยนำงรมปำกจีบเพศผู้จ ำนวน 3 ตัว ส่วนที่สอง ผู้วิจัย
ท ำกำรเก็บตัวอย่ำง sperm จำกวิธีกำรเก็บตัวอย่ำง 2 รูปแบบ คือ 1. Stripping 2. Spawning 
ตัวอย่ำงละ 3 ตัว เช่นกัน จำกนั้นน ำตัวอย่ำงทั้งหมดที่ต้องกำรศึกษำมำท ำกำรคงสภำพเซลล์ใน 2.5% 
glutaraldehyde in 0.1 M Phosphate buffer saline (PBS) 4 hrs. จำกนั้นน ำตัวอย่ำงไปแช่ใน 
1% Osmium tetraoxide in 0.1 M PBS และน ำตัวอย่ำงผ่ำนกระบวนกำรดึงน้ ำออกจำกเซลล์ 
(Dehydration) จำกนั้น infiltrate ด้วย Propylene oxide (PO) และ embed เนื้อเยื่อใน pure 
Araldite resin จำกนั้นน ำตัวอย่ำงไปตัดด้วย Ultramicrotome ด้วยควำมหนำ 90 นำโนเมตร และ
ย้อมด้วย Uranyl acetate in 70% methanol and 0.1% lead citrate จำกนั้นน ำเซลล์ไปศึกษำ
ผ่ำน TEM (TECNAI 20, Philips) 
 

งำนวิจัยส่วนที่ 2 Proteomics 

 ในกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) นั้น ในงำนวิจัยนี้ผู้วิจัยเก็บตัวอย่ำง 
2 วิธีดังวิธีกำรเก็บตัวอย่ำงในข้อ 3.4 
 

3.4 วิธีกำรเก็บตัวอย่ำง  

 3.4.1. กำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้แบบ Stripping method. 

  เมื่อท ำกำรตรวจสอบเพศหอยแล้ว น ำหอยเพศผู้จ ำนวน 3 ตัว มำรีดเซลล์สืบพันธุ์
ออกโดยวิธีกำรกรีดบริเวณอวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (gonad) เป็นตำรำง (ภำพที่ 3-3) โดยพยำยำม
อย่ำกรีดลึกลงไปถึงอวัยวะภำยใน เนื่องจำกใบมีดอำจไปโดนบริเวณต่อมย่อยอำหำรได้ ซึ่งภำยใน
บรรจุเอนไซมท์ี่ใช้ในกำรย่อยอำหำร ซึ่งอำจย่อยโปรตีนในเซลล์สืบพันธุ์ได้ และใช้บริเวณสันมีดค่อย ๆ 
รีดน้ ำเชื้อออกมำ จะได้น้ ำเชื้อที่มีลักษณะเป็นสีขำวขุ่น จำกนั้นน ำไปใส่ในบีกเกอร์ที่มีน้ ำทะเลเทียมอยู่ 
เมื่อได้น้ ำเชื้อแล้ว ในน้ ำเชื้อที่ได้ไปใส่ใน falcon tube 15 ml. และน ำไปเข้ำเครื่อง centrifuge เพ่ือ
แยกเซลล์สืบพันธุ์ออกจำกน้ ำทะเล ที่ควำมเร็ว 3,000g อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลำ 15 นำที จำกนั้นดูด
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ส่วนใสที่เป็นน้ ำทะเลออก และดูดส่วนที่ตกตะกอน (sperm) ใส่ centrifuge tube ขนำด 1.5 ml 
และน ำตัวอย่ำงที่ได้ไปแช่ในตู้ –20 °C เพ่ือหยุดกิจกรรมของเซลล์ 
 

 

ภำพที่ 3-3 วีธีกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้แบบ Stripping  
 

 3.4.2. กำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้แบบ Spawning method  

  เมื่อเลี้ยงปรับสภำพหอยครบ 1 สัปดำห์แล้ว สุ่มตัวอย่ำงหอยเพื่อตรวจสอบควำม
สมบูรณ์ของอวัยวะสืบพันธุ์ พบว่ำ หอยมีควำมสมบูรณ์พันธุ์เป็นอย่ำงมำก เนื่องจำกพบลักษณะ
อวัยวะสืบพันธุ์เป็นสีขำวขุ่น ซึ่งภำยในบรรจุเซลล์สืบพันธุ์อยู่เป็นจ ำนวนมำก และหอยพร้อมปล่อย
เซลล์สืบพันธุ์ออกมำนอกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์แล้ว จึงท ำกำรเก็บตัวอย่ำงซึ่งมีวิธีกำรดังนี้  
 1. น ำหอยแต่ละตัวมำใส่ในบีกเกอร์ โดยใส่หอย 1 ตัว/บีกเกอร์ ที่มีน้ ำทะเลอยู่ควำมเข้มข้น 
25 ppt. 
 2. สังเกตลักษณะพฤติกรรมหอย (เวลำที่หอยก ำลังปล่อยเซลล์สืบพันธุ์สังเกตได้จำกหอยจะ
เปิดปิดเปลือกถี่ข้ึน และในขณะปล่อยเซลล์สืบพันธุ์นั้นจะเห็นน้ ำเชื้อออกมำจำกตัวหอยเป็นสีขำวขุ่น) 
 3. เมื่อหอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์แล้ว ตรวจสอบเพศโดยกำรดูดน้ ำเชื้อที่ปล่อยออกมำ จำกนั้น
น ำไปส่องดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และแยกเฉพำะหอยเพศผู้ออกมำ (ภำพที่ 3-4) 
 4. และเมื่อได้เซลล์สืบพันธุ์ที่ต้องกำรแล้ว ท ำกำรแยกเซลล์สืบพันธุ์ออกจำกน้ ำทะเล ซึ่งใช้
วิธีกำรเดียวกับที่ใช้ในกำรเก็บเซลล์สืบพันธุ์แบบ stripping  
 
 

4
9

1
4

8
6

7
5

3



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
1
2
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
9
0
8
2
5
6
3
 
1
2
:
0
6
:
5
3
 
/
 
s
e
q
:
 
2
3

 27 

 
 

ภำพที่ 3-4 วีธีกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้แบบ Spawning  
 

3.5 การสกัดโปรตีนจากตัวอย่าง  
 เนื่องจำกตัวอย่ำงที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำง 2 วิธีนั้นมีเกลืออยู่เป็นจ ำนวนมำก ซึ่งมีผลต่อกำร
แยกโปรตีน ดังนั้นผู้วิจัยจึงท ำกำรตกตะกอนโปรตีนด้วยวิธี acetone precipitation โดยใช้อัตรำส่วน 
Sample/acetone (1:4) โดยน ำ acetone แช่เย็นใน -20 °C และน ำมำใส่น ำตัวอย่ำงตำมอัตรำส่วน
ดังกล่ำว และน ำไป vortex ทุก 2 นำทีสลับกับกำรแช่เย็น ทั้งหมด 20 นำที จำกนั้นน ำตัวอย่ำงไป 
centrifuge ที่ 12,000g 4 °C เป็นเวลำ 15 นำที และดูด acetone ทิ้ง ก่อน dye ตัวอย่ำงให้แห้ง 
ก่อนจะน ำตัวอย่ำงไปสกัดโปรตีนต่อไป (Kingtong et al., 2013; Grintzalis et al., 2009) 
 หลังจำกท ำกำรตกตะกอนโปรตีนแล้ว น ำ lysis buffer ใส่ลงในตัวอย่ำง โดยใช้อัตรำส่วน
ตัวอย่ำงต่อปริมำตร lysis buffer (1:1) จำกนั้นท ำกำร vortex ให้เป็นเนื้อเดียวกันก่อนจะน ำตัวอย่ำง
ที่ได้ไป centrifuge ที่ควำมเร็ว 15,000g อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลำ 15 นำที เมื่อครบเวลำแล้ว ดูด
สำรละลำยส่วนใสด้ำนบนใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนำด 1.5 ml หลอดใหม่ และน ำตัวอย่ำง
ที่ได้ไปวัดปริมำณของโปรตีนต่อไป หรือหำกยังไม่ท ำกำรวัดปริมำณโปรตีนให้เก็บตัวอย่ำงไว้ที่ -80°C 
(ทุกขั้นตอนของกำรสกัดโปรตีนท ำบนน้ ำแข็งเพ่ือป้องกันไม่ให้โปรตีนเสียสภำพ) 
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3.6 กำรวัดปริมำณโปรตีนด้วยเทคนิค Bradford’s  

 3.6.1 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน  

  เตรียมสำรละลำยโปรตีนมำตรฐำน (standard protein) เพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำน
ส ำหรับกำรค ำนวณควำมเข้มข้นโปรตีนในตัวอย่ำง (Kingtong et al., 2013) ซึ่งในงำนวิจัยนี้ใช้ 
(Bovine serum albumin) BSA โดยเตรียม stock solution ให้ได้ควำมเข้มข้น 1 mg/ml ปริมำตร 
10 ml จำกนั้นน ำ stock solution มำเจือจำงให้ได้ควำมเข้มข้น 10 µg/ml และท ำ 2-fold 
dilution จนครบทุกควำมเข้มข้น เมื่อท ำ dilution ครบแล้ว น ำโปรตีนแต่ละควำมเข้มข้นมำโหลดใน 
microplate well ละ 200 µl และเติม Bradford’s solution ในทุก well ๆ ละ 50 µl จำกนั้นท ำ
กำรผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วตั้งทิ้งไว้ให้ปฏิกิริยำเกิดสมบูรณ์ประมำณ 5 นำที ก่อนจะน ำไป 
Shaker เป็นเวลำ 5 นำที และน ำเข้ำเครื่อง Microplate reader เพ่ือท ำกำรวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ควำม
ยำวคลื่น 595 nm. (แต่ละควำมเข้มข้นของโปรตีนให้เตรียม 2 ครั้ง (1ครั้งใส่ 2 well เพ่ือท ำกำรวัด 2 
ซ้ ำ) เพ่ือหำค่ำเฉลี่ย จำกนั้นท ำกำรบันทึกค่ำดูดกลืนแสงที่ได้น ำไป 
พลอตกรำฟหำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงค่ำดูดกลืนแสงและควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน BSA 
เพ่ือใช้เป็นกรำฟมำตรฐำนส ำหรับใช้เทียบเพื่อหำควำมเข้นข้นของโปรตีนต่อไป 

 3.6.2 เตรียมสำรละลำยโปรตีนตัวอย่ำงเพื่อวัดควำมเข้มข้นของโปรตีน 

  น ำตัวอย่ำงทั้ง 2 ตัวอย่ำงมำเจือจำงเป็น 500 เท่ำ และน ำไปวัดควำมเข้มข้นของ
โปรตีน จำกนั้นน ำตัวอย่ำงแต่ละตัวอย่ำงที่เจือจำง 500 เท่ำแล้ว ใส่ใน microplate well ละ 200 µl 
(ท ำตัวอย่ำงละ 3 ซ้ ำ) และเติมสำรละลำย Bradford ลงไป 50 µl ในทุก well ท ำกำรผสมให้เป็นเนื้อ
เดียวกัน แล้วตั้งทิ้งไว้ให้ปฏิกิริยำเกิดสมบูรณ์ประมำณ 5 นำที จำกนั้นน ำไป Shaker เป็นเวลำ 5 นำที 
และน ำเข้ำเครื่อง Microplate reader เพ่ือท ำกำรวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 595 nm. 
จำกนั้นท ำกำรบันทึกค่ำดูดกลืนแสงที่ได้น ำไปพลอตกรำฟหำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงค่ำดูดกลืนแสงและ
ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน BSA โดยสร้ำงกรำฟในโปรแกรม Microsoft Excel เพ่ือหำ
สมกำรและค่ำควำมสัมพันธ์ (R2) จำกนั้นน ำค่ำดูดกลืนแสงของสำรละลำยตัวอย่ำงไปแทนค่ำในสมกำร
เพ่ือค ำนวณหำควำมเข้มข้นของโปรตีนในสำรละลำยตัวอย่ำงต่อไป (Kingtong et al., 2013) 
 

3.7 กำรแยกโปรตีนโดยใช้วิธี 2D-electrophoresis (มิติที่ 1)  
 ปรับใช้ตำมวิธีกำรของ (Khondee et al., 2016; Kingtong et al., 2013) 
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 3.7.1 ขั้นตอนกำรโหลดโปรตีนลงใน IPG strip (Rehydration) 

  น ำโปรตีนที่ค ำนวณปริมำณท่ีต้องกำรแล้วมำผสมกับสี 0.1% Bromophenol blue 
2 µl  เพ่ือให้สำมำรถสังเกตเห็นกำรดูดซึมของสำรละลำยโปรตีนเข้ำสู่เจล จำกนั้นโหลดโปรตีนลงบน 
tray เฉพำะ และใช้ forceps คีบ IPG strip วำงทับลงไปโดยให้ด้ำนที่มีเจลทับลงบนสำรละลำย
โปรตีนและโหลด DryStrip Cover Fluid ให้ท่วมแผ่น strip ทิ้งไว้ข้ำมคืน เพ่ือท ำให้สำรละลำย
โปรตีนซึมเข้ำสู่เจล จำกนั้นน ำ IPG strip ไปแยกโปรตีนตำมประจุสุทธิของโปรตีนต่อไป โดยใช้ 
protocol ดังนี้ 
4 steps  
S1: 300 V 200 Vhr. 
S2: 1000 V 300 Vhr. 
S3: 5000 V 4500 Vhr. 
S4: 5000 V 2000 Vhr. 

