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(HERP) โครงการวจิยัเรือ่ง ผลทางชวีภาพของสารสงัเคราะห ์ gonadotropin releasing hormone ต่อ

กระบวนการสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina (The biological effect of synthetic gonadotropin 
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บทคดัย่อ 

โกนาโดโทรปิน รรีสิสิง่ฮอรโ์มน (GnRH) เป็นฮอรโ์มนทีม่คีวามสาํคญัในการควบคมุกระบวนการ

สบืพนัธุ ์ ซึง่มกีารศกึษาอยา่งแพรห่ลายในสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงั และสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั แต่ยงัไมพ่บ

รายงานการศกึษาหน้าทีข่อง GnRH ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสบืพนัธุใ์นหอยเป๋าฮือ้ จงึเป็นทีม่าของ

งานวจิยัชิน้น้ีโดยมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาผลของ Haliotis asinina (Has) GnRH และ buserelin ซึง่เป็นสาร

จาํพวก mammalian GnRH agonist ต่อการเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลส์บืพนัธุใ์นรงัไข่ระยะ proliferative 

หรอื ระยะ premature ดว้ยวธิ ีin vitro 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) assay และศกึษาการหลัง่ลตูไินซงิ

ฮอรโ์มน และเอสโตรเจนในรงัไขแ่ละ hemolymph ของหอยเป๋าฮือ้เพศเมยี H. asinina ดว้ยวธิ ี ELISA 

assay ผลของ HasGnRH และ buserelin ต่อการเจรญิของเซลลส์บืพนัธุพ์บวา่ buserelin และ HasGnRH 

ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-6
 M สามารถกระตุน้การเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และระยะ early oocyte 

ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ โดย HasGnRH ใหผ้ลในการกระตุ้นไดด้กีว่า buserelin แต่เมือ่เพิม่ความ

เขม้ขน้เป็น 10
-4
 M ทาํใหม้กีารกระตุน้การเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขล่ดลง นอกจากน้ี HasGnRH ยงัมผีล

กระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนแบบ dose dependent และการหลัง่ลตูไินซงิฮอรโ์มน จากการศกึษาครัง้น้ีแสดง

ใหเ้หน็บทบาททีส่ําคญัของ GnRH ต่อกระบวนการเจรญิพฒันาของเซลลส์บืพนัธุใ์นหอยเป๋าฮือ้ H. asinina 

จากขอ้มลูดงักลา่วสามารถนําไปประยกุตใ์ชใ้นการกระตุน้การเจรญิพฒันาของอวยัวะสบืพนัธุใ์นช่วงวงจร

การสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina ในฟารม์เพาะเลีย้ง 
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ข้อเสนอแนะ 

 ผลทางชวีภาพของสารสงัเคราะหโ์กนาโดโทรปินรลีสิสิง่ฮอรโ์มนต่อ

กระบวนการสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ Haliotis asinina. การประชุมใหญ่โครงการสง่เสรมิการวจิยั

ในอุดมศกึษา ครัง้ที ่3, นครศรธีรรมราช, ประเทศไทย (วนัที ่9-11 มนีาคม 2558).      

การศกึษาในครัง้น้ีเป็นการเพิม่องคค์วามรูเ้กีย่วกบัหน้าทีข่อง GnRH ในหอยเป๋าฮือ้ ซึง่สามารถนํา

ความรูไ้ปประยกุตใ์ชใ้นการพฒันาการเพาะเลีย้งหอยเป๋าฮือ้ Haliotis asinina ในระดบัมหภาคเพือ่เพิ่ม

ผลผลติได ้หรอืนําองคค์วามรูไ้ปศกึษาต่อในอนาคต เช่นการดดัแปลงโครงสรา้งของ GnRH เพือ่ใหส้ามารถ

ทาํหน้าทีใ่นกระตุน้พฒันาการของเซลลส์บืพนัธุแ์ละอวยัวะสบืพนัธุโ์ดยไมม่ผีลขา้งเคยีงต่อพ่อแมพ่นัธุ ์ การ

ผลติฮอรโ์มน GnRH แบบแคปซลู เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการทาํงานของฮอรโ์มนไดด้ยีิง่ขึน้ และลดการ

บาดเจบ็ของหอยเป๋าฮือ้ Haliotis asinina จากการฉดีกระตุน้ซํา้ๆ หลายครัง้ หรอือาจต่อยอดทําการวจิยั

รว่มกบับรษิทัเอกชนในการนํา GnRH สงัเคราะหม์าผสมกบัอาหารและแปรรปูเป็นผลติภณัฑอ์าหารเสรมิ

ใหก้บัพ่อแมพ่นัธุห์อยเป๋าฮือ้เพื่อเรง่ใหเ้กดิการปล่อยเซลลส์บืพนัธุไ์ดม้ากขึน้ ทําใหไ้ดผ้ลผลติลกูหอยจาํนวน
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บทคดัย่อ 

โกนาโดโทรปิน รรีสิสิง่ฮอรโ์มน (GnRH) เป็นฮอรโ์มนทีม่คีวามสาํคญัในการควบคมุกระบวนการ

สบืพนัธุ ์ ซึง่มกีารศกึษาอย่างแพรห่ลายในสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงั และสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั แต่ยงัไมพ่บ

รายงานการศกึษาหน้าทีข่อง GnRH ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสบืพนัธุใ์นหอยเป๋าฮือ้ จงึเป็นทีม่าของ

งานวจิยัชิน้น้ีโดยมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาผลของ Haliotis asinina (Has) GnRH และ buserelin ซึง่เป็นสาร

จาํพวก mammalian GnRH agonist ต่อการเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลส์บืพนัธุใ์นรงัไข่ระยะ proliferative 

หรอื ระยะ premature ดว้ยวธิ ีin vitro 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) assay และศกึษาการหลัง่ลตูไินซงิ

ฮอรโ์มน และเอสโตรเจนในรงัไขแ่ละ hemolymph ของหอยเป๋าฮือ้เพศเมยี H. asinina ดว้ยวธิ ี ELISA 

assay ผลของ HasGnRH และ buserelin ต่อการเจรญิของเซลลส์บืพนัธุพ์บวา่ buserelin และ HasGnRH 

ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-6
 M สามารถกระตุน้การเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และระยะ early oocyte 

ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ โดย HasGnRH ใหผ้ลในการกระตุ้นไดด้กีว่า buserelin แต่เมือ่เพิม่ความ

เขม้ขน้เป็น 10
-4
 M ทาํใหม้กีารกระตุน้การเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขล่ดลง นอกจากน้ี HasGnRH ยงัมผีล

กระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนแบบ dose dependent และการหลัง่ลตูไินซงิฮอรโ์มน จากการศกึษาครัง้น้ีแสดง

ใหเ้หน็บทบาททีส่ําคญัของ GnRH ต่อกระบวนการเจรญิพฒันาของเซลลส์บืพนัธุใ์นหอยเป๋าฮือ้ H. asinina 

จากขอ้มลูดงักลา่วสามารถนําไปประยกุตใ์ชใ้นการกระตุน้การเจรญิพฒันาของอวยัวะสบืพนัธุใ์นช่วงงวจร

การสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina ในฟารม์เพาะเลีย้ง 
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Abstract 

Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is an important regulator of reproductive function 

in vertebrate and invertebrate. However, knowledge of the biological function in the abalone is 

inadequate. Therefore, we have study the biological function of Haliotis asinina (Has) GnRH and 

buserelin, mammalian GnRH agonist, on the ovarian proliferation by in vitro BrdU assay. The effect 

of HasGnRH and buserelin on luteinizing hormone (LH) and estrogen release was also determined 

by ELISA technique. Groups of one-year-old female abalone were injected with HasGnRH and 

buserelin at doses of 10
-6
 M exhibited a stimulatory effect on ovarian maturation and oocyte 

proliferation (P<0.05). The HasGnRH at high dose of 10
-4
 M had a lesser effect on inducing 

ovarian maturation and oocyte proliferation. Inaddition, injections of buserelin and HasGnRH 

stimulated estrogen secretion in the ovary and hemolymph with the dose-dependent. In contrast, 

injection of HasGnRH and buserelin at low doses of 250 ng/gBW promoted LH release in the 

hemolymph.   These findings provide important knowledge on the biological function of GnRH on 

the reproduction which could be applied in abalone aquaculture to stimulate the ovarian maturation.       