 3.7.2 ขั้นตอน Incubation  

  น ำ IPG strip ไปแช่ใน incubation buffer I และ II ขั้นตอนละ 15 นำที ตำมล ำดับ 
เพ่ือให้แผ่น strip อยู่ในสภำพที่เหมำะสมที่พร้อมน ำไปแยกโปรตีนมิติที่ 2 จึงน ำไปแยกโปรตีนตำม
มวลโมเลกุลโดยใช้ 12.5% gel SDS-PAGE ต่อไป (Khondee et al., 2016) 
 

3.8. กำรแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE (มิติที่ 2)  
 ปรับใช้ตำมวิธีกำรของ (Khondee et al., 2016; Kingtong et al., 2013) 

 3.8.1 ขั้นตอนกำรเตรียมเจล SDS-PAGE 

  ท ำกำรโหลด separating 12.5% gel ให้ห่ำงจำกขอบบนของกระจกเซตเจล 
ประมำณ 1 เซนติเมตร พร้อมใส่ซี่หวี (comb) แบบยำวส ำหรับใส่ strip ที่มีช่องไว้ส ำหรับโหลด 
protein molecular weight marker 1 ช่อง รอจนกว่ำเจลแข็งตัว เมื่อเจลเซตตัวแล้วให้น ำซี่หวีออก
ก็สำมำรถใช้งำนได้ 

 3.8.2 ขั้นตอนกำรวำง IPG strip ลงบนเจล 

  คีบแผ่น strip วำงลงในช่องที่เตรียมไว้ และโหลด 0.1% Agarose ทับ strip ส ำหรับ
ยึด IPG strip ไม่ให้เคลื่อนที่ ทิ้งไว้ให้ agarose เซตตัว จำกนั้นจึงน ำไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้ำต่อไป 
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 3.8.3 ขั้นตอนกำรแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE 

  เซตอุปกรณ์รันเจลให้เรียบร้อย จำกนั้นโหลด protein molecular weight 

marker ปริมำตร 10 µl ลงไปในช่องที่เตรียมไว้ ตั้งกระแสไฟฟ้ำ 16-18 mA/Strip ท ำกำรรันด้วย

กระแสไฟฟ้ำ ให้สังเกตจนกว่ำ tracking dye เคลื่อนที่ลงมำจนเลยแผ่นเจล จึงท ำกำรปิด power 

supply  

 3.8.4 ขั้นตอนกำรย้อมสีโปรตีนใน SDS-PAGE     

  หลังจำกแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้ำแล้ว แกะแผ่นเจลออกมำจำกกระจกและน ำไป

ใส่ภำชนะส ำหรับใช้ย้อมสี โดยใช้สี Coomassie Brilliant Blue/CBR-250 ควำมเข้มข้น 0.1% ย้อม

ไว้ 1 คืน (overnight)  

 เมื่อย้อมสีแล้ว น ำเจลมำล้ำงสีออกด้วย destain solution I ครั้งละ 30 นำที และ
ท ำกำรเปลี่ยน destain ใหม่ (ท ำซ้ ำ 3-4 ครั้ง) จำกนั้นล้ำงสีด้วย destain solution II จนกว่ำเจลจะ
ใส   
 

3.9. กำรวิเครำะห์ภำพถ่ำยเจลโดยใช้โปรแกรม Delta-2D (Germany) 
 หลังจำกแยกโปรตีนมิติที่ 2 เรียบร้อยแล้ว ให้น ำแผ่นเจลมำสแกนด้วย Silver fast® 8 
Expression 11000XL หลังจำกได้ภำพถ่ำยเจลมำแล้ว น ำภำพถ่ำยเจลมำวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของ 
spot ด้วยโปรแกรม Delta-2D (DECODON, Germany) ซึ่งผู้วิจัยแบ่งข้อมูลที่ได้จำกโปรแกรม
ออกเป็น 2 ประเภท คือ 
 1. แผนที่อ้ำงอิงโปรตีน (Reference map)  
 เมื่อน ำภำพถ่ำยเจลเข้ำโปรแกรมแล้ว โปรแกรมจะก ำหนด spot ให้แบบอัตโนมัติ ซึ่งใช้ 
Detection parameters คือ local background 50, Average spot 70, sensitivity 80 และท ำ
กำรตัด spot ทั้งหมด 206 spots ที่สำมำรถมองเห็นด้วยตำเปล่ำ และน ำไปย่อยและวิเครำะห์ชนิด
ของโปรตีนเพ่ือท ำเป็น sperm proteome profile reference map ในหอยนำงรมปำกจีบ S. 
cuccullata 
 2. เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 2 วิธี (Comparisons)  
 ในส่วนของกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่แบ่งเป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 stripping คือ sperm ที่ เก็บโดยกำรเก็บจำก gonad โดยตรงและกลุ่มที่  2 
spawning คือ sperm ที่เก็บจำกกำรที่หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองตำมธรรมชำติ ของหอยนำงรมปำก
จีบ โดย criteria ที่ใช้ในกำรตัดสินใจ คือ 1. P-value (<0.05) 2. Fold change ซึ่งสำมำรถแบ่งได้
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เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแรก เป็นกลุ่ม Upregulated ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีค่ำ fold change (>1.00) และกลุ่ม
ที่ 2 เป็นกลุ่ม Downregulated ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีค่ำ fold change (<1.00) 
 

 
 

ภำพที่ 3-5 กำรวิเครำะห์ภำพถ่ำยเจลโดยใช้โปรแกรม Delta2D 4.8.0 
 

3.10 Protein digestions and LC -MS/MS 
เมื่อได้ spot ที่สนใจแล้วท ำกำรตัด spot ที่สนใจใส่ใน microcentrifuge tube และน ำมำ

ล้ำงด้วย DI 2 ครั้งๆละ 100 µl จำกนั้นล้ำงด้วย 50% acetonitrile (ACN)/  0.1M NH4HCO3 50 µl 
incubate ที ่30 °C 20 นำที ดูดสำรทิ้งและท ำให้เจลแห้ง (Speed vacuum) จำกนั้นใส่ 0.1 M 
NH4HCO3/ 10 mM DTT/ 1mM EDTA 50 µl incubate at 60 °C 45 นำที ดูดสำรทิ้ง จำกนั้นใส่ 
100 mM Iodoacetamide/ 0.1 M NH4HCO3 50 µl incubate ที ่25 °C 30 นำทีในที่มืด ดูดสำร
ทิ้ง จำกนั้นท ำกำรล้ำงด้วย 0.05 M Tris-HCl, pH8.5/ 50% ACN 3 ครั้งๆละ 50 µl และท ำให้                   
เจลแห้ง (Speed vacuum) จำกนั้นใส่ digestion buffer ที่มี trypsin ลงไป 30 µl/1 tube 
incubate ที ่37 °C overnight และน ำไปวิเครำะห์ด้วยเทคนิค liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS/MS) LC; (Water corporation Milford, nanoACQUITY system, USA), 
MS; (Bruker Billerica, AmaZon™ speed ETD mass spectrometer, USA)  
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3.11 Bioinformatics 
 เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ล ำดับ peptide ด้วย MS/MS  ผู้วิจัยได้ไฟล์ ที่มีนำมสกุล .mgf มำ 
จำกนั้นผู้วิจัยจะน ำไฟล์ดังกล่ำวไปค้นหำและระบุชนิดโปรตีนในโปรแกรม Mascot ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ี
ช่วยระบุชนิดโปรตีนโดยใช้ข้อมูลที่ได้จำก Mass spectrometer โปรแกรม Mascot จะท ำหน้ำที่แปร
ผลข้อมูล spectrum ในไฟล์ .mgf ให้กลำยเป็นล ำดับกรดอะมิโนเพ่ือน ำไปใช้ในกำรเปรียบเทียบกับ
ฐำนข้อมูลต่อไปว่ำล ำดับกรดอะมิโนชนิดนี้ไปเหมือนกับองค์ประกอบของสิ่งมีชีวิตอะไรบ้ำงที่มีอยู่ใน
ฐำนข้อมูล โดยหลังจำกท่ีได้ล ำดับกรดอะมิโนแล้ว ให้น ำข้อมูลที่ได้ไปค้นหำในฐำนข้อมูล เช่น SWISS-
PROT, GenBank, Uniport, NCBI, EMBL หรือ DDBJ ซึ่งเป็นฐำนข้อมูลที่หลำยประเทศพัฒนำมำ
เพ่ือกำรเรียนรู้ และสำมำรถใช้เพ่ือระบุชนิดโปรตีนที่พบในตัวอย่ำงที่ท ำกำรศึกษำ 
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บทที่ 4 ผลกำรวิจัย 
 

 ผลกำรวิจัยในครั้งนี้แบ่งกำรศึกษำออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ 1 คือ กำรศึกษำทำงจุลกำย
วิภำค (Histology) ถึงกำรเจริญ กำรพัฒนำ และโครงสร้ำงของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำก
จีบในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์และโครงสร้ำงของเซลล์ที่เกิดจำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธี คือ วิธีที่ 1 
stripping method ซึ่งเป็นกำรรีดน้ ำเชื้อออกมำจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง วิธีที่ 2 spawning 
method เป็นกำรเก็บตัวอย่ำงน้ ำเชื้อที่หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำเองในสภำวะแวดล้อมท่ี
เหมำะสม โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (Transmission Electron Microscope; 
TEM) ในกำรศึกษำ และกำรศึกษำในส่วนที่ 2 คือ กำรศึกษำทำงโปรตีน (Proteomics) โดยเป็น
กำรศึกษำถึงโปรตีนทั้งหมดที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบที่สำมำรถ
ระบุชนิดโปรตีนได้เพ่ืออธิบำยกลไกกำรท ำงำนของโปรตีนและกำรศึกษำถึงควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่
ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงใน 2 วิธี คือ stripping และ spawning method เพ่ืออธิบำยถึงกำร
แสดงออกของโปรตีนที่แสดงออกมำกข้ึนหรือลดบทบำทหน้ำที่ลง เมื่อเซลล์สืบพันธุ์ก ำลังพัฒนำ
ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์จนกระทั่งเซลล์อยู่ในระยะสมบูรณ์พันธุ์ที่พร้อมปล่อยออกมำสู่ธรรมชำติ
โดยใช้เทคนิค 2D-gel electrophoresis ในกำรศึกษำ ซึ่งผลกำรวิจัยในส่วนต่ำง ๆ สำมำรถอธิบำยได้
ดังนี้ 
 