Keywords: Gonadotropin releasing hormone, Haliotis asinina, ovarian cell proliferation, BrdU assay 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทนํา 

1. ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหา 

หอยเป๋าฮื้อเป็นหอยทะเลฝาเดียวที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจและนิยมบริโภคกันอย่าง

แพรห่ลายในหลายประเทศเช่น จนี ญีปุ่น่ไตห้วนั ออสเตรเลยี และสหรฐัอเมรกิา เน่ืองจากรสชาตดิ ีมโีปรตนี

สูงและไขมนัน้อย ในประเทศไทยมหีอยเป๋าฮือ้พนัธุพ์ ืน้เมอืง H. asinina เป็นพนัธุท์ีนิ่ยมนํามาเพาะเลีย้งใน

เชงิพาณชิย ์เพราะมขีนาดใหญ่ อตัราส่วนระหว่างเน้ือต่อเปลอืกสูง และเจรญิเตบิโตเรว็ การเพาะเลีย้งหอย

เป๋าฮือ้ในประเทศไทยระยะแรกไม่ประสบความสําเรจ็เท่าทีค่วรเน่ืองจากขาดขอ้มลูทางวชิาการที่เกี่ยวขอ้ง

กับวงจรการพัฒนาชีวิต การสืบพันธุ์ และเทคนิคการเลี้ยง ต่อมาศูนย์พัฒนาประมงทะเลอ่าวไทยฝ ัง่

ตะวนัออก จงัหวดัระยอง และศูนย์วิจยัและพฒันาประมงชายฝ ัง่ประจวบครีขีนัธ์สามารถเพาะพนัธุ์หอย

เป๋าฮื้อชนิดน้ีได้ในระดบัหน่ึง และสามารถผลติลูกหอยส่งต่อให้ฟารม์นําไปเพาะเลี้ยงได้ (Singhagraiwan 

and Doi, 1993) ปจัจบุนัมฟีารม์เพาะเลีย้งหอยเป๋าฮือ้หลายแห่งในเขตชายฝ ัง่ทะเลอ่าวไทยและอนัดามนั   

อย่างไรก็ตามขอ้มูลทางงานวจิยัของหอยเป๋าฮื้อส่วนใหญ่เป็นการศึกษาจากหอยเป๋าฮื้อสาย

พนัธุอ์ ื่น เช่น   H. rufescens จากสหรฐัอเมรกิา H. discus hannai จากญี่ปุ่น ซึง่ส่วนใหญ่เป็นการวจิยั

เกี่ยวกับการเพิม่ผลผลิตของลูกหอย เช่น การพัฒนาของตัวอ่อน การเลือกใช้อาหารที่เพิม่อัตราการ

เจรญิเตบิโตและน้ําหนักของลูกหอย สําหรบัขอ้มลูพืน้ฐานต่างๆ เกี่ยวกบัหอยเป๋าฮือ้ชนิด H. asinina เริ่มมี

การศึกษาค้นคว้ามากขึ้น เช่นการศึกษาทางด้านชวีวทิยาการสบืพนัธุ์ของหอยเป๋าฮื้อในระยะต่างๆ ของ

วงจรการสืบพันธุ์ การศึกษากายวิภาคของระบบประสาท ปมประสาทและเซลล์ประสาทชนิดต่างๆ 

การศึกษาการพฒันาของเซลล์สบืพนัธุ์ในระยะต้นจนถึงตวัเต็มวยั การกระตุ้นการตกไข่ในเพศเมยี จาก

การศกึษาเหลา่น้ีทาํใหไ้ดท้ราบถงึขอ้มลูทีม่คีวามสาํคญัในการปรบัปรุงผลผลติและการเจรญิเตบิโตของหอย

เป๋าฮื้อ อย่างไรกต็ามการเพาะเลีย้งหอยเป๋าฮือ้ยงัคงประสบกบัปญัหาที่เกดิจากความไม่พรอ้มของพ่อพนัธุ์

และแม่พนัธุ์ในการผสมพนัธุ์เน่ืองจากระยะเวลาการเจรญิของอวยัวะสืบพนัธุ์ในแต่ละเพศแตกต่างกัน 

ปจัจุบนัน้ีน้ีมรีายงานการศกึษาวจิยัในหอยเป๋าฮือ้ พบฮอรโ์มนและสารสื่อประสาทต่างๆ ที่มคีวามสําคญัต่อ

การเจรญิเตบิโต การกระตุ้นการลงเกาะ การกนิอาหาร เช่น สารสื่อประสาท GABA และ serotonin (5-HT) 

สารประเภท neuropeptide ที่เกี่ยวขอ้งกบัการเจรญิของอวยัวะสบืพนัธุ ์และกระบวนการสบืพนัธุเ์ช่น egg 

laying hormone (ELH) และ gonadotropin releasing hormone (GnRH) นอกจากน้ียงัมกีารศกึษาวจิยักนั

อย่างแพร่หลายเกี่ยวกบัโครงสรา้งระดบัโมเลกุล ลําดบัสารพนัธุกรรม กรดอะมโิน และบทบาทหน้าที่ของ 

GnRH ในสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงั สตัวไ์ม่มกีระดูกสนัหลงั รวมถงึหอยสายพนัธุใ์กลเ้คยีง เช่น หอยทากทะเล 

Aplysia californica หอยนางรม Crassostrea gigas และหอยแครง Patinopecten yessoensis ซึง่ปจัจุบนั

ยงัไม่พบการรายงานการศกึษาถงึหน้าที่ของ GnRH ที่สงัเคราะหจ์ากปมประสาทต่อกระบวนการสบืพนัธุ์

ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina 



2. แนวทางความคิดท่ีนํามาใช้ในการวิจยั 

การนําสารสงัเคราะห ์GnRH จากหอยสายพนัธุ ์H. asinina และ mGnRH agonist มาทดสอบ

ฤทธิท์างชวีภาพต่อกระบวนการสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina โดยแบ่งเป็นการศกึษาดงัน้ี 1) ศกึษาผล

ของ GnRH ต่อกระบวนการแบ่งตวัของเซลลส์บืพนัธุ ์ดว้ยวธิ ี5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) assay โดย

ศกึษาใน in vitro ของรงัไข่ 2) ศกึษาผลของ GnRH ต่อการหลัง่เอสโตรเจนใน H. asinina ดว้ยวธิ ีEnzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) และ 3) ศกึษาผลของ GnRH ต่อการหลัง่ LH ใน H. asinina ดว้ย

วธิ ี ELISA จากนัน้นําขอ้มลูมาวเิคราะหค์่าความแตกต่างกบักลุ่มควบคุมดว้ยวธิกีารทางสถติ ิ ซึง่สาร

สงัเคราะหด์งักล่าวน่าจะมผีลกระตุน้การแบ่งตวัของเซลลส์บืพนัธุใ์นรงัไข่ กระตุน้การหลัง่ LH และเอสโตร

เจนของ H. asinina ได ้โดยเปอรเ์ซน็ตข์องการกระตุน้อาจมคีวามแตกต่างกนัในแต่ละชนิดและความเขม้ขน้

ของ GnRH 
 

3. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศท่ีเก่ียวข้อง  

3.1 ชีววิทยาและวงจรชีวิตของหอยเป๋าฮ้ือ 

หอยเป๋าฮือ้เป็นหอยทะเลฝาเดยีว อยูใ่นอาณาจกัร Mollusca ชัน้ Gastropoda ชัน้ยอ่ย 

Pseudobranchia อนัดบั Archaeogastropoda ครอบครวั Haliotidae สกุล Haliotis (Hahn, 1989) ใน

ประเทศไทยมหีอยเป๋าฮือ้พนัธุพ์ ืน้เมอืง 3 ชนิด คอื H. asinina, H. ovina และ H. varia กระจายอยูท่ ัว่ไป

บรเิวณชายฝ ัง่อ่าวไทย และอนัดามนั โดย H. asinina  เป็นพนัธุท์ีนิ่ยมเพาะเลีย้งในเชงิพาณชิยเ์น่ืองจากมี