งำนวิจัยส่วนที่ 1 กำรศึกษำทำงจุลกำยวิภำคศำสตร์ (Histology) 
 ในงำนวิจัยส่วนแรกเป็นกำรศึกษำโครงสร้ำงของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ
โดยกำรใช้ TEM สำมำรถอธิบำยผลกำรวิจัยได้ดังนี้ 
 

4.1 กำรเจริญและกำรพัฒนำของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ในหอยนำงรมปำก

จีบ (Saccostrea cuccullata) 

 ผู้วิจัยท ำกำรศึกษำโครงสร้ำงที่พบใน sperm ด้วยกำรใช้ TEM ในกำรศึกษำพบว่ำ กำรเจริญ
ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ มีกำรเจริญอยู่ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (gonadal 
tubule) ซึ่งเซลล์ที่อยู่ติดกับขอบท่อ (acinus wall) เป็นเซลล์เริ่มแรกในกำรพัฒนำเซลล์สืบพันธุ์เพศ
ผู้ มีลักษณะเป็นเซลล์ขนำดใหญ่ นิวเคลียสขนำดใหญ่ เรียกกำรเจริญขั้นนี้ว่ำ Spermatogonium 
(2n) จำกนั้นเซลล์จะมีกำรแบ่งเซลล์เพ่ิมจ ำนวนเซลล์เรื่อย ๆ (mitosis) จนเซลล์พัฒนำเข้ำสู่ระยะ 
Primary spermatocyte (Psc) (2n) ในระยะนี้เซลล์จะมีนิวเคลียสเล็กลงและโครโมโซมเริ่มขด
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ตัวหนำขึ้น โดยโปรตีน synaptonemal complex เป็นตัวยึด homologous chromosome เข้ำ
ด้วยกัน จำกนั้น Primary spermatocyte จะเริ่มแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส (meiosis) เพ่ือเป็นกำรลด
โครโมโซมลงครึ่งหนึ่ง (n) เพ่ือพัฒนำเป็นเซลล์สืบพันธุ์ที่สมบูรณ์ เซลล์จะพัฒนำเข้ำสู่ระยะ 
secondary spermatocyte (n) โดยในหอยนำงรมเซลล์จะพัฒนำเซลล์เข้ำสู่ด้ำนใน gonaldal 
tubule จำกนั้นเซลล์จะเริ่มปลี่ยนแปลงรูปร่ำง (differentiation) จำก spermatid เป็น 
spermatozoa ซึ่งเซลล์จะเริ่มสร้ำงส่วน acrosome และส่วนหำง (flagellum) เซลล์ที่พัฒนำแล้วจะ
อยู่ด้ำนในของท่อ ซึ่งเป็นระยะกำรเจริญเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้โดยสมบูรณ์ที่พร้อมจะปล่อยออกนอกท่อ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ โดยเซลล์ในระยะนี้จะมีกำรพัฒนำของส่วนหำง flagellum (Fl) มำกขึ้นซึ่งเซลล์จะ
ใช้ส่วนหำงในกำรเคลื่อนที่เมื่อปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกสู่ภำยนอก และส่วนประกอบที่ส ำคัญท่ีพบมำก
ในระยะนี้คือ Mitochondria (Mi) ซึ่งเป็น organelle ที่ท ำหน้ำที่ผลิตพลังงำนที่จ ำเป็นต่อกำรเจริญ
และพัฒนำของเซลล์ในระยะเริ่มต้น เนื่องจำกเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ต้องใช้พลังงำนในกำรสร้ำงส่วนหำง
และใช้ในกระบวนกำรแบ่งเซลล์เพ่ือเจริญและพัฒนำเป็นเซลล์ที่สมบูรณ์ที่พร้อมปล่อยออกนอกท่อ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ โดยเรียกระยะกำรเจริญนี้ว่ำ Spermatozoa (Spz) (ภำพที่ 4-1) 
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ภำพที่ 4-1 กำรเจริญและพัฒนำของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (Gonadal tubule) ใน

หอยนำงรมปำกจีบ (S. cuccullata) 
(หมำยเหตุ: Aw=Acinus wall, Mi=Mitochondria, Psc=Primary spermatocyte, 
Spg=Spermatogonium, Spz= Spermatozoa, Fl=Flagellum) 

 
 ส ำหรับโครงสร้ำงของ sperm ในหอยนำงรมปำกจีบ จำกกำรศึกษำพบว่ำ โครงสร้ำงเซลล์
ประกอบด้วย 3 ส่วนหลัก ๆ (ภำพที่ 4-2A) ได้แก่ ส่วนที่ 1 ส่วนหัว (Head) ประกอบด้วยส่วน 
acrosome (Ac) ซึ่งภำยในบรรจุ enzyme ที่ใช้ในกำรย่อยชั้น zona pellucida ของเซลล์ไข่ใน
ขั้นตอนกำรปฏิสนธิ และ Nucleus ซึ่งบรรจุสำรพันธุกรรม (DNA) ไว้ภำยใน โดยบริเวณกลำง
นิวเคลียสมีแกนตรงกลำงเรียกว่ำ Axial rod (Ar) ที่ท ำหน้ำที่คงรูป sperm ไว้ ซึ่งมีขนำดใหญ่กว่ำเมื่อ
เทียบกับขนำดที่พบใน sperm ของสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ส่วนที่ 2 Mitochondria (Mi) ซึ่ง sperm ใช้ 
mitochondria เป็นแหล่งผลิตพลังงำนที่สะสมภำยในเซลล์ ใน sperm ของ S. Cuccullata พบ 
mitochondria 4 ก้อน โดยในภำพ 4-2B เป็นภำพตัดตำมขวำงของ mitochondria และโครงสร้ำง
ส่วนที่ 3 คือ โครงสร้ำงส่วนหำง (Tail) เป็นส่วนของ Flagellum (Fl) ที่ sperm ใช้ในกำรเคลื่อนท่ี 
เมื่อ cross section บริเวณหำงพบ axoneme ที่เป็นส่วนของ microtubule (Mt) เรียงตัวกันแบบ 

4
9

1
4

8
6

7
5

3



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
1
2
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
9
0
8
2
5
6
3
 
1
2
:
0
6
:
5
3
 
/
 
s
e
q
:
 
2
3

 36 

9+2 (ภำพ 4-2C) โดยในส่วนโคนหำงพบ centriole วำงตัวตั้งฉำกกัน 2 แท่ง เรียกแกนนอนว่ำ 
Proximal centriole (Pc) และแกนตั้งเรียกว่ำ Distal centriole (Dc) 
 

 
 

ภำพที่ 4-2 โครงสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนำงรมปำกจีบ (S. cuccullata) 
(หมำยเหตุ: Ac=Acrosome, Ar=Axial rod, Dc=Distal centriole, Fl=Flagellum, 
Mi=mitochondria, Mt=microtubule, Nu=nucleus, Pc=Proximal centriole, 
Rb=Residual body, SA=Subacrosomal space) 
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 ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมพบ sertoli cell (Sc) ซึ่งมีลักษณะเซลล์เป็น
เซลล์ขนำดใหญ่ นิวเคลียสไม่กลมและแทรกตัวอยู่ร่วมกับเซลล์ที่ก ำลังพัฒนำอยู่ในท่อสร้ำงเซลล์
สืบพันธุ์ (ภำพที่ 4-3) ส ำหรับ sertoli cell ที่พบในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์นั้นท ำหน้ำที่เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง
ซึ่งภำยในสะสมพลังงำนที่จ ำเป็นเพื่อใช้ในกำรเจริญเติบโตของเซลล์แรกเริ่ม จำกลูกศรชี้แสดงให้เห็น
ถึงกำรเชื่อมต่อระหว่ำง sertoli cell กับ developing sperm ซึ่งผู้วิจัยคิดว่ำเป็น adheren 
junction เพ่ือให้เกิดกำรสื่อสำรกันระหว่ำงเซลล์ได้เช่นเดียวกันกับที่พบในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ของ
สัตว์ชนิดอื่น 
 

 
  
ภำพที่ 4-3 Sertoli cell ที่พบในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในหอยนำงรมปำกจีบ (S. cuccullata) 
 (หมำยเหตุ: Psc=Primary spermatocyte, Sc=Sertoli cell, Spz= Spermatozoa) 
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4.2 ควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 

2 วิธี 

 เมื่อท ำกำรศึกษำโครงสร้ำงเบื้องต้นของ sperm แล้วผู้วิจัยท ำกำรศึกษำหำควำมแตกต่ำง
ระหว่ำง sperm จำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธี คือ กำรเก็บตัวอย่ำงวิธีที่ 1 คือ Stripping method 
ซึ่งเป็นวิธีที่กรีดบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์เพ่ือน ำเซลล์สืบพันธุ์ออกมำโดยตรง และกำรเก็บตัวอย่ำงในวิธีที่ 
2 คือ Spawning method ซึ่งเป็นวิธีที่ให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำตำมธรรมชำติในสภำวะ
แวดล้อมที่เหมำะสม 
 

 
 

ภำพที่ 4-4 โครงสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ stripping ในหอยนำงรมปำกจีบ  
 (S. cuccullata) 
 (หมำยเหตุ: F=Flagellum, Sc=Sertoli cell, Spz= Spermatozoa) 
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ภำพที่ 4-5 โครงสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ spawning ในหอยนำงรมปำกจีบ  
 (S. cuccullata) 
 (หมำยเหตุ: F=Flagellum, Spz= Spermatozoa) 
 
 จำกกำรศึกษำดังกล่ำวแสดงให้เห็นว่ำ กำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ทั้ง 2 วิธีได้ตัวอย่ำง
เซลล์ที่แตกต่ำงกัน ซึ่งในวิธีที่ 1 เป็นกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ stripping โดยเป็นกำรรีดน้ ำเชื้อจำกอวัยวะ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง เมื่อน ำไปศึกษำด้วย TEM ได้ผลกำรศึกษำ (ภำพที่ 4-4) พบเซลล์สืบพันธุ์
เพศผู้ที่ก ำลังพัฒนำและพัฒนำสมบูรณ์แล้ว (spermatozoa) กล่ำวคือ พบกำรพัฒนำของส่วนหำงท ำ
ให้ทรำบว่ำเซลล์ที่พบนั้นก ำลังเจริญเข้ำสู่ระยะสมบูรณ์แล้ว นอกจำกนี้ สิ่งส ำคัญท่ีพบจำกกำรเก็บ
ตัวอย่ำงแบบ stripping คือ พบ sertoli cell (Sc) (ภำพที่ 4-4) ซึ่งเป็นเซลล์ขนำดใหญ่ที่อยู่ในท่อ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์หลุดติดมำกับเซลล์เริ่มต้นในกระบวนกำรพัฒนำของเซลล์ (spermatogenesis) 
โดยกระบวนกำรในกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ขั้นต้นต้องใช้ sertoli cell ในกำรผลิตสำรและเป็นแหล่ง
พลังงำนที่ใช้ในกำรเลี้ยงเซลล์ที่ก ำลังพัฒนำอยู่ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ซึ่งไม่พบในภำพที่ 4-5 ที่เป็น
กำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์ในวิธีที่ 2 คือ กำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์แบบ spawning อีกท้ังขนำดเซลล์ที่พบใน
ภำพ 4-4 มีทั้งเซลล์ขนำดใหญ่และเซลล์ขนำดเล็ก ซึ่งบ่งบอกถึงกำรเจริญของเซลล์ในแต่ละระยะ โดย
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ในกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์แบบ spawning  ในภำพ 4-5 นั้น พบว่ำ เซลล์สืบพันธุ์มีควำมสมบูรณ์ของ
เซลล์มำกขึ้น เนื่องจำกพบส่วนหำง (flagellum) ซึ่งเป็นส่วนที่พัฒนำมำเพ่ือใช้ในกำรเคลื่อนที่และ 
สำมำรถพบได้ในเซลล์ที่มีกำรเจริญสมบูรณ์แล้วเท่ำนั้น โดยเรียกระยะกำรเจริญนี้ว่ำ spermatozoa 
 

4.3 แผนที่อ้ำงอิงโปรตีน (Reference map) ที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ 

(Saccostrea cuccullata)  

กำรศึกษำโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบโดยสร้ำงจำกโปรตีนที่พบ
จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ spawning ผู้วิจัยใช้เทคนิค 2-DE electrophoresis ในกำรแยกโปรตีนเพื่อ
น ำผลที่ได้ไปจัดท ำแผนที่อ้ำงอิงโปรตีน (ภำพที่ 4-6) เพ่ือระบุ protein spot ส ำหรับใช้ในกำรตัดเพื่อ
น ำไปย่อยและระบุชนิดโปรตีนที่สำมำรถจ ำแนกได้เมื่อเทียบกับฐำนข้อมูลของสิ่งมีชีวิต  ผู้วิจัยท ำกำร
วิเครำะห์โปรตีนทั้งหมดจ ำนวน 206 spots โดยใช้เกณฑ์ในกำรตัดสินใจในกำรศึกษำ คือ สำมำรถ 
detect ได้จำกโปรแกรม Delta-2D (DECODON) และสำมำรถตัดได้จำกกำรมองเห็นด้วยตำเปล่ำ 
(P-value<0.05) และน ำโปรตีนไปย่อยด้วย trypsin ก่อนน ำไปวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS (LC; 
Water corporation Milford, nanoACQUITY system, USA, MS/MS; AmaZon™ speed ETD 
mass spectrometer, Bruker Billerica, USA) จำกนั้นใช้โปรแกรม Mascot และ Uniprot เพ่ือ
ระบุชนิดโปรตีนที่สำมำรถจ ำแนกได้ ซึ่งได้ผลกำรศึกษำ (ภำพที่ 4-6) 
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ภำพที่ 4-6. แผนที่อ้ำงอิงโปรตีน (Reference map) ที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ

(S. cuccullata) จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ spawning (100 µg, pH3-10 NL IPG,                      
12.5% SDS-PAGE) 

 

4.4 กำรจ ำแนกชนิดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ 

(Saccostrea cuccullata) 

 เมื่อผู้วิจัยได้จุดโปรตีนที่สนใจแล้วจำกนั้นน ำไปวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS จ ำนวน 206 จุด 
เมื่อน ำตัวอย่ำงไปวิเครำะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS และใช้ฐำนข้อมูล SwissProt โดยใช้โปรแกรม 
mascot (http://www.matrixscience.com) ในกำรระบุชนิดโปรตีน สำมำรถระบุโปรตีนได้ท้ังหมด 
188 จุด โดยเป็นโปรตีนทั้งหมด 112 ชนิด จำกนั้นใช้โปรแกรม Uniprot ในกำรจัดกลุ่มโปรตีนตำม 
Gene ontology (Cellular component) ซึ่งสำมำรถจัดกลุ่มได้ทั้งหมด 10 กลุ่ม ตำมต ำแหน่งที่พบ 
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คือ กลุ่มที่ 1. Acrosome (4, 2%) กลุ่มที่ 2. Endoplasmic reticulum (16, 7%) กลุ่มที่ 3. Golgi 
apparatus (3, 2%) กลุ่มที่ 4. Nucleus (27, 14%) กลุ่มที่ 5. Cytoplasm (35, 19%) กลุ่มที่ 6. 
Mitochondria (40, 21%) กลุ่มที่ 7. Cytoskeleton and flagellum development (54, 29%) 
กลุ่มท่ี 8. Peroxisome (1, 0%) กลุ่มที่ 9. Plasma membrane (3, 2%) กลุ่มที่ 10. Extracellular 
region or secreted (7, 4%) (ภำพที่ 4-7) และแสดงรำยละเอียดต่ำง ๆ ของโปรตีนที่พบพร้อมระบุ
หนำ้ที่ของโปรตีน (ตำรำงที่ 4-1) (โปรตีนแต่ละกลุ่มจัดเรียงตำมค่ำ spot volume) 
 

 
ภำพที่ 4-7 กรำฟกำรแบ่งกลุ่มของโปรตีนทั้งหมด 188 จุด ตำมแหล่งที่พบโปรตีน 

Acrosome
2% (4)

Endoplasmic 
reticulum
7% (16)

Golgi apparatus
2% (3)

Nucleus 
14% (27)

Cytoplasm
19% (35)Mitochondria 

21% (40)

Cytoskeleton and flagellum development
29% (54)

Peroxisome 
0% (1)

Plasma membrane 
2% (3)

Extracellular region or 
secreted 4% (7)
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4.5 กำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงระหว่ำงโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำก

จีบ โดยใช้เทคนิคกำรรีดน้ ำเช้ือ (Stripping method) และเซลล์สืบพันธุ์ปล่อยออกมำตำม

ธรรมชำติ (spawning method) 

ผู้วิจัยท ำกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงระหว่ำงโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้โดยวิธี 
stripping method คือวิธีที่ให้รีดน้ ำเชื้อออกมำจำกอวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง และวิธีที่สอง 
คือ วิธี spawning method คือวิธีที่หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำเองตำมธรรมชำติในสภำวะที่
เหมำะสม โดยผู้วิจัยใช้เทคนิค 2D gel electrophoresis ในกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของ
โปรตีนที่พบในกำรเก็บตัวอย่ำง ซึ่งได้ภำพถ่ำยเจล (ภำพที่ 4-8) จำกนั้นผู้วิจัยใช้โปรแกรม Delta 2D 
ในกำรท ำ normalization และวิเครำะห์ภำพถ่ำยเจล เพ่ือเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของ spot โดย
ผู้วิจัยใช้กลุ่ม Spawning method เป็น control group ซึ่งสำมำรถอธิบำยได้ว่ำ เมื่อ sperm 
สมบูรณ์พันธุ์ (mature sperm) มีโปรตีนใดบ้ำงที่เพ่ิมหรือลดกำรแสดงออก พบโปรตีนที่มีกำร
เปลี่ยนแปลงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (P<0.05) ระหว่ำง ว่ำ มีโปรตีนกลุ่มที่เพ่ิมข้ึน (Upregulated) 
ทั้งหมด 26 จุด ซึ่งเป็นโปรตีนทั้งหมด 10 ชนิด ได้แก่ 1. voltage-dependent anion-selective 
channel protein 2. Ras-related protein Rab-7a 3. Probable citrate synthase 1, 
mitochondrial 4. Mitochondrial prohibitin complex protein 5. Superoxide dismutase, 
mitochondrial 6. 26S proteasome regulatory subunit 7. 14-3-3 protein epsilon 8. 
Actin, acrosomal process isoform 9. ATP synthase subunit beta, mitochondrial 10. 
Tubulin (alpha, beta chain) ดังตำรำงที่ 4-1 และมีโปรตีนกลุ่มที่ลดลง (Downregulated) 
ทั้งหมด 47 spots ซึ่งเป็นโปรตีนทั้งหมด 30 ชนิด คือ 1. 40S ribosomal protein S12 2. 60S 
ribosomal protein L9 3. Arginine kinase 4. Calmodulin 5. Enolase 6. Fructose-
bisphosphate aldolase A 7. Haptoglobin 8. Heat shock 70 kDa protein 9. Heat shock 
cognate 71 kDa 10. Actin, cytoplasmic 11. Cilia- and flagella-associated protein 58 12. 
Heat shock-related 70 kDa protein 13. Radial spoke head 1 homolog 14. Ropporin-1-
like protein 15. Tektin-4 16. Calreticulin 17. Heat shock 70 kDa protein 18. 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) 19. Trifunctional enzyme subunit 
beta 20. Beta-lactoglobulin 21. Aconitate hydratase 22. Electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase 23. Glutamate dehydrogenase 24. Prohibitin 25. DNA-
directed RNA polymerase I subunit RPA2 26. DNA-directed RNA polymerase II subunit 
RPB7 27. Heat shock 70 kDa protein cognate 4 28. Peptidyl¬prolyl cis-trans isomerase 
29. Histone 30. Ras-related protein RABA1b (ตำรำงที่ 4-2)  
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ภำพที่ 4-9 กำรแสดงออกของโปรตีนที่เพิ่มขึ้น (   ) และลดลง (   ) เมื่อเทียบกับวิธีกำรเก็บตัวอย่ำง
แบบ Spawning 
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บทที่ 5 อภิปรำยผลกำรทดลอง 
 