ขนาดใหญ่ เปลอืกยาวบาง และมกีลา้มเน้ือเทา้ขนาดใหญ่ พบทีจ่งัหวดัชลบุร ี ระยอง ตราด และทะเลฝ ัง่อนั

ดามนั อาศยัอยูต่ามโขดหนิและซากประการงั (Nateewathana and Hylleberge, 1986; Tookvinart et al., 

1986; Jarayabhand and Paphavasit, 1996) 

วงจรชวีติ ของหอยเป๋าฮือ้เริม่จากหอยเพศผูป้ล่อยน้ําเชือ้ และหอยเพศเมยีปล่อยเซลล์

ไข ่ลงสู่น้ําทะเล และเกดิการผสมพนัธุข์ ึน้ ซึง่มกัเกดิขึน้ในเวลากลางคนื ไขท่ีไ่ดร้บัการผสมพนัธุจ์ะพฒันาไป

เป็นตวัอ่อนระยะ trochophore ทีว่า่ยน้ําได ้ และเปลีย่นไปเป็นระยะ veliger ภายใน 24 ชัว่โมง จากนัน้

ประมาณ 3-5 วนั ลกูหอยจะเริม่ลงเกาะพืน้ และพฒันาไปเป็นลกูหอยระยะ juvenile ทีม่กีารพฒันาของ

เปลอืก และเจรญิต่อไปจนถงึตวัเตม็วยัขนาดประมาณ 4-5 ซม. น้ําหนกัประมาณ 25-30 กรมั ซึง่ใชเ้วลาการ

เจรญิเตบิโตประมาณ 1 ปี (Singhagraiwan and Doi, 1993; Jarayabhand and Paphavasit, 1996) 

3.2 ระบบประสาทของหอยเป๋าฮ้ือ 

มรีายงานการศกึษาเกีย่วกบัระบบประสาทของหอยเป๋าฮือ้พบวา่ ระบบประสาทมี

ความสาํคญัในการควบคุมขบวนการทางสรรีวทิยาของหอยและจะพฒันาสมบรูณ์เมือ่หอยมอีายตุัง้แต่ 1 ปี

ขึน้ไป ระบบประสาทของหอยเป๋าฮือ้ประกอบดว้ยปมประสาททีส่าํคญั 3 ปม คอื 1) ปมประสาท cerebral 

เป็นปมประสาทขนาดใหญ่ม ี 2 ขา้ง ดา้นซา้ยและขวา วางตวัอยูบ่รเิวณดา้นหน้าคอ่นไปทางหวั มสีว่นที่

เชือ่มต่อกนัทัง้ 2 ขา้ง เรยีกวา่ cerebral commissure และมสีว่นทีต่ดิต่อกบัปมประสาท buccal และปม



ประสาท pleuropedal 2) ปมประสาท pleuropedal เป็นปมประสาทขนาดใหญ่ รปูรา่งคลา้ยตวัอกัษร H พบ

อยูก่ลางลาํตวับรเิวณพืน้ของ visceral cavity บรเิวณสว่นปลายของปมประสาทพบ pedal nerve cord 

วางตวัเป็นแนวยาวไปจนถงึดา้นหลงั 3) ปมประสาท visceral เป็นปมประสาทขนาดเลก็ รปูรา่งคลา้ย 

dumbbell วางตวัอยูบ่น visceral loop ดา้นหลงัต่อลาํไส ้ (Crofts, 1929)  โครงสรา้งทางเน้ือเยือ่ของปม

ประสาทประกอบดว้ยเน้ือเยือ่ชัน้นอก เรยีกว่า cortex ซึง่เป็นทีอ่ยูข่องเซลลป์ระสาทซึง่แบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม 

คอื เซลลป์ระสาทผลติฮอรโ์มน (neurosecretory cell) แบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 3 ชนิด, เซลลป์ระสาท (neuron) 

แบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 4 ชนิด และเซลลป์ระสาทพีเ่ลีย้ง (neuroglia) แบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 3 ชนิด ส่วนชัน้ใน เรยีกว่า 

medulla เป็นบรเิวณทีพ่บเสน้ใยประสาทจาํนวนมาก (Upatham et al., 1998; Kruatrachue et al., 1999; 

Thongkukiatkul et al., 2000)  

3.3 ระบบสืบพนัธุข์องหอยเป๋าฮ้ือ 

หอยเป๋าฮือ้เป็นสตัวท์ีม่เีพศแยก และมกีารผสมพนัธุภ์ายนอกรา่งกาย อวยัวะสบืพนัธุ์

ของหอยเป๋าฮือ้จะคลมุ hepatopancreas และมลีกัษณะเป็นรปูกรวยอยูบ่รเิวณใตเ้ปลอืกดา้นขวาของลําตวั 

เพศผูม้อีวยัวะสบืพนัธุห์รอือณัฑะสเีหลอืงครมี ส่วนเพศเมยีมอีวยัวะสบืพนัธุห์รอืรงัไขส่เีขยีวเขม้ 

(Jarayabhand and Paphavasit, 1996)  การปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุเ์กดิขึน้โดยการหดตวัของกลา้มเน้ือ 

adductor บรเิวณฝา่เทา้วึง่อยูต่รงขา้มกบัอวยัวะสบืพนัธุ ์ เซลลส์บืพนัธุจ์ะถกูปลอ่ยออกมาตามรทูีอ่ยูต่รง

บรเิวณดา้นซา้ยของเปลอืกและลงสู่น้ําทะเล (Crofts, 1929)  จากการรายงานของ Apisawetakan และคณะ  

(1997) พบวา่อวยัวะสบืพนัธุข์อง H. asinina ถูกหุม้ดว้ยถุงหุม้และมเีน้ือเยือ่เกีย่วพนัยื่นเขา้ไปในเน้ือเยือ่

ลกัษณะเป็นแผง เรยีกว่า trabeculae ซึง่เป็นทีย่ดึเกาะในการเจรญิของเซลลส์บืพนัธุ ์ แต่ละ trabeculae 

ประกอบดว้ย central capillaries ลอ้มรอบดว้ย collagen fibers fibroblasts, muscle cells, และ granulated 

cells (Apisawetakan et al., 2001) เซลลส์บืพนัธุเ์พศเมยีแบ่งไดเ้ป็นระยะต่างๆ ดงัน้ี oogonia (Og), และ 

oocyte ม ี 5 ระยะ (Oc1-Oc5)  สว่นเซลลส์บืพนัธุเ์พศผูแ้บ่งไดเ้ป็นระยะต่างๆ ดงัน้ี spermatogonia (Sg), 

primary spermatocyte (PrSc), secondary spermatocyte (SSc), spermatid ม ี 4 ระยะ (St1-4) และ 

spermatozoa (Sz) (Sobhon et al., 1999)  มรีายงานการวจิยัของ Chansela และคณะ (2008) พบสาร

ประเภท amide คอื APGW amide ในเสน้ใยประสาททีอ่ยูภ่ายในถุงหุม้อณัฑะ และ trabeculae ของ H. 

asinina   และมบีทบาทสาํคญัต่อกระบวนการเกดิ spermiation ใน H. asinina เพศผู ้นอกจากน้ียงัมรีายงาน

การพบสารประเภท neuropeptide ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเจรญิของอวยัวะสบืพนัธุ ์และกระบวนการสบืพนัธุ ์คอื 

เปบไทด ์ ELH พบมากในปมประสาท cerebral และ pleuropedal และพบทีถุ่งหุม้อวยัวะสบืพนัธุแ์ละ 

trabeculae ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina   และ H. rubra เพศเมยี (Cummins et al., 2001; Saitongdee et 

al., 2005) และพบการกระจายตวัของโปรตนีทีม่คีุณลกัษณะคลา้ย GnRH ในเซลลป์ระสาทผลติฮอรโ์มนของ

ปมประสาท cerebral และ pleuropedal และพบทีเ่ซลลไ์ขร่ะยะ Oc1 ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina (Nuurai et 

al., 2010) 



วงจรสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้เพศผูแ้ละเพศเมยีทีเ่ลีย้งในระบบปิดสามารถแบ่งไดเ้ป็น 5 