5.1 ควำมแตกต่ำงทำงจุลกำยวิภำคศำสตร์ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ 
(Saccostrea cuccullata) จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ stripping และ spawning  
 จำกกำรศึกษำโครงสร้ำงของเซลลืบพันธุ์เพศผู้ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนำงรมปำก
จีบโดยใช้ TEM ในกำรศึกษำพบว่ำ โครงสร้ำงเซลล์ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ส่วนหัว กลำงตัว และ
ส่วนหำง เช่นเดียวกับ sperm ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ ทั้งสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น ในมนุษย์ (Kannan, 
2017) วัว (Saacke and Almquist, 1964) ปลำ (Mattei, 1988) และในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง 
เช่น ในหอยแมลงภู่ (Reunov et al., 1999) แต่จะพบควำมหลำกหลำยของโครงสร้ำงในแต่ละส่วน
ของ sperm แตกต่ำงกันในสัตว์แต่ละชนิด ซึ่งควำมหลำกหลำยของโครงสร้ำงในส่วนต่ำง ๆ ที่พบใน
สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดนั้นแสดงถึงควำมจ ำเพำะของ sperm แต่ละชนิดเพ่ือใช้ในกำรปฏิสนธิที่มี
ควำมจ ำเพำะกับเซลล์ไข่ในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันเมื่อ sperm ของสัตว์ชนิดต่ำง ๆ อยู่ใน
สภำพแวดล้อมเดียวกัน  
 ส ำหรับโครงสร้ำง sperm ที่พบในหอยนำงรมปำกจีบ สำมำรถแบ่งโครงสร้ำงออกเป็น 3 ส่วน 
ได้แก่ ส่วนที่ 1 ส่วนหัว (head) ประกอบด้วยส่วน acrosome (Ac) (ภำพที่ 4-2A) ซึ่งภำยในบรรจุ 
enzyme ที่ใช้ในกำรย่อยชั้น zona pellucida ของเซลล์ไข่ในขั้นตอน acrosomal reaction และ 
Nucleus ซึ่งบรรจุสำรพันธุกรรม (DNA) ไว้ โดยบริเวณกลำงนิวเคลียสมีแกนตรงกลำงเรียกว่ำ Axial 
rod (AR) (ภำพที่ 4-2A) ซึ่งมีขนำดใหญ่กว่ำเมื่อเทียบกับขนำดที่พบใน sperm ของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ  
 ส่วนที่ 2 ส่วนกลำงตัว พบMitochondria (Mi) โดย sperm ใช้ mitochondria เป็นแหล่ง
ผลิตพลังงำนที่สะสมภำยในเซลล์ เพื่อใช้เป็นพลังงำนในกำรเจริญและพัฒนำของเซลล์และใช้ในกำร
เคลื่อนที่ออกจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพื่อปฏิสนธิ ใน sperm ของ S. Cuccullata พบ 
mitochondria 4 ก้อน (ภำพที่ 4-2B) โดยในภำพ 4-2B เป็นภำพตัดตำมขวำงของ mitochondria 
เมื่อเปรียบเทียบกับหอยสองฝำชนิดอื่น เช่น ในหอยแมลงภู่ (Perna viridis) (Reunov et al., 1999) 
และในหอยแครง (Anadara granosa) (Suwanjarat, 1999) พบ mitochondria 5 ก้อน โดย
ลักษณะเช่นนี้จัดเป็น primitive-classical spermatozoa (Reunov et al., 1999) ดังนั้นผู้วิจัย
สำมำรถสรุปได้ว่ำ ในหอยนำงรมพบ mitochondria ถึง 4 ก้อน แสดงว่ำภำยในเซลล์ต้องมีกำรสร้ำง
พลังงำนจ ำนวนมำก ดังนั้นเมื่อ sperm ถูกปล่อยออกจำกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์แล้ว sperm ผู้วิจัยท ำ
กำรตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ sperm สำมำรถเคลื่อนที่ได้อยู่
ได้ถึง 2-3 วัน ซึ่งสอดคล้องกับพบ mitochondria ในเซลล์จ ำนวนมำก  
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 ส่วนที่ 3 ส่วนหำง (tail) เป็นส่วนของ flagellum (Fl) ที่ sperm ใช้ในกำรเคลื่อนที่เมื่ออยู่
นอกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ เมื่อ cross section บริเวณหำงพบ axoneme ที่เป็นส่วนของ 
microtubule (MT) เรียงตัวกันแบบ 9+2 (ภำพที่ 4-2C) โดนในส่วนโคนหำงเรียกว่ำ distal 
centriole (DC) เช่นเดียวกับ sperm ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ 
 จำกกำรเก็บตัวอย่ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) ของหอยนำงรมปำกจีบ                          
Saccostrea cuccullata ทัง้ 2 วิธี คือ 1. Stripping method ซึ่งเป็นวิธีที่น ำน้ ำเชื้อออกมำจำก
อวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง กับวิธีที่ 2 คือ Spawning method ซึ่งเป็นวิธีที่กระตุ้นให้หอย
ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองตำมสภำวะแวดล้อมที่เหมำะสม จำกนั้นผู้วิจัยท ำกำรศึกษำถึงควำมแตกต่ำง
ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่เก็บตัวอย่ำงจำก 2 วิธีผ่ำนกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน 
(Transmission Electron Microscope; TEM) พบว่ำ  
 วิธีที่ 1 stripping method พบ Sertoli cell ติดมำกับ sperm ด้วย (ภำพที่ 4-4) ซึ่ง 
Sertoli cell ที่พบในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ (Gonadal tubule) มีหน้ำที่เก็บสะสมพลังงำนซึ่งใช้เป็น
แหล่งพลังงำนส ำรองภำยในเซลล์ที่ก ำลังพัฒนำอยู่ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์  ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัย
ของ (Franco et al., 2008a) ที่ท ำกำรศึกษำถึงกระบวนกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
(Spermatogenesis) ในหอยนำงรม Crassostrea gigas ที่ก ำลังพัฒนำอยู่ใน Gonadal tubule พบ 
Sertoli cell ในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เช่นกัน ดังนั้นเมื่อท ำกำรรีดน้ ำเชื้อออกมำจำก Gonadal 
tubule โดยตรง sperm ที่ก ำลังพัฒนำอยู่ใน Gonadal tubule นั้นอำจมีส่วนของ Sertoli cell 
หลุดออกมำด้วยได้ และนอกจำกนั้นผู้วิจัยยังท ำกำรศึกษำถึงองค์ประกอบของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่พบ
ใน gonadal tubule ด้วย (ภำพที4่-1A) พบว่ำใน gonadal tubule มีเซลล์ที่ก ำลังเจริญและพัฒนำ
อยู่ภำยในท่อ โดยเซลล์เริ่มต้นที่ก ำลังจะพัฒนำเป็น sperm เรียกว่ำ primary spermatocyte เป็น
เซลล์ที่มีขนำดใหญ่กว่ำเซลล์ที่พัฒนำแล้ว โดยจะเป็นเซลล์ที่ติดอยู่กับขอบ gonadal tubule บริเวณ 
basement membrane จำกนั้นเซลล์จะมีกำรเจริญและพัฒนำภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เรื่อย ๆ 
จนกระท่ังพบกำรเจริญของ sperm ที่พัฒนำเซลล์เกือบสมบูรณ์ที่พร้อมปล่อยออกนอกท่อสร้ำงเซลล์
สืบพันธุ์ กล่ำวคือ พบส่วนของ flagellum ที่ sperm ใช้ในกำรเคลื่อนที่ โดยเซลล์ในลักษณะนี้
สำมำรถพบได้บริเวณกลำงท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ เรียกระยะกำรเจริญนี้ว่ำ spermatozoa ดังนั้นใน
กำรเก็บตัวอย่ำงแบบ stripping method sperm ที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงในวิธีนี้ต้องพบเซลล์ที่
ก ำลังพัฒนำอยู่และเซลล์ที่สมบูรณ์แล้วหลุดออกมำพร้อมกัน เนื่องจำกใน gonadal tubule นั้นย่อม
มีเซลล์ที่เจริญในระยะท่ีต่ำง ๆ กัน ต่ำงจำกกำรเก็บตัวอย่ำง sperm ในวิธีที่ 2 ที่ใช้กำรเก็บแบบ 
spawning method  
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 วิธีที่ 2 spawning method เป็นวิธีที่ให้หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกมำเองตำมธรรมชำติใน
สภำวะแวดล้อมที่เหมำะสม เมื่อศึกษำเซลล์ด้วย TEM พบว่ำ sperm มีขนำดของเซลล์ที่เกือบจะ
เท่ำกันในทุกเซลล์ (ภำพที่ 4-5) เนื่องจำกเซลล์ที่ปล่อยออกมำเองตำมธรรมชำติจะเป็นเซลล์ที่มีควำม
สมบูรณ์แล้วเท่ำนั้น และมีกำรพัฒนำของส่วนหำง (flagellum) ซึ่งเป็นส่วนของ microtubule ที่
สมบูรณ์มำกกว่ำกำรเก็บตัวอย่ำงในวิธีที่ 1 และไม่พบ Sertoli cell หลุดติด cell ออกมำด้วย โดย
เรียกระยะกำรเจริญนี้ว่ำ spermatozoa ดังนั้นผู้วิจัยสำมำรถสรุปได้ว่ำ กำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธีนี้ 
สำมำรถบอกถึงภำวะสมบูรณ์พันธุ์ (maturity) ของ sperm ได้ กล่ำวคือ ในกำรเก็บตัวอย่ำงวิธีที่ 2 
นั้น sperm ที่ได้จะมีควำมสมบูรณ์พันธุ์มำกกว่ำเซลล์ที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงวิธีที่ 1 ดังนั้นผู้วิจัยจึง
ท ำกำรศึกษำต่อโดยท ำกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบจำกกำรเก็บตัวอย่ำง sperm 
ทั้ง 2 วิธีว่ำมีโปรตีนกลุ่มใดบ้ำงที่เพ่ิมหรือลดลงออย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติเพ่ืออธิบำยถึงภำวะสมบูรณ์
พันธุ์ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ 
 

5.2 โปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ Saccostrea cuccullata 
เมื่อท ำกำรศึกษำถึงควำมแตกต่ำงของ sperm จำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธีแล้วนั้น ผู้วิจยั

ท ำกำรศึกษำถึงโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบ โดยใช้วิธีกำรแยกโปรตีน
แบบสองมิติในกำรศึกษำ (2-Dimension gel electrophoresis) พบโปรตีนทั้งหมด 112 ชนิด ซึ่งท ำ
กำรจัดกลุ่มตำมแหล่งที่พบ (locations) ได้ทั้งหมด 10 กลุ่ม ดังนี้  

กลุ่มที่ 1 เป็นโปรตีนที่จัดในกลุ่ม Acrosome ซึ่งเป็นส่วนที่บรรจุเอนไซม์ในกำรใช้ย่อยเยื่อหุ้ม
เซลล์ไข่เม่ือเกิดกำรปฏิสนธิ ซึ่งโปรตีนที่พบในกลุ่มนี้จะเป็นพวก Actin acrosomal process 
isoform ซ่ึงเป็นโปรตีนโครงสร้ำงในกำรสร้ำงส่วน acrosome เช่นเดียวกับท่ีพวกในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยน้ ำนม (Romarowski et al., 2016) และพบ Voltage-dependent anion-selective 
channel protein ซึ่งเป็นช่องทำงเลือกผ่ำนของไอออนต่ำงๆ ที่พบในเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งเก่ียวข้องกับกำร
หลั่งสำรออกนอกเซลล์และในกระบวนกำรตำยของเซลล์แบบ apoptosis  

กลุ่มท่ี 2 เป็นโปรตีนที่จัดในกลุ่ม Endoplasmic reticulum ซึ่งเป็นแหล่งที่มีกำรสังเครำะห์
โปรตีน ส ำหรับโปรตีนที่พบจะเป็นกลุ่ม Sarcoplasmic calcium-binding protein ซึ่งเป็นโปรตีนที่
พบในกล้ำมเนื้อของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังพวก mollusks และ annelids เช่นเดียวกับในกำรศึกษำ
โปรตีนที่พบในเซลล์อสุจิในปูหิมะ (Chionoecetes opilio)  (Abdel Rahman et al., 2011) พบ 
Endoplasmin ที่เป็นโปรตีนที่ท ำหน้ำที่เป็น chaperone ที่ท ำหน้ำที่เกี่ยวกับกำรขนส่งโปรตีน
เช่นเดียวกับท่ีพบในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง  
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กลุ่มท่ี 3 เป็นโปรตีนกลุ่ม Golgi apparatus ท ำหน้ำที่เก่ียวกับกำรขนส่งโปรตีนออกนอก
เซลล์ในรูปแบบ vesicle ซึ่งโปรตีนที่พบในกลุ่มนี้ได้แก่ casein ซึ่งเก่ียวข้องกับกำรขนส่งแคลเซียมใน
กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Signorile et al., 2001)  

กลุ่มท่ี 4 เป็นโปรตีนที่พบใน Nucleus โปรตีน histone เป็นโปรตีนพ้ืนฐำนที่พบได้ใน 
nucleus โดยโปรตีน histone เป็นหน่วยย่อยของนิวคลีโอโซมและท ำหน้ำที่เก่ียวข้องกับกำรม้วนตัว
ของ DNA กำรแสดงออกของ gene Histone มีทั้งหมด 5 ชนิด คือ H1, H2A, H2B, H3 และ H4  ซ่ึง
ในงำนวิจัยนี้พบทั้ง H2A, H2B, H3 และ H4 ส ำหรับใน sperm ของกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น 
มนุษย์ พบ histone ถูกแทนที่ด้วย protamine ในกระบวนกำรเจริญและพัฒนำของ sperm 
(spermatogenesis) (Braun, 2001; Yoshida et al., 2018) โดย protamine ท ำหน้ำที่
เช่นเดียวกันกับ histone คือ ท ำหน้ำที่เก่ียวข้องกับกำรม้วนตัวของ DNA นอกจำกนี้ยังพบ
Heat shock 70 kDa protein (HSP70) ที่พบทั้งใน cytoplasm nucleus และใน plasma 
membrane ที่ท ำหน้ำที่เป็น chaperone (Naaby-Hansen and Herr, 2010) ซึ่งต้องมีควำม
แตกต่ำงกันในเซลล์อสุจิของสัตว์แต่ละชนิด (Radons, 2016) HSP70 เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำร
แสดงออกของเซลล์ที่มีกำรตอบสนองในขณะที่เซลล์ได้รับควำมเครียด (stress response) มี
กำรศึกษำ HSP70 ในกลุ่มหอยนำงรม (Crassostrea gigas) เพ่ือระบุต ำแหน่งที่พบ ซึ่งสอดคล้องกับ
งำนวิจัยในครั้งนี้เนื่องจำกพบ HSP70 ทั้งใน cytoplasm nucleus และใน plasma membrane 
(Huang et al., 2015) นอกจำกนี้ HSP ยังเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงพลังงำนที่ใช้ภำยใน
เซลล์อีกด้วย ซึ่งผู้วิจัยพบ HSP60 ในกลุ่ม Mitochondria เนื่องจำกเซลล์อสุจิในหอยนำงรมมีขนำด 
mitochondria ขนำดใหญ่เมื่อเทียบกับขนำดของเซลล์และในกำรเจริญของเซลล์อสุจินั้นต้องอำศัย
พลังงำนในกำรเจริญเป็นจ ำนวนมำก ท ำให้พบโปรตีนกลุ่ม HSP เป็นจ ำนวนมำกในงำนวิจัยนี้ ส ำหรับ 
Heat shock protein ที่พบมำกในเซลล์อสุจิแหล่งที่พบที่ส ำคัญอีกแหล่งคือ ในกลุ่ม cytoskeleton 
พบ HSP70 ซึ่งมีหน้ำที่เกี่ยวข้องกับกำรแบ่งเซลล์ (spermatogenesis) พบใน spindle fiber ในกำร
สร้ำง male germ cell ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยที่ศึกษำเกี่ยวกับกำรแบ่งเซลล์แบบ meiosis ใน
ภำวะสมบูรณ์พันธุ์ในหนู (Eddy, 1999) ที่พบ HSP70 เช่นกัน นอกจำกนี้ในกลุ่ม nucleus ยังพบ 
26S proteasome regulatory subunit, DNA-directed RNA polymerase I และ DNA-
directed RNA polymerase II ที่มีหน้ำที่เก่ียวข้องกับ cell cycle ในกำรเจริญและพัฒนำของ 
sperm 