ระยะในรอบ 1 ปี ดงัน้ี 1) ระยะ proliferative ประกอบดว้ยเซลลส์บืพนัธุข์ ัน้ตน้ สว่นใหญ่ตดิอยูก่บั 

trabeculae hepatopancreas มขีนาดใหญ่ ระยะน้ีจะเกดิขึน้ภายหลงัจากระยะ spawning เป็นเวลา 2 เดอืน  

2) ระยะ premature อวยัวะสบืพนัธุม์ขีนาดใหญ่ขึน้ ประกอบดว้ยเซลลส์บืพนัธุห์ลายระยะและยงัคงตดิอยู่

กบั trabeculae ระยะน้ีจะใชเ้วลาในการพฒันาประมาณ 1 เดอืน จากนัน้จะเขา้สูร่ะยะที ่3 คอื ระยะ mature 

พบเซลลส์บืพนัธุเ์จรญิเตม็ที ่ ตดิอยูก่บั trabeculae ทีม่ขีนาดบางลง 4) ระยะ spawning เป็นระยะปลอ่ย

เซลลส์บืพนัธุ ์พบเซลลส์บืพนัธุเ์จรญิเตม็ทีห่ลดุออกจาก trabeculae ในขณะทีเ่ซลลส์บืพนัธุร์ะยะตน้บางสว่น

ยงัคงตดิอยูก่บั trabeculae ทีข่ยายขนาดใหญ่ และ 5) ระยะ spent เป็นระยะภายหลงัจากการปลอ่ยเซลล์

สบืพนัธุ ์ ไมพ่บเซลลส์บืพนัธุเ์จรญิเตม็ที ่พบการสลายของเน้ือเยือ่เกีย่วพนั เกดิเป็นเมด็ granule อยูภ่ายใน 

และมเีซลลส์บืพนัธุบ์างส่วนตดิอยูก่บั trabeculae ทีแ่ตกกระจดักระจาย อวยัวะสบืพนัธุม์ขีนาดเลก็ลงและ

เปลีย่นเป็นสเีหลอืงครมี  (Sobhon et al., 1999)    ระบบสบืพนัธุข์องหอยเพศผูม้กีารพฒันาเรว็กว่าเพศเมยี 

โดยอณัฑะมเีซลลส์บืพนัธุค์รบทุกขัน้และเริม่เขา้สู่ระยะ mature เมือ่หอยมอีายไุดป้ระมาณ 7-8 เดอืน สว่น

ในหอยเพศเมยีเริม่เขา้สู่ระยะ mature เมือ่หอยมอีายปุระมาณ 11-12 เดอืน (Apisawetakan et al., 1997; 

Sobhon et al., 1999) ในขณะทีห่อยเป๋าฮือ้พนัธุ ์ H. tuberculata เพศผู ้ และเพศเมยีจะมกีารเจรญิของ

อวยัวะสบืพนัธุเ์ตม็ทีใ่นช่วงอาย ุ2 และ 3 ปี ตามลาํดบั (Hahn, 1989) อยา่งไรกต็าม ระยะเวลาของการเกดิ

กระบวนการพฒันาของอวยัวะสบืพนัธุ ์และกระบวนการปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุใ์นหอยเป๋าอือ้พนัธุต่์างๆ มคีวาม

แตกต่างกนั ทัง้น้ีขึน้อยูก่บัลกัษณะภมูปิระเทศ สิง่แวดลอ้ม อาหาร อุณหภูม ิและช่วงเวลากลางวนั กลางคนื 

(Counihan et al., 2001; Litaay and De Silva, 2003; Najmudeen, 2004)    

3.4   ลกัษณะทัว่ไปของ gonadotropin releasing hormone (GnRH) 

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) หรอืเรยีกว่า luteinizing hormone 

releasing hormone (LHRH) เป็นเปบไทดฮ์อรโ์มน ทีม่บีทบาทสาํคญัในการควบคมุระบบสบืพนัธุข์องสตัวท์ี่

มกีระดกูสนัหลงั (Gorbman and Sower, 2003) GnRH ถกูสรา้งจากโปรตนีสายยาวทีเ่รยีกวา่ GnRH 

preprohormone จากนัน้เกดิกระบวนการ posttranslational modification ใหไ้ดเ้ป็น active form ของ 

GnRH  (Seeburge and Adelman, 1984) GnRH ถูกคน้พบครัง้แรกจากสมองของหม ู และตัง้ชื่อว่า 

mammalian GnRH (mGnRH) (Amoss et al., 1971) ปจัจบุนัพบโครงสรา้งปฐมภมูขิอง GnRH ทัง้สิน้ 33 

ชนิด ประกอบดว้ย GnRH ทีค่น้พบจากสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงัจาํนวน 15 ชนิด และ GnRH ทีค่น้พบจาก

สตัวท์ีไ่มม่กีระดกูสนัหลงัจาํนวน 18 ชนิด ดงัตารางที ่1  

ตารางท่ี 1 แสดงโครงสรา้งปฐมภมูขิอง GnRH ทีพ่บในสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงัและสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั 

แถบทบึแสดงกรดอะมโินสว่นอนุรกัษ์ (ดดัแปลงจาก Treen et al., 2012) 



 1   2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Vertebrates             

Mammal pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH2 

Guinea Pig pGlu   Tyr Trp Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly-NH2 

Chicken-I pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Leu Gln Pro Gly-NH2 

Chichen-II pGlu   His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH2 

Rana pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Leu Trp Pro Gly-NH2 

Seabream pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 

Salmon pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH2 

Medaka pGlu   His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 

Catfish pGlu   His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly-NH2 

Whitefish pGlu   His Trp Ser Tyr Gly Met Asn Pro Gly-NH2 

Dogfish pGlu   His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH2 

Herring pGlu   His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 

Lamprey-I pGlu   His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly-NH2 

Lamprey-II pGlu   His Trp Ser His Gly Trp Phe Pro Gly-NH2 

Lamprey-III pGlu   His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH2 

Invertebrates             

Tunicate-I pGlu   His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly-NH2 

Tunicate-II pGlu   His Trp Ser Leu Cys His Ala Pro Gly-NH2 

Tunicate-III pGlu   His Trp Ser Tyr Glu Phe Met Pro Gly-NH2 

Tunicate-IV pGlu   His Trp Ser Asn Gln Leu Thr Pro Gly-NH2 

Tunicate-V pGlu   His Trp Ser Tyr Glu Tyr Met Pro Gly-NH2 



Tunicate-VI pGlu   His Trp Ser Lys Gly Tyr Ser Pro Gly-NH2 

Tunicate-VII pGlu   His Trp Ser Tyr Ala Leu Ser Pro Gly-NH2 

Tunicate-VIII pGlu   His Trp Ser Leu Ala Leu Ser Pro Gly-NH2 

Tunicate-IX pGlu   His Trp Ser Asn Lys Leu Ala Pro Gly-NH2 

Octopus pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp His Pro Gly-NH2 

Aplysia pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Tyr Ala Gly-NH2 

Sepia pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp His Pro Gly-NH2 

Owl limpet pGlu His Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Lys Ser Gly-NH2 

 Annelid 

Sea Urchin 

Marine worm 

Leech 

Scallop 

Oyster 

pGlu 
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pGlu 
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Gly 
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Trp 

Trp 

Trp 

Trp 

Trp 

Phe 
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Gln 

Tyr 

Pro 

Pro 

Pro 

Pro 

Pro 

Ala 

Gly-NH2 

Gly-NH2 

Gly-NH2 

Gly-NH2 

Gly-NH2 

Gly-NH2 

 

โครงสรา้งปฐมภูมขิอง GnRH สว่นใหญ่ประกอบดว้ยกรดอะมโินจาํนวน 10 ตวั ทีม่ ี

pyroglutamate บรเิวณปลายดา้น N-terminal และม ีamidated glycine ทีป่ลายดา้น C-terminal (King and 

Millar, 1995) ยกเวน้ GnRH ทีค่น้พบในสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัของ octopus, Aplysia, sepia, owl limpet, 

annelid, sea urchin, marine worm, leech, scallop, oyster และ abalone ประกอบดว้ยกรดอะมโินจาํนวน 

12 ตวั (Treen et al., 2012) อยา่งไรกต็ามถงึแมว้า่จาํนวนของกรดอะมโินจะต่างกนั แต่โครงสรา้งปฐมภมูิ

ของ GnRH มสีว่นอนุรกัษ์ทีบ่รเิวณดา้น NH2-terminus (pGlu
1
, His

2
 and Ser

4
) และ COOH-terminus 

(Pro
9
 and Gly

10
-NH2) (ตารางที ่ 1) ตลอดววิฒันาการกวา่ 500 ลา้นปี แสดงใหเ้หน็วา่บรเิวณเหลา่น้ีมี

ความสาํคญัทางโครงสรา้งและ bioactivity ของ GnRH เช่น เป็นบรเิวณทีจ่บักบัตวัรบั (receptor binding 

site) เป็นบรเิวณทีท่นต่อ enzymatic degradation หรอืบรเิวณทีเ่กีย่วขอ้งกบั receptor-mediated event 

(King and Millar, 1995) 

จากการศกึษาของ Gorbman และ Sower ในปี ค.ศ. 2003 พบวา่ GnRH ของสตัวท์ีม่ ี

กระดกูสนัหลงัสามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 กลุ่ม  ตามตําแหน่งของการแสดงออกภายในสมองและหน้าทีท่ี่



เกีย่วขอ้ง รวมถงึการวเิคราะหท์าง phylogenetic ระดบัโมเลกุล  กล่าวคอืกลุ่ม 1 เรยีกว่า GnRH-I (หรอื 

mGnRH) พบบรเิวณ hypothalamus กลุม่ที ่2 คอืGnRH-II หรอืเรยีกว่า chicken GnRH-II (cGnRH-II) พบ

บรเิวณ midbrain กลุม่ที ่3 คอื GnRH-III หรอืเรยีกว่า salmon GnRH (sGnRH) ซึง่พบเฉพาะใน teleost 

ตรงบรเิวณ terminal nerve และ olfactory system ของ telencephalon (Fernald and White, 1999) กลุ่มที ่

4 คอื GnRH-IV พบบรเิวณ hypothalamus และ diencephalon ของปลาทะเลโบราณ (sea lamprey) 

อยา่งไรกต็ามไดม้รีายงานการคน้พบกลุม่ใหมข่อง protostomian GnRH เรยีกว่า GnRH-V ซึง่เป็นกลุ่มทีอ่ยู่

ใน monophyletic lineage (Tsai and Zhang, 2008; Zhang et al., 2008)  

Fernald และ White (1999) ไดร้ายงานเกีย่วกบัหน้าทีข่องกลุม่ GnRH-I  ในการ

ควบคมุกระบวนการสบืพนัธุซ์ึง่มกีลไกดงัน้ี GnRH สรา้งจาก neurosecretory cell ใน hypothalamus และ

ถูกหลัง่ออกมาใน portal vessels เมือ่เดนิทางมาจนถงึต่อมใตส้มอง GnRH จะกระตุน้เซลลข์องต่อมใตส้มอง

ใหม้กีารหลัง่ luteinizing hormone (LH) และ follicle-stimulating hormone (FSH) ซึง่ฮอรโ์มนทัง้สองจะไป

กระตุน้การพฒันาของอวยัวะสบืพนัธุ ์ ในขณะที ่ กลุ่ม GnRH-II ทาํหน้าทีค่ลา้ยกบั  neurotransmitter และ 

neuromodulator (Jones et al., 1984) สว่นหน้าทีข่อง กลุ่มGnRH-III ยงัไมช่ดัเจน แต่ Fernald และ White 

(1999) เชือ่วา่มหีน้าทีค่ลา้ยกบั GnRH-I นอกจากน้ียงัมรีายงานการวจิยัในกลุม่ของ GnRH-IV พบวา่ 

lamprey GnRH-I (lGnRH-I) และ lGnRH-III มบีทบาทสาํคญัในกระบวนการสบืพนัธุ ์คอื สามารถกระตุน้ให้

เกดิกระบวนการ steroidogenesis การตกไข ่ และ การเกดิ spermiation ใน sea lamprey ตวัเตม็วยัโดย

ผา่นทาง pituitary-gonadal axis (Deragon and Sower, 1994; Gazourian et al., 2000) 

3.5 โครงสร้างของ GnRH ในสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงั 

GnRH พบในสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัทัง้หมด 5 ไฟลมั ไดแ้ก่ Mollusca, Cinidarian, 

Platyhelminthes, Annelida และ Arthropoda (Tsai, 2006) GnRH ในสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัถูกคน้พบครัง้

แรกจากบรเิวณปมประสาท cerebral และ neural gland ของ Chelyosoma produductum ซึง่เป็นสตัว์

จาํพวกเพรยีงหวัหอม (tunicate) จงึเรยีกเป็น tunicate GnRH โดยพบทัง้สิน้ 9 isoform (tGnRH-I-IX) 

(Powell et al., 1996; Adams  et al., 2003) นอกจากน้ียงัมรีายงานการคน้พบโปรตนีทีม่ลีกัษณะคลา้ย 

GnRH ในปลาหมกึ Octopus vulgaris ซึง่เป็นพวก protostomian จดัอยู่ในไฟลมั Mollusca ชัน้ 

cephalopod เรยีกวา่ octopus GnRH (octGnRH) ซึง่ประกอบดว้ยกรดอะมโิน 12 ตวั (Iwakoshi et al., 

2002) นอกจากน้ียงัมรีายงานการศกึษาโครงสรา้งของ GnRH ในสิง่มชีวีติชนิดอื่น ๆ ทีจ่ดัอยูใ่นกลุ่ม 

protostomian เช่น Aplysia californica  พบโปรตนีทีม่ลีกัษณะคลา้ย GnRH เรยีกว่า Aplysia GnRH 

(apGnRH) ทีม่กีรดอะมโินแตกต่างจาก octGnRH 2 ตาํแหน่ง (Zhang et al., 2008) Sepia  officinalis ซึง่มี

ลาํดบักรดอะมโินเหมอืนกบั octGnRH (Di Cristo et al., 2009) นอกจากน้ียงัพบโปรตนีทีม่คีุณลกัษณะคลา้ย 

GnRH  ในหอยทาก Lottia gigantea, ไสเ้ดอืนทะเล  Capitella teleta  หอยเมน่ Strongylocentrotus 

purpuratus, หอยนางรม Crassostrea gigas และหอยแครง Patinopecten yessoensis (Roch et al., 

2011; Bigot et al., 2012; Treen et al., 2012) 



มรีายงานการศกึษาองคป์ระกอบของยนี GnRH พบว่าในสตัวก์ลุ่ม protostomian มี

องคป์ระกอบของยนี GnRH ทีเ่หมอืนกนัคอื ประกอบดว้ยบรเิวณ signal peptide, GnRH dodecapeptide 

และ GAP  ซึง่เหมอืนกบัรายงานการคน้พบในสตัวม์กีระดกูสนัหลงั อยา่งไรกต็ามยนี GnRH ทีค่น้พบใน

สตัวก์ลุม่น้ี มสีว่นทีแ่ตกต่างจากสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงัคอื การเพิม่ขึน้ของกรดอะมโิน 2 ตวัทีป่ลายดา้น 

NH2-terminus และบรเิวณเริม่ตน้ของการถอดรหสัในสตัวท์ีม่กีระดกูสนัหลงัประกอบดว้ยกรดอะมโิน proline 

แต่ในสตัวจ์าํพวก protostomian จะแตกต่างกนัออกไป  (Tsai and Zhang, 2008)   

3.6  ตาํแหน่งและการกระจายตวัของ GnRH ในสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงั 

รายงานวจิยัหลายเรือ่งพบวา่ GnRH สามารถพบไดม้ากกว่า 1 ชนิดในอวยัวะต่างๆ 

ของสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั ตวัอยา่งเช่น การศกึษาของ Tsutsui ในปี ค.ศ. 1998 พบเปบไทดท์ีม่ลีกัษณะ

โครงสรา้งคลา้ย GnRH จาํนวน 2 ชนิด คอื mGnRH และ sGnRH ในปมประสาท cerebral, neural gland 

และผนงัดา้นในของ dorsal blood sinus  นอกจากน้ี Di Fiore และคณะ (2000) ไดใ้ชเ้ทคนิคทาง HPLC, 