กลุ่มท่ี 5 เป็นโปรตีนในกลุ่ม Cytoplasm ส่วนใหญ่โปรตีนที่พบเป็น Arginine kinase ซ่ึง
เป็นโปรตีนหลักที่พบใน sperm ในกำรศึกษำโปรตีนนี้พบ Arginine kinase ในปริมำณมำกที่สุดเป็น
อันดับแรกจำกค่ำ spot volume คิดเป็น 7.63% โปรตีนนี้หน้ำที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงพลังงำนใน
กำรขนส่ง phosphate ในขั้นตอนกำรสร้ำง flagellum ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนกำรพัฒนำเซลล์
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สืบพันธุ์เพศผู้โดยตรง (spermatogenesis) (Strong and Ellington, 1993) สำมำรถพบโปรตีนชนิด
นี้ใน sperm ของสัตว์หลำย ๆ ชนิดทั้งในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลังเนื่องจำก
เป็นกลุ่มโปรตีนหลักที่ต้องพบใน sperm เช่นเดียวกับ Fructose bisphosphate aldolase A  ที่พบ
ในกำรศึกษำในครั้งนี้ด้วยเช่นกันซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงพลังงำนในกำรพัฒนำเซลล์
สืบพันธุ์เช่นเดียวกับ Arginine kinase นอกจำกนี้ยังพบ Calmodulin และ Ubiquitin ซึ่งเป็นโปรตีน
ที่เก่ียวข้องกับ calcium ion binding ที่เก่ียวข้องในเรื่องกำรเคลื่อนไหวของ sperm ซึ่งสำมำรถพบ
ได้ในส่วน cytoplasm ที่เก่ียวกับกำรสร้ำง flagellum รวมไปถึงในเรื่อง cell cycle และ 
spermatogenesis ด้วยเช่นกัน (Schlingmann et al., 2007)  

กลุ่มท่ี 6 เป็นโปรตีนในกลุ่ม Mitochondria ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวกับกำรสร้ำงพลังงำน 
โดยโปรตีนในกลุ่มนี้เป็นโปรตีนกลุ่มหลักท่ีพบ sperm เนื่องจำก sperm ต้องใช้พลังงำนจ ำนวนมำก 
ในหลำยเรื่อง เช่น spermatogenesis, cell cycle และ cell motility ล้วนต้องใช้พลังงำนเป็น
จ ำนวนมำก ดังนั้นโปรตีนในกลุ่มนี้ พบ ATP synthase เปน็โปรตีนหลักและพบในปริมำณมำกใน 
sperm จำกค่ำ spot volume คิดเป็น 6.51% ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้ำงของ sperm  หอยนำงรมที่
พบ mitochondria ถึง 4 ก้อนซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักในโครงสร้ำงของเซลล์ด้วย ATP synthase 
เป็นโปรตีนหลักที่ท ำหน้ำที่ในกำรสร้ำงพลังงำนที่ใช้ภำยในเซลล์ นอกจำกนี้ยังพบกลุ่ม 
dehydrogenase หลำยตัว เช่น NADH dehydrogenase, Glutamate dehydrogenase, Long-
chain specific acyl-CoA dehydrogenase, Isocitrate dehydrogenase, Probable isocitrate 
dehydrogenase, Probable malate dehydrogenase, Isovaleryl­CoA dehydrogenase และ 
Succinate dehydrogenase ซึ่งเป็นเอนไซมท์ั้งหมดในกำรเร่งปฏิกิริยำเคมีภำยในเซลล์ที่ใช้ในกำร
ผลิตพลังงำนในกำรเจริญและพัฒนำของ sperm  

กลุ่มท่ี 7 เป็นโปรตีนในกลุ่ม  Cytoskeleton and flagellum development ซึ่งเป็นกลุ่ม
โปรตีนที่พบมำกท่ีสุดใน sperm เนื่องจำกเกี่ยวข้องกับโครงร่ำงของเซลล์และกำรพัฒนำส่วนหำงของ 
sperm ซึ่งเป็นส่วนส ำคัญท่ีใช้ในกำรเคลื่อนที่ โปรตีนที่พบในกลุ่มนี้ ส่วนใหญ่จะเป็น Tubulin ซึ่งเป็น
โปรตีนหลักที่พบในส่วน microtubule ซึ่งพบได้ในส่วน flagellum ผู้วิจัยพบ Tubulin ในหลำย 
isoform เช่น beta (3, 4B), alpha-3 และ gamma­1 พบ Actin, Dynein intermediate chain 1 
ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของกำรสร้ำง axoneme ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบในส่วน flagellum พบ 
Vimentin-1/2 ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบใน intermediate filament และยังพบ Cilia- and flagella-
associated protein, Tektin-4, Tektin-1, Ropporin-1-like protein, 
Parkin coregulated gene protein และ Sperm­associated antigen ที่เก่ียวข้องโดยตรงในกำร
สร้ำงส่วน flagellum นอกจำกนีย้ังพบ Radial spoke head 1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
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กระบวนกำร spermatogenesis ในขั้นตอน meiosis และเป็นโปรตีนที่พบได้ในส่วน axoneme 
เช่นเดียวกับ Dynein ที่จะฟอร์มตัวกันเป็นส่วนหำงของ sperm  

กลุ่มท่ี 8 Extracellular region or secreted เป็นโปรตีนที่พบนอกเซลล์ กล่ำวคือ มีกำร
หลั่งโปรตีนส่วนนี้ออกมำนอกเซลล์ พบ Apolipoprotein A­I, Dermcidin, Beta-lactoglobulin  

กลุ่มท่ี 9  Peroxisome ซึ่งเป็น organelle ที่ท ำหน้ำที่เกี่ยวข้องกับ metabolism ในเซลล์ 
พบ Catalase ซึ่งเป็นโปรตีนที่เก่ียวข้องกับ chemical stress อธิบำยได้ว่ำ เมื่อมีกำรปล่อย sperm 
ออกมำนอกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ sperm ต้องมีเอนไซมท์ี่เกี่ยวข้องกับ sperm ในกำรป้องกันตัวเอง
เมื่อถูกปล่อยออกมำภำยนอกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์  

กลุ่มท่ี 10 เป็นโปรตีนที่พบใน Plasma membrane พบ Annexin A2 ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
กระบวนกำร exocytosis ใน cell cycle ที่พบได้ในบริเวณ plasma membrane (Kirshner et al., 
2003) 
 

5.3 ควำมแตกต่ำงของโปรตีนที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรมปำกจีบจำกกำรเก็บ
ตัวอย่ำงแบบ stripping และ spawning  
 ในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของโปรตีนในที่พบในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (sperm) ของหอย
นำงรมปำกจีบ (Saccostrea cuccullata) ที่เลือกเก็บตัวอย่ำง 2 รูปแบบ คือ 1. Stripping 
method ที่เป็นกำรรีดน้ ำเชื้อของหอยนำงรมเพศผู้ออกมำโดยตรงจำกอวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ 
(Gonad) และ 2. Spawning method ซึ่งเป็นวิธีที่หอยนำงรมสมบูรณ์เพศปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองใน
สภำวะแวดล้อมที่เหมำะสม เมื่อน ำตัวอย่ำงที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำง 2 รูปแบบ มำศึกษำหำควำม
แตกต่ำงของโปรตีนที่พบโดยใช้เทคนิค 2D-gel electrophoresis พบว่ำ โปรตีนที่สำมำรถระบุชนิด
ได้มีทั้งหมด 112 ชนิด (ตำรำงที่ 4-1) และสำมำรถจัดกลุ่มโปรตีนนี้ตำมแหล่งที่พบได้เป็น 10 กลุ่ม 
เมื่อน ำโปรตีนทั้งหมดที่ระบุชนิดได้ มำเปรียบเทียบปริมำณโปรตีนที่ใช้ค่ำ spot volume ในกำร
พิจำรณำ ซึ่งได้ผลกำรศึกษำสอดคล้องกันในตัวอย่ำงทั้ง 2 กลุ่ม พบ Ariginine kinase (7.63% spot 
volume) มีค่ำมำกที่สุดเป็นอันดับแรก ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท ำงำนเกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงพลังงำนในเซลล์ 
อันดับที่สอง คือ ATP synthase (6.51% spot volume) ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำง
พลังงำนในเซลล์เช่นกัน จึงสำมำรถสรุปได้ว่ำ โปรตีนที่พบภำยใน sperm ของหอยนำงรม ส่วนใหญ่
เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงพลังงำน เนื่องจำกผู้วิจัยท ำกำรทดสอบในห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ 
sperm ของหอยนำงรมเมื่ออยู่ภำยนอกท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์สำมำรถเคลื่อนที่อยู่ได้ถึง 2-3 วัน แสดง
ว่ำ sperm ต้องมีกำรผลิตพลังงำนที่มำกพอเพ่ือใช้ในกำรเคลื่อนที่ 
 โปรตีนทั้งหมดที่พบสำมำรถอธิบำยได้ว่ำ โปรตีนที่พบมำกท่ีสุดสอดคล้องกับโครงสร้ำงของ 
sperm (ภำพที่ 4-2A) เป็นอย่ำงมำก ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยที่ศึกษำโครงสร้ำงของ sperm ของหอย
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นำงรม (Crassostrea gigas) จำกกำรศึกษำด้วย Electron microscope ด้วยเช่นกัน (Franco et 
al., 2008b) กล่ำวคือ ในโครงสร้ำงของ sperm องค์ประกอบหลักท่ีพบ คือ acrosome ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบที่พบในส่วนหัวของ sperm มีหน้ำที่เก่ียวข้องกับกำรย่อยสลำยเยื่อหุ้มเซลล์ไข่ ซึ่งเป็น
ขั้นตอนแรกในกำรเริ่มปฏิสนธิ โดยในกำรศึกษำนี้พบ actin acrosomal process ซึ่งเป็นโปรตีน
โครงสร้ำงในกำรสร้ำงส่วน acrosome ในขั้นต้น ส่วนประกอบของ sperm อีก 1 ส่วน คือ nucleus 
ซึ่งเป็นโครงสร้ำงที่มีขนำดใหญ่และส ำคัญที่สุดของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของหอยนำงรม โดยภำยใน
บรรจุสำรพันธุกรรม (DNA) ไว้ ท ำให้พบโปรตีนหลำยชนิดที่ส ำคัญใน nucleus เช่น Histone, Heat 
shock protein 70 KDa และ 26S proteasome regulatory subunit  
 ส ำหรับควำมแตกต่ำงของโปรตีนจำกทั้ง 2 กลุ่มตัวอย่ำงนี้ เมื่อน ำมำวิเครำะห์ด้วยโปรแกรม 
Delta 2D ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ีสำมำรถวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของ spot จำกกลุ่มตัวอย่ำงได้ ซึ่งใช้
กลุ่ม stripping เป็น treatment และกลุ่ม spawning เป็น control กล่ำวคือ เมื่อได้ผลจำกกำร
วิเครำะห์ด้วยโปรแกรมแล้วมีโปรตีนที่พบใน mature sperm ชนิดใดบ้ำงที่เพ่ิมข้ึนหรือลดลงอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่ม stripping โดยใช้เกณฑ์กำรวิเครำะห์คือ ค่ำควำมแตกต่ำงอย่ำงมี
นัยส ำคัญ โดยใช้ค่ำสถิต T-test (P-value<0.05) และค่ำ fold change ในกำรพิจำรณำควำม
แตกต่ำง หลังจำกวิเครำะห์แล้วสำมำรถแบ่งควำมแตกต่ำงของ spot ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  
 กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ค่ำ spot volume เพ่ิมข้ึน (up regulation) (fold change >1) สำมำรถ
แบ่งตำมแหล่งที่พบโปรตีน (gene ontology) ได้เป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ acrosome, cytoplasm, 
mitochondria, nucleus, cytoskeleton and flagellum development ทั้งหมด 11 โปรตีน 
อธิบำยได้ว่ำ เมื่อ sperm มีควำมสมบูรณ์พันธุ์มำกข้ึน (maturity) สำมำรถพบกำรแสดงออกของ
โปรตีนในกลุ่มนี้มำกข้ึน  
 เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่อยู่ในภำวะเจริญพันธุ์สำมำรถพบโครงสร้ำงหลัก ๆ คือ ส่วนหัวพบ 

acrosome ซึ่งบริเวณนี้เป็นบริเวณท่ีส ำคัญที่เกี่ยวข้องกับกำรปฏิสนธิในขั้นตอนเจำะผนังเซลล์ไข่เพ่ือ

ปล่อยสำรพันธุกรรม โดยในบริเวณ acrosome จะมี enzyme ในกำรย่อยผนังของเซลล์ไข่ ซึ่งมี

ควำมจ ำเพำะกันในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ในหอยนำงรมพบโปรตีนที่แสดงออกมำกในกลุ่มนี้ คือ actin, 

acrosomal process isoform ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส ำคัญท่ีสำมำรถพบได้ใน acrosome โปรตีนชนิดนี้

ท ำหน้ำที่เก่ียวข้องกับกำรพัฒนำของ acrosome ซึ่งแน่นอนว่ำในเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่ก ำลังอยู่ในช่วง

เจริญพันธุ์นั้นย่อมมีกำรพัฒนำบริเวณ acrosome ทีเ่ป็นบริเวณส ำคัญของ sperm ในขั้นตอนกำร

ปฏิสนธิ และโปรตีนอีก 1 ตัวที่มีกำรแสดงออกมำกขึ้นในกลุ่ม acrosome คือ voltage-dependent 

anion-selective channel protein เป็นโปรตีนที่ท ำหน้ำที่เป็น protein channel ที่เป็นทำงผ่ำน

ของ ion ต่ำง ๆ ที่เก่ียวข้องกับกำรขนส่ง ATP เพ่ือสร้ำงพลังงำนที่ใช้ในเซลล์ เช่นเดียวกันกับที่พบใน
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กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Hinsch et al., 2004) นอกจำกนี้บริเวณส่วนหัวของ sperm ยังพบ 

nucleus และ cytoplasm พบโปรตีนทั้งหมด 3 ชนิด คือ Ras-related protein Rab-7a และ 26S 

proteasome regulatory subunit เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรย่อยสลำย ATP ซึ่งพบได้ใน 

lysosome เนื่องจำกเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในวัยเจริญพันธุ์ต้องใช้พลังงำนเป็นจ ำนวนมำกในกำร

เคลื่อนที่ ดังนั้นพลังงำนที่ถูกใช้ไปในรูป ATP จึงถูกย่อยสลำยภำยใน lysosome จึงพบโปรตีนเหล่ำนี้

มำกใน mature sperm นอกจำกนี้ยังพบ 14-3-3 protein epsilon มีค่ำ fold change สูงถึง 

1.748 หมำยควำมว่ำ มีกำรแสดงออกของโปรตีนนี้มำกใน mature sperm เป็นโปรตีนที่ท ำหน้ำที่

เกี่ยวข้องกับกำรเมตำบอลิซึม (Metabolism) ของเซลล์เนื่องจำก sperm ที่ก ำลังพัฒนำไปเป็นเซลล์ที่

สมบูรณ์ต้องมีกำรเปลี่ยนแปลงโครงสร้ำงของเซลล์ ดังนั้นเซลล์จึงมีกำรใช้พลังงำนเป็นจ ำนวนมำกและ

นอกจำกหน้ำที่ที่เกี่ยวข้องกับกำรเมตำบอลิซึมแล้วโปรตีนนี้ยังท ำหน้ำที่เป็น signaling อีกด้วย และ

กลุ่มโปรตีนที่ส ำคัญที่พบกำรแสดงออกมำกกว่ำเมื่อเทียบกับกลุ่ม stripping คือ กลุ่ม mitochondria 

เนื่องจำกในโครงสร้ำงของ sperm ของหอยนำงรมปำกจีบ พบ mitochondria เป็นก้อนขนำดใหญ่

ถึง 4 ก้อน ซึ่งถือว่ำมีขนำดใหญ่มำกกว่ำ sperm ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ อีกทั้งกำรมี mitochondria 

ขนำดใหญ่เช่นนี้ แสดงถึง sperm ของหอยนำงรมต้องใช้พลังงำนเป็นจ ำนวนมำก ทั้งในเรื่องกำร

เคลื่อนที่ และกำรสร้ำงพลังงำนที่จ ำเป็นต้องใช้ภำยในเซลล์ ท ำให้กำรศึกษำโปรตีนในครั้งนี้ พบ ATP 

synthase subunit beta เปน็จ ำนวนมำกซึ่งถือว่ำเป็นโปรตีนหลักท่ีพบในกำรศึกษำครั้งนี้ เนื่องจำก

มี spot volume สูงเป็นอันดับที่ 2 (6.51%) โปรตีนนี้เป็นโปรตีนที่จ ำเป็นในกำรสร้ำง ATP ซึ่งเป็น

แหล่งพลังงำนที่ส ำคัญของ sperm นอกจำกนี้ยังพบโปรตีนอ่ืนที่เป็นโปรตีนใน mitochondria เช่น 

Probable citrate synthase และ Mitochondrial prohibitin complex อีกด้วย                       

 นอกจำกนี้ยังพบโปรตีนในกลุ่ม cytoskeleton and flagellum development ซึ่งเป็น

กลุ่มโปรตีนที่พบในส่วน flagellum ที่เป็นส่วนส ำคัญของ sperm อีกหนึ่งส่วนที่ช่วยในกำรเคลื่อนที่ 

ท ำให้พบโปรตีนตัวหลัก ๆ ที่มีกำรแสดงออกอย่ำงมำกเม่ือเทียบกับกลุ่ม stripping คือ Tubulin ซ่ึง

ในกำรศึกษำครั้งนี้พบทั้ง alpha และ beta chain ที่พบได้ใน microtubule ซ่ึงเป็นโครงสร้ำงหลัก