RIA และ mass spectrometry ตรวจพบ GnRH 2 ชนิด ในอวยัวะสบืพนัธุเ์พศเมยีของ Ciona intestinalis 

ซึง่มโีครงสรา้งคลา้ยกบั cGnRH-I และ mGnRH จากรายงานการศกึษาของ Iwakoshi และคณะ (2004) 

ดว้ยวธิ ี immunohistrochemistry และ in situ hybridization พบการแสดงออกของยนี octopus GnRH 

(octGnRH) และการกระจายตวัของเปบไทดใ์นระบบประสาท ท่อนําไข ่ และ oviductal gland  ใน O. 

vulgaris ในการศกึษาก่อนหน้าน้ีของ Young และคณะ (1999) พบโปรตนีทีม่โีครงสรา้งคลา้ย mGnRH ใน

เซลลข์องปมประสาท และเซลลป์ระสาททีม่าเลีย้งระบบสบืพนัธุข์องหอยเพศผู ้ Helisoma trivolvis และ 

Lymnaea stagnalis สว่นในหอย A. californica พบการกระจายของ tunicate-I GnRH (tGnRH-I) และ 

mGnRH ใน hemolymph, hemocyte และ ovotestis (Zhang et al., 2000) นอกจากน้ีมรีายงานวจิยัหอย A. 

californica ทีพ่บการกระจายของ tGnRH-I และ octGnRH ในเซลลป์ระสาทของระบบประสาท และพบเซลล์

ทีย่อ้มตดิ anti-mGnRH ใน peripheral chemosensory organ อาจแสดงใหเ้หน็ถงึการทาํหน้าทีท่ีแ่ตกต่าง

กนัของ GnRH แต่ละชนิด เช่น เกีย่วขอ้งกบัการกนิอาหาร การเคลือ่นไหว ระบบรบัความรูส้กึ และระบบ

ประสาทอตัโนมตั ิ (Tsai et al., 2003; Zhang et al., 2008) นอกจากน้ีไดม้รีายงานการศกึษาของ Nuurai 

(2010b) โดยใชเ้ทคนิค immunohistochemistry พบการกระจายตวัของเปบไทดท์ีม่โีครงสรา้งคลา้ยกบั 

GnRH ใน H. asinina  เพศเมยี จาํนวน 2 ชนิด ซึง่มตีําแหน่งการกระจายและปรมิาณการยอ้มตดิสแีตกต่าง

กนั คอื lGnRH-III และ tGnRH-I โดยพบในเซลลป์ระสาทผลติฮอรโ์มนของปมประสาท cerebral และ 

pleuropedal  นอกจากน้ียงัพบ lGnRH-III และ tGnRH-I ในเซลลส์บืพนัธุร์ะยะเริม่แรก และเซลลส์บืพนัธุ์

เพศเมยีระยะทีห่น่ึงและสองของอวยัวะสบืพนัธุ ์

3.7  หน้าท่ีของ GnRH ในสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงั 

รายงานการวจิยัหลายชิน้แสดงใหเ้หน็วา่ GnRH อาจทาํไดห้ลายหน้าที ่ เช่น เป็นสาร

สือ่ประสาท สารกระตุน้ประสาท ในการควบคุมกระบวนการสบืพนัธุ ์ และเป็นสารเคมทีีค่วบคุมพฤตกิรรม

การสบืพนัธุข์องสตัว ์ (Gorbman and Sower, 2003) ตวัอยา่งเช่น native GnRH ทีส่กดัจากรงัไข ่สามารถ



กระตุน้ใหเ้กดิการหลัง่ฮอรโ์มนเพศใน Ciona intestinalis และการหลัง่ luteinizing hormone (LH) จากต่อม

ใตส้มองของหนู (Di Fiore et al., 2000)  การฉดี tGnRH-I สงัเคราะห ์ สามารถกระตุน้การปลอ่ยเซลล์

สบืพนัธุไ์ดใ้น C. intestinalis (Terakado, 2001) การนํา mGnRH agonist มาใชใ้นการกระตุน้การทาํงาน

ของเอนไซม ์ aromatase และกระตุน้การหลัง่ LH testosterone และ estradiol ซึง่มผีลควบคมุการ

เจรญิเตบิโตของเซลลไ์ข ่ และกระตุน้การปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุใ์นสตัวจ์าํพวกประการงั Euphyllia ancora 

(Twan et al., 2006) นอกจากน้ียงัมรีายงานการศกึษาพบวา่ lGnRH-I และ tGnRH-II อาจทาํหน้าทีค่ลา้ย

กบั pheromone ในการกระตุน้การปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุใ์นลิน่ทะเล Mopalia sp. (Gorbman et al., 2003)  

มรีายงานการศกึษาถงึหน้าทีข่อง GnRH ในสตัวจ์าํพวกหอยและหมกึ เช่น mGnRH 

สามารถกระตุน้การหลัง่โกนาโดโทรปินส ์ จากต่อมใตส้มองของปลาทอง และเหน่ียวนําใหเ้กดิการวางไขใ่น 

H. trivolvis (Goldberg et al., 1993; Young et al., 1997) และมบีทบาทกระตุน้กระบวนการสงัเคราะห ์

DNA ในเซลลไ์ขข่อง C. gigas (Pazos and Mathieu, 1999) octGnRH สามารถกระตุน้การสรา้งและหลัง่ 

sex steroid จากรงัไขแ่ละอณัฑะ และทําใหเ้กดิการหดตวัของท่อนําไขข่องหมกึ O. vulgaris  (Kanda et al., 

2006) สารสกดัจากปมประสาท cerebral และปมประสาท pedal ทีม่โีครงสรา้งคลา้ยกบั GnRH สามารถทาํ

ใหเ้กดิ spermatogonial proliferation ในหอยแครง P. yessoensiss (Nakamura et al., 2007) การศกึษาถงึ

บทบาทของ octGnRH  และ mGnRH agonist ในการกระตุน้การพฒันาของเซลลส์บืพนัธุแ์ละกระตุน้การตก

ไขใ่นหอยเป๋าฮือ้ H. asinina (Nuurai et al., 2010a) และการศกึษาบทบาทของสารสงัเคราะห ์pyGnRH ใน

การกระตุน้ใหเ้กดิกระบวนการแบ่งเซลล ์ spermatogonia ในอณัฑะของหอยแครง P. yessoensiss (Treen 

et al., 2012)       

 

วตัถปุระสงค ์

เพือ่ศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของสารสงัเคราะห ์ GnRH ต่อกระบวนการสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ 

H. asinina  

วิธีดาํเนินการวิจยั 

1. การเตรียมสารสงัเคราะห ์GnRH และ mGnRH agonist 

การทดลองน้ีใชส้ารสงัเคราะห ์ GnRH จาํนวน 2 ชนิด คอื HasGnRH และ mGnRH agonist 

(buserelin)  โดย HasGnRH ไดจ้ากการวเิคราะหล์าํดบัเบสของ DNA ทีส่กดัจากปมประสาท cerebral และ 

pleuropedal ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina แลว้นํามาแปลรหสัพนัธกุรรมเป็นโปรตนี ซึง่โปรตนีทีแ่ปรรหสัไดม้ี

ลกัษณะโครงสรา้งคลา้ยกบั GnRH ทีพ่บในสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัชนิดอื่น จากนัน้นําลาํดบักรดอะมโินที่

ไดม้าผลติเป็นสารสงัเคราะห ์สว่น buserelin มกีารรายงานการศกึษาวา่สามารถกระตุน้การพฒันาของเซลล์

สบืพนัธุแ์ละกระตุ้นการตกไขไ่ดใ้นหอยเป๋าฮือ้ H. asinina (Nuurai et al., 2010a) สารสงัเคราะห ์HasGnRH 

ถกูผลติขึน้จากบรษิทั Genscript (Piscataway, NJ) ซึง่ผา่นการทดสอบความบรสิทุธิม์ากกวา่ 90% ดว้ยวธิ ี



high-performance liquid-chromatography (HPLC) และ mass spectrometry สว่น buserelin ซือ้มาจาก