ของส่วน flagellum 

 กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ค่ำ spot volume ลดลง (down regulation) (fold change <1) สำมำรถ
แบ่งตำมแหล่งที่พบโปรตีน (gene ontology) ได้เป็น 7 กลุ่ม ได้แก่ cytoplasm, mitochondria, 
nucleus, endoplasmic reticulum, cytoskeleton and flagellum development, plasma 
membrane และ extracellular region ทั้งหมด 30 โปรตีน ซึ่งถือว่ำพบโปรตีนในกลุ่มนี้มีมำกกว่ำ
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กลุ่มท่ี 1 สำมำรถอธิบำยได้ว่ำ เมื่อ sperm มีควำมสมบูรณ์พันธุ์มำกขึ้น (maturity) สำมำรถพบกำร
แสดงออกของโปรตีนในกลุ่มนี้น้อยลง 
 ในขณะที่ sperm ก ำลังเจริญและพัฒนำอยู่ภำยในท่อสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์เซลล์จะมี nucleus 
ขนำดใหญ่กว่ำ sperm ที่สมบูรณ์พันธุ์แล้ว (ภำพที่ 4-1) เนื่องจำกภำยในเซลล์ก ำลังมีกำรแบ่งเซลล์
เพ่ือเจริญและพัฒนำเป็นเซลล์ที่สมบูรณ์ ท ำให้ในกำรศึกษำโปรตีนนี้ พบโปรตีนในกลุ่ม cytoplasm 
และ nucleus มีกำรแสดงออกลดลงใน sperm ที่สมบูรณ์พันธุ์แล้ว เนื่องจำกโปรตีนในกลุ่มเหล่ำนี้จะ
มีบทบำทมำกในขั้นตอนกำรแบ่งเซลล์ในระยะกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ในช่วงแรก เช่น Calmodulin, 
enolase, HSP70, HSP71 ที่ท ำงำนร่วมกันเกี่ยวกับกำรพัฒนำกำรสร้ำงส่วนหำงในขั้นต้น ซึ่งมี
รำยงำนใน sperm ของสัตว์มีกระดูกสันหลังด้วยเช่นกัน  
 ส ำหรับ Arginine kinase (AK) ซึ่งเป็นโปรตีนหลักที่พบในกำรศึกษำครั้งนี้ ซึ่งเป็นโปรตีนที่
พบในปริมำณมำกเป็นอันดับ 2 ใน reference map และพบหลำย isoform โปรตีนนี้ท ำหน้ำที่
เกี่ยวข้องกับกำรใช้พลังงำนในขั้นตอนกำรสร้ำง flagellum ในกระบวนกำร phosphorylation  ซ่ึง
เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรพัฒนำเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้โดยตรง (spermatogenesis) แต่ส ำหรับ spot ที่
มีปริมำณมำก (#93, #94) เมื่อท ำกำรมีวิเครำะห์ทำงสถิตพบว่ำ ไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญ แต่ใน 
spot (#82, #119) ซึ่งมี spot volume น้อยกว่ำกลับมีกำรแสดงออกน้อยลงใน mature sperm 
โดยใน spot นี้ เมื่อวิเครำะห์ข้อมูลทำงโปรตีนพบว่ำ อยู่ใน database ของ
Liolophura japonica (ลิ่นทะเล) ซึ่งเป็นกลุ่ม Mollusca เช่นเดียวกับหอยนำงรม สำมำรถสรุปได้ว่ำ 
โปรตีนชนิดเดียวกัน แต่มีหลำย isoform ซ่ึงแต่ละ isoform สำมำรถท ำหน้ำที่ในกำรควบคุมลักษณะ
ต่ำง ๆ ที่แตกต่ำงกันไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ท ำให้โปรตีนชนิดเดียวกันแต่ละ isoform มีหน้ำที่
แตกต่ำงกันออกไป 
 Arginine kinase เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงส่วน flagellum ในช่วงต้น โปรตีนนี้พบ
ได้ใน cytoplasm ใน sperm พบงำนวิจัย ที่พบ AK ที่ท ำงำนเกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงหำงของ sperm 
ด้วยเช่นกัน เช่น กำรศึกษำในแมงดำทะเล (Strong and Ellington, 1993) และในมดคันไฟ (Wang 
et al., 2009) พบ AK ที่ท ำหน้ำที่เก่ียวกับกระบวนกำร phosphorylation ซึ่งเป็นกระบวนกำร
สังเครำะห์สำรพลังงำนสูง (ATP) ซึ่งเป็นสำรที่ sperm ที่ก ำลังพัฒนำต้องกำรใช้พลังงำนในปริมำณ
มำกเพ่ือพัฒนำเซลล์ให้สมบูรณ์ ผู้วิจัยคิดว่ำโปรตีนนี้อำจจะท ำงำนร่วมกันกับ protein kinase A 
(PKA) และ protein kinase C (PKC) ในกระบวนกำรสร้ำงหำงของ sperm เนื่องจำกพบงำนวิจัยที่
ศึกษำถึงกลไก capacitaion in  human sperm โดยกระบวนกำรนี้เป็นกำรเปลี่ยนแปลงทำงชีวเคมี
เพ่ือกระตุ้นให้ sperm สำมำรถเคลื่อนที่ได้ กล่ำวคือ กำรพัฒนำส่วนหำงให้สมบูรณ์พร้อมใช้ในกำร
เคลื่อนที่ไปเจำะเซลล์ไข่เพ่ือเกิดกระบวนกำร acrosomal reaction ในกำรย่อยสลำยผนังเซลล์ไข่
และปล่อยสำรพันธุกรรมในขั้นตอนกำรปฏิสนธิต่อไป โดยอำศัยกำรท ำงำนของ PKA โดย PKA ถูก
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กระตุ้น ท ำให้ PKA อยู่ในรูป active จำกนั้น PKA ไปกระตุ้นให้ G- actin polymerize เป็น F- 
actin เพ่ือสร้ำงส่วน flagellum ให้สมบูรณ์ข้ึน ซึ่ง PKC จะอยู่ในรูป inactive จำกนั้นเมื่อมีโปรตีนมำ
กระตุ้น PKC ให้อยู่ในรูป active sperm จึงเริ่มเข้ำสู่กระบวนกำร capacitation (Ickowicz et al., 
2012) ผู้วิจัยสันนิษฐำนว่ำ AK มีบทบำทที่เก่ียวข้องกับกระบวนกำร capacitation ซึ่งเป็นโปรตีนที่มี
บทบำทในกำรพัฒนำส่วนหำงให้สมบูรณ์ที่พร้อมใช้ในกำรเคลื่อนที่ แต่ในหอยนำงรม AK กลับพบกำร
แสดงออกท่ีลดลงเมื่อ sperm เข้ำสู่ระยะกำรพัฒนำของเซลล์ที่สมบูรณ์มำกข้ึน เนื่องจำก sperm 
ของหอยนำงรม พบ AK ในส่วน cytoplasm เมื่อ sperm พัฒนำเซลล์อย่ำงสมบูรณ์แล้วจะก ำจัดส่วน 
residual body ทิ้งไปเพ่ือพัฒนำเป็น mature sperm ท ำให้ AK หำยไปพร้อมกับส่วน residual 
body   
 นอกจำกนี้ยังพบโปรตีน histone ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบมำกในงำนวิจัยนี้ และเป็นโปรตีน
พ้ืนฐำนที่ต้องพบใน nucleus มีกำรแสดงออกลดลงเช่นกันใน mature sperm เนื่องจำกใน 
imature sperm ยังต้องมีกำรพัฒนำของเซลล์อยู่ นอกจำกนี้โปรตีนที่พบใน nucleus ที่มีกำร
แสดงออกน้อยลงใน mature sperm ชนิดอื่น ๆ เช่น DNA polymerase I และ II ที่ใช้ในขั้นตอน 
transcription ต่ำงมีบทบำทใน immature sperm มำกกว่ำ เนื่องจำกเซลล์ต้องสร้ำงและแปรรหัส
สำรพันธุกรรม ซึ่งถือเป็นหัวใจของเซลล์สืบพันธุ์ ส ำหรับในกลุ่มโปรตีนที่พบใน mitochondria บำง
ตัวก็ลดบทบำทลงใน mature sperm เช่น Aconitate hydratase, Electron transfer 
flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, Glutamate dehydrogenase และ Prohibitin ซ่ึง
โปรตีนเหล่ำนี้พบมำกในเซลล์ที่ก ำลังพัฒนำเนื่องจำกในกำรเจริญและพัฒนำของเซลล์ต้องมีกำรผลิต
พลังงำนสูงมำกในกำรเจริญเติบโตและแบ่งเซลล์ และอีกกลุ่มโปรตีนที่มีกำรแสดงออกน้อยลงใน 
mature sperm ด้วยเช่นกัน คือ โปรตีนในกลุ่ม cytoskeleton and flagellum development 
โปรตีนในกลุ่มนี้เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงส่วนหำงของ sperm ซึ่งเป็นส่วนอีกส่วนหนึ่งที่ส ำคัญของ
โครงสร้ำง sperm ที่ใช้ในกำรเคลื่อนที่ ตำมชื่อของกลุ่มโปรตีนคนส่วนใหญ่มักเข้ำใจว่ำต้องมีกำร
แสดงออกมำกใน mature sperm แต่มีโปรตีนบำงชนิดในกลุ่มนี้กลับลดบทบำทกำรท ำงำนลง เช่น 
Actin, Cilia- and flagella-associated protein, Ropporin-1-like protein และ Tektin-4 ล้วน
เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงหำงทั้งสิ้น แต่จะมีกำรแสดงออกมำในระยะกำรเจริญขั้นต้นของ 
sperm มำกกว่ำ เช่น ใน Tektin ที่พบใน sperm ของสิ่งมีชีวิตหลำยชนิดจะมีหลำย isoforms ซ่ึงแต่
ละ isoform สำมำรถเจอในสิ่งมีชีวิตแตกต่ำงกันออกไป เช่น tektin-2 และ tektin-4 ทีพ่บในมนุษย์มี
บทบำทเก่ียวข้องกับกำรสร้ำงส่วน axoneme  ซึ่งเป็นส่วนที่พบใน tubulin โดยโปรตีนทั้งสองชนิดนี้
ท ำงำนร่วมกันในกำรสร้ำงส่วนหำงของ sperm  แต่ใน tektin-4 ใน rodent (สัตว์ฟันแทะ; หนู) พบ 
tektin-4 ใน outer dense fibers ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ล้อมรอบ microtubule แต่ไม่พบใน 
microtubule ซึ่งพบ tektin-4 ในต ำแหน่งที่แตกต่ำงจำกมนุษย์ โดยโปรตีนนี้ท ำงำนเก่ียวข้องกับ 
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กำรเจริญและพัฒนำของ sperm (spermatogenesis) ในระยะเริ่มต้น (Iida et al., 2006) ดังนั้น 
tektin-4 ที่ลดกำรแสดงออกลงใน mature sperm ของหอยนำงรมนั้นสำมำรถสันนิษฐำนได้ว่ำ 
tektin-4 อำจจะมีกำรแสดงออกในขั้นตอนกำรพัฒนำส่วนหำงของ sperm ในช่วงเริ่มต้น
เช่นเดียวกับท่ีพบใน rodent และอำจลดบทบำทลงเมื่อ sperm เข้ำสู่ระยะเจริญพันธุ์ ดังนั้น โปรตีน
ในกลุ่ม tektin จึงไม่สำมำรถใช้เป็นตัวชี้วัดถึงควำมสมบูรณ์พันธุ์ของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ได้ เนื่องจำก 
tektin แต่ละชนิด มีบทบำทและหน้ำที่ที่แตกต่ำงกันออกไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด 
 เมื่อท ำกำรทดสอบควำมส ำเร็จของกำรปฏิสนธิของตัวอ่อนหอยนำงรมปำกจีบ จำกเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ที่เก็บตัวอย่ำงเซลล์ทั้ง 2 วิธี คือ วิธีที่ 1 กำรเก็บตัวอย่ำงแบบ stripping จำกอวัยวะ
สร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยตรง และจำกกำรเก็บตัวอย่ำงในวิธีที่ 2 กำรเก็บตัวอย่ำงแบบ spawning ซ่ึง
เป็นวิธีที่หอยปล่อยเซลล์สืบพันธุ์เองตำมธรรมชำติ เมื่อน ำน้ ำเชื้อจำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธีนั้น
น ำมำปฏิสนธิกับเซลล์ไข่ ผลกำรทดลองพบว่ำ น้ ำเชื้อจำกกำรเก็บตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธีสำมำรถปฏิสนธิกับ
เซลล์ไข่ได้ โดยสังเกตจำกกำรพบ polar body และตัวอ่อนสำมำรถเจริญและพัฒนำไปเป็นตัวอ่อนที่
สำมำรถว่ำยน้ ำได้ในระยะ D-larva ภำยใน 24 ชั่วโมงหลังกำรปฏิสนธิ โดยน้ ำเชื้อจำกกำรเก็บตัวอย่ำง
แบบ spawning ให้อัตรำควำมส ำเร็จในกำรปฏิสนธิมำกกว่ำน้ ำเชื้อที่ได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ 
stripping เนื่องจำกในกำรเก็บตัวอย่ำงในวิธีนี้นั้น มีเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่ยังไม่สมบูรณ์พันธุ์หลุดติด
ออกมำด้วย ท ำให้ในวิธีกำรเก็บตัวอย่ำงลักษณะนี้พบเซลล์สืบพันธุ์ที่สมบูรณ์พันธุ์น้อยกว่ำกำรเก็บ
ตัวอย่ำงแบบ spawning ที่หอยปล่อยเฉพำะเซลล์สืบพันธุ์ที่สมบูรณ์พันธุ์ออกมำเพ่ือปฏิสนธิเท่ำนั้น 
 

สรุปผลกำรทดลอง  
 1. งำนวิจัยนี้ท ำให้ทรำบถึงโปรตีนทั้งหมดที่พบในน้ ำเชื้อของหอยนำงรมปำกจีบ 
(Saccostrea cuccullata) โดยสำมำรถระบุชนิดโปรตีนได้ทั้งหมด 188 จุดเป็นโปรตีนทั้งหมด               
112 ชนิด  
 2. จัดท ำ reference map ซ่ึงเป็นโปรตีนทั้งหมดที่พบในน้ ำเชื้อของหอยนำงรมปำกจีบ    
(S. cuccullata)  
 3. ทรำบถึงโปรตีนที่มีกำรแสดงออกเพ่ิมข้ึนหรือลดลงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติที่พบใน 
sperm ที่มีควำมสมบูรณ์พันธุ์จำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบ spawning เพ่ือใช้โปรตีนที่พบเป็น 
biomarker ร่วมกับกำรเปรียบเทียบจำกกำรศึกษำโครงสร้ำงเซลล์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่ำน (TEM) ที่ใช้อธิบำยถึงโครงสร้ำงที่พบใน sperm ที่ก ำลังเจริญและพัฒนำ (imature 
sperm) และ sperm ที่สมบูรณ์พันธุ์ (mature sperm) เพ่ือช่วยในกำรอธิบำยหน้ำที่ของโปรตีนที่
ระบุชนิดได้ 
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 4. จำกกำรศึกษำโครงสร้ำงของเซลล์และกำรศึกษำโปรตีนที่พบใน sperm จำกกำรเก็บ
ตัวอย่ำงทั้ง 2 วิธี สำมำรถน ำควำมรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในกำรคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่แข็งแรงในกำร
เพำะเลี้ยงหอยนำงรมปำกจีบเพ่ือประโยชน์ในเชิงพำนิชย์ต่อไป เนื่องจำกทรำบแล้วว่ำ ถ้ำพบโปรตีน
กลุ่มนี้มีกำรแสดงออกเพ่ิมข้ึนใน sperm และมีลักษณะเซลล์ที่สมบูรณ์เมื่อศึกษำใต้กล้องสำมำรถ
อนุมำนได้ว่ำ sperm มีควำมสมบูรณ์และมีควำมพร้อมในกำรสืบพันธุ์ 

ข้อเสนอแนะ 
 1. จำกผลกำรวิจัยที่ได้ สำมำรถน ำควำมรู้ที่ได้จำกกำรศึกษำลักษณะโครงสร้ำงของ sperm 
จำกกำรเก็บตัวอย่ำงน้ ำเชื้อทั้ง 2 วิธี คือ stripping และ spawning ไปประยุกต์ใช้ในกำรคัดเลือกพ่อ
พันธุ์ที่เหมำะสมเพ่ือใช้ในกำรพัฒนำระบบเพำะเลี้ยงตัวอ่อนโดยใช้วิธีผสมเทียมตัวอ่อนให้ประสบ
ควำมส ำเร็จต่อไป เพื่อลดปัญหำตัวอ่อนจำกธรรมชำติไม่เพียงพอ 
 2. เมื่อพัฒนำระบบเพำะเลี้ยงตัวอ่อนส ำเร็จ สำมำรถใช้ควำมรู้จำกกำรศึกษำโปรตีนที่พบ
น้ ำเชื้อที่มีกำรแสดงออกเพ่ิมข้ึนหรือลดลงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติเป็นตัวชี้วัดในกำรคัดเลือกพ่อพันธุ์
ที่เหมำะสมที่ใช้ในกำรผสมเทียมตัวอ่อนเพ่ือให้ได้ตัวอ่อนคุณภำพดีต่อไป 
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