บรษิทั Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 

2. การศึกษาผลของ GnRH ต่อการแบ่งตวัของเซลลสื์บพนัธุ ์ด้วยวิธี 5-bromo-2’-deoxyuridine 

(BrdU) assay 

 การศกึษาครัง้น้ีเป็นการศกึษาการ proliferation ของเซลลไ์ขใ่นช่วงของการพฒันาของรงัไข่

ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina โดยการใชส้าร BrdU ซึง่เป็นสารสงัเคราะห ์ thymidine analog ซึง่สารดงักล่าว

จะเขา้ไป incorporate กบั DNA ในระยะ S-phase ของกระบวนการแบ่งเซลล ์ 

2.1 การเตรียมเน้ือเย่ือรงัไข่เพาะเล้ียง 

การทดลองใชห้อยเป๋าฮือ้เพศเมยีตวัเตม็วยัทีม่ช่ีวงวงจรสบืพนัธุร์ะยะ proliferative 

หรอื premature อายปุระมาณ 1 ปี น้ําหนกัประมาณ 25-30 กรมั จากนัน้ทาํการตดัเน้ือเยือ่รงัไขเ่ป็นชิน้

เลก็ๆ ขนาดประมาณ 1-2 มลิลเิมตร แลว้นํามาลา้ง 3 ครัง้ ดว้ยอาหารเลีย้งเซลลท์ีป่ระกอบดว้ย Medium 

199 ปรมิาณ 2 ml 10% fetal bovine serum (v/v) และ ampicillin/streptomycin 100 µg/ml จากนัน้นํามา

ใส่ลงใน 24-well culture plate แลว้นําไปทาํการทดลองต่อไป 

2.2 การทดสอบสารสงัเคราะห ์GnRH และ mGnRH agonist ต่อการแบ่งตวัของเซลล์

สืบพนัธุใ์นเน้ือเย่ือรงัไข่เพาะเล้ียง 

การทดลองแบ่งเป็นกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดลอง โดยแบ่งกลุ่มทดลองเป็น 6 กลุ่มย่อย 

(n=3) ดงัน้ี กลุม่ที ่1-3 บ่มดว้ย HasGnRH และกลุ่มที ่4-6 บ่มดว้ย buserelin โดยใชค้วามเขม้ขน้ 10
-4
, 10

-6
 

และ 10
-8
 M ตามลาํดบั เป็นเวลา 7 วนั ทีอุ่ณหภมู ิ 37 

o
C และเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลทุ์กๆ 48 ชัว่โมง 

จากนัน้ทาํการบ่มเน้ือเยือ่รงัไขเ่พาะเลีย้งดว้ย BrdU ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-6
 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นํา

เน้ือเยือ่มาตรงึสภาพดว้ย 4% paraformaldehyde เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง แลว้นําไปลา้งดว้ย 0.1M PBS 

pH 7.4 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี และแช่ใน 70% ethanol จากนัน้ทาํการขจดัน้ําออก (dehydration) ดว้ย 

ethanol ทีค่วามเขม้ขน้ 70%, 80%, 90%, 95% (2 ครัง้), 100% (3 ครัง้) ตามลาํดบั ขัน้ตอนละ 30 นาท ี

จากนัน้ทาํการ clearing โดยใช ้ xylene (2 ครัง้) ครัง้ละ 30 นาท ี ทาํการ infiltrate และฝงัเน้ือเยือ่ลงใน 

paraffin  จากนัน้นําตวัอยา่งทีไ่ดไ้ปตดัดว้ยเครือ่ง microtome ความหนาประมาณ 6 µm  ชิน้เน้ือทีถ่กูตดั

เป็นแผ่นบางๆจะถูกนําไปวางลงบนสไลดท์ีเ่คลอืบดว้ย สาร silane  

2.3 การตรวจสอบ mitotic activity ของเซลลสื์บพนัธุ์ 

 เป็นการตรวจสอบ incorporated BrDU ในเซลลท์ีม่กีารแบ่งตวั ใชเ้ทคนิคทาง 

immunohistochemistry โดยดดัแปลงวธิกีารบางส่วนจาก Nakamura และคณะ (2007) ดงัน้ี นําชิน้เน้ือไป

ขจดั paraffin ออกดว้ย xylene 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ีและเขา้สูข่ ัน้ตอนการเตมิน้ํา (rehydration) ในแผน่ชิน้

เน้ือดว้ยแอลกอฮอลท์ีค่วามเขม้ขน้จากสงูไปตํ่า ดงัน้ี 100% (2 ครัง้), 95%, 90%, 80%, 70% ตามลาํดบั 

ขัน้ตอนละ 5 นาท ีจากนัน้นําไปลา้งดว้ย 0.1M PBS pH 7.4 แลว้บ่มดว้ย 0.25% Trypsin ทีล่ะลายใน 0.1M 



PBS pH 7.4  ทีอุ่ณหภมู ิ37 
o
C เป็นเวลา 6 นาท ีจากนัน้ลา้งดว้ย สารละลาย 0.1 M PBS, pH 7.4 ทีเ่ตมิ 

0.1% Tween 20 (PBST) แลว้บ่มดว้ย 2N HCl ทีอุ่ณหภมู ิ 37 
o
C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ทาํการ 

neutralization ดว้ยการเตมิ 0.05M borate buffer เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้ลา้งดว้ย PBST และนํามากําจดั 

non-specific binding ดว้ยการเตมิ blocking solution (5% normal goat serum ใน PBST) ตัง้ทิง้ไว ้2 ชม.

ทีอุ่ณหภมู ิ37
o
C  หลงัจากนัน้ใส ่primary antibody (mouse anti-BrdU monoclonal antibody) ทีอ่ตัราสว่น 

1:100 (v/v) ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ37
o
C เป็นเวลา 12-16 ชม. ส่วนกลุ่มควบคุมทีเ่ป็น negative control จะใช ้

preimmune mouse serum แทน หลงัจากนัน้ลา้งดว้ย PBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ีแลว้เตมิ secondary 

antibody (anti-mouse IgG-alkaline phosphatase-conjugated) อตัราสว่น 1:250 (v/v) ทีล่ะลายใน 2.5% 

normal goat serum ใน PBST ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ37
o
C เป็นเวลา 1 ชม. แลว้ลา้งออก และเตมิ detection 

buffer (1M Tris-HCl และ 5M NaCl, pH 9.5) เป็นเวลา 30 นาท ี แลว้บ่มดว้ย NBT/BCIP alkaline 

phosphatase substrate solution จนกระทัง้เกดิการตดิสมีว่งในเซลลท์ีม่กีาร incorporated BrDU จากนัน้

ทาํการหยดุปฏกิริยิาดว้ยการเตมิ stop buffer (1 M Tris-HCl and 0.5M EDTA, pH 8.1) เป็นเวลา 10 นาท ี

แลว้นําเผ่นเน้ือเยือ่ไปส่องดูดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์ Nikon Eclipse E600 กาํลงัขยายปานกลางทีต่่อกบักลอ้ง

ดจิติอล Nikon DXM1200 โดยนบัจาํนวนของ BrdU immunopositive oogonia และ early stage oocyte 

เป็นเปอรเ์ซน็ตเ์ฉลีย่เทยีบกบัจาํนวนของ oogonia และ early stage oocyte ทัง้หมด ซึง่นับแบบสุ่มจาก

บรเิวณทีถ่่ายภาพจาํนวน 3 แผ่นชิน้เน้ือของแต่ละกลุ่ม  

3. การศึกษาผลของสารสงัเคราะห ์GnRH ต่อการหลัง่เอสโตรเจนในหอยเป๋าฮ้ือ H. asinina 

การทดลองเป็นการศกึษาผลของ GnRH ต่อระดบัของเอสโตรเจนในเลอืดและรงัไข่ของหอย

เป๋าฮือ้ H. asinina โดยใชห้อยเป๋าฮือ้เพศเมยีตวัเตม็วยัทีม่ช่ีวงวงจรการสบืพนัธุร์ะยะ proliferative หรอื 

premature อายปุระมาณ 1 ปี น้ําหนกัประมาณ 20-25 กรมั ความยาวเปลอืกประมาณ 4 เซนตเิมตร จาก

สถานีวจิยัวทิยาศาสตรท์างทะเลและศนูยฝึ์กนิสติ เกาะสชีงั จ.ชลบุร ี จาํนวนทัง้สิน้ประมาณ 25 ตวั จากนัน้

ทาํการแบ่งการทดลองออกเป็นกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง (n=3) กลุ่มควบคุมฉีดดว้ยสารละลาย Normal 

saline และกลุ่มทดลองฉีดดว้ย HasGnRH และ buserelin ความเขม้ขน้ 250 500 และ 1000 ng/gBW 

ตามลาํดบั โดยฉดีเขา้ทีก่ลา้มเน้ือ adductor ของหอยเป๋าฮือ้ แลว้เลีย้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ทาํการ

สลบหอยเป๋าฮือ้ดว้ย 5% MgCl2 (g/v)  เป็นเวลา 15-20 นาท ีแลว้ทาํการเกบ็ตวัอยา่งเลอืด (hemolymph) 

และเน้ือเยือ่รงัไขด่งัน้ี 

3.1  การเกบ็ตวัอย่างเลือด  

นําตวัอยา่งเลอืดมาป ัน่ทีค่วามเรว็ 1000 รอบ/วนิาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 
o
C 

ทาํการเกบ็สารละลายส่วนบน (supernatant) ทีเ่ป็น plasma และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-80 
o
C จนกระทัง่ทําการ

ทดลองต่อไป 

3.2 การสกดัเอสโตรเจนในเน้ือเย่ือรงัไข่  



ทาํการสกดัเน้ือเยือ่ของรงัไขต่ามวธิกีารของ Matsumoto และคณะ (1997) ดงัน้ี ตดั

เน้ือเยือ่รงัไขแ่ยกใส่ในหลอดทดลอง จากนัน้เตมิ absolute ethanol อตัราสว่น 5 ml ต่อชิน้เน้ือ 1 กรมั บด

ชิน้เน้ือใหล้ะเอยีด ทีอุ่ณหภมู ิ 4
o
C จากนัน้เตมิน้ํากลัน่ประมาณ 2.5 ml แลว้นําไปป ัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็ 

12,000 รอบต่อนาททีีอุ่ณหภมู ิ4
o
C เป็นเวลา 20 นาท ี เกบ็ supernatant จากนัน้เตมิ n-hexane ปรมิาตร 

15 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวจ้นแยกชัน้ จากนัน้ดดูสารละลายในชัน้ hexane ทิง้ จะเหลอืเฉพาะชัน้ 

aqueous layer ตัง้ทิง้ไวเ้พือ่ให ้ organic solvent ระเหย จากนัน้ทาํการสกดัเอสโตรเจนดว้ย benzene 

ปรมิาตร 3 ml ทาํซํ้า 2 ครัง้  แลว้ตัง้ทิง้ไวเ้พื่อให ้benzene ระเหยจนแหง้ จากนัน้เตมิ benzene/methanol 

ในอตัราสว่น 85:15 (v/v) แลว้นําไปศกึษาระดบัของเอสโตรเจนดว้ยวธิ ีELISA  

3.3 การศึกษาระดบัของเอสโตรเจนด้วยวิธี ELISA 

การทดลองน้ีจะทาํการศกึษาระดบัของ estradiol ซึง่เป็นรปูแบบทีพ่บเป็นสว่นใหญ่ของ

เอสโตรเจน การทดลองใชชุ้ดทดสอบสาํเรจ็รปู (Estradiol assay; R&D systems) หาปรมิาณเอสโตรเจนใน

เลอืดและรงัไข ่ โดย 96-well plate ถูกเคลอืบดว้ย monoclonal estradiol antibody ทีจ่บัอยูก่บั goat anti 

mouse antibody จากนัน้ทาํการหาค่า standard ของการทดลอง โดยการเตรยีม estradiol ทีค่วามเขม้ขน้

ต่างๆ  (0-3000 pg/ml) จากนัน้ทาํการเตมิ standard หรอืplasma หรอืสารสกดัจากเน้ือเยือ่รงัไขล่งใน plate 

และเตมิ estradiol conjugate  ผสมกนั ตัง้ทิง้ไว ้ 2 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง จากนัน้ลา้ง plate 3 ครัง้ดว้ย 

washing buffer แลว้เตมิ substrate ลงใน plate ตัง้ทิง้ไว ้30 นาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง แลว้เตมิ stop solution 

จากนัน้นํา plate มาอ่านค่าการดดูกลนืแสงดว้ย microplate reader ทีค่วามยาวคลื่น 450 และ 570 nm และ

นําไปคาํนวณหาคา่ standard curve แสดงเป็นกราฟเปรยีบเทยีบระหวา่งเปอรเ์ซน็ตข์อง B/Bo กบัความ

เขม้ขน้ของ standard ส่วนคา่ความเขม้ขน้ของ estradiol ของตวัอยา่งสามารถคาํนวณเปรยีบเทยีบไดจ้าก

คา่ standard ชุดทดสอบน้ีมคี่า Intra และ Inter-assay variability coefficient เท่ากบั 3.6 และ 5.8 

ตามลาํดบั และมคีา่เปอรเ์ซน็ต ์ cross-reactivity กบั 17α-ethynylestradiol, 17β-estradiol 3-Benzoate, 

Estriol, Estrone และ Progesterone เท่ากบั 0.07, 0.03, 0.86, 0.26 และ 0.06 ตามลาํดบั 

4. การศึกษาผลของสารสงัเคราะห ์ GnRH ต่อการหลัง่ LH ในช่วงวงจรสืบพนัธุห์อยเป๋าฮ้ือ H. 

asinina 

การทดลองน้ีเป็นการศกึษาผลของ GnRH ต่อระดบัของ LH ในเลอืดของหอยเป๋าฮือ้ H. 

asinina โดยนําตวัอยา่งเลอืดจากขอ้ 3.1 มาศกึษาระดบัของ LH ดว้ยวธิ ี ELISA โดยการทดลองใชชุ้ด

ทดสอบสาํเรจ็รปู (LH Elisa kit; Enzo life Sciences) ดงัน้ี แต่ละหลมุ 96-well plate ถูกเคลอืบดว้ย goat 

anti mouse IgG antibody จากนัน้ทาํการหาคา่ standard ของการทดลอง โดยการเตรยีม LH ทีค่วาม

เขม้ขน้ต่างๆ  (1.2-280 mlU/ml) จากนัน้ทาํการเตมิ standard หรอื plasma หรอืสารสกดัจากปมประสาทลง

ในหลมุ แลว้เตมิ biotinylated LH tracer และเตมิ monoclonal LH antibody ผสมกนัตัง้ทิง้ไว ้1 ชัว่โมง ที่

อุณหภมูหิอ้ง จากนัน้ลา้งดว้ย washing buffer 3 ครัง้ แลว้เตมิ Streptavidin-conjugate Horseradish 

Peroxidase   ตัง้ทิง้ไว ้ 30 นาท ี ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง จากนัน้ลา้งดว้ย washing buffer 3 ครัง้ แลว้เตมิ TMB 



substrate ลงในหลุม ตัง้ทิง้ไว ้30 นาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง แลว้เตมิ stop solution จากนัน้นํา plate มาอ่านคา่

การดดูกลนืแสงดว้ย microplate reader ทีค่วามยาวคลืน่ 450 nm และนําไปคาํนวณหาค่า standard curve 

แสดงเป็นกราฟเปรยีบเทยีบระหว่างเปอรเ์ซน็ตข์อง B/Bo กบัความเขม้ขน้ของ standard สว่นคา่ความ

เขม้ขน้ของ LH ของตวัอยา่งสามารถคาํนวณเปรยีบเทยีบไดจ้ากคา่ standard ชุดทดสอบน้ีมคี่า Intra และ 

Inter-assay variability coefficient เท่ากบั 3.9 และ 14.9 ตามลาํดบั และมคีา่เปอรเ์ซน็ต ์ cross-reactivity 

กบั TSH, FSH และ hCG เท่ากบั 0.3, ≤0.004 และ ≤0.004 ตามลาํดบั 

5. การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ 

นําขอ้มลูทีไ่ดม้าวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม SPSS เวอรช์นั 12 คา่จรงิทีไ่ดนํ้ามาเปรยีบเทยีบกบั

คา่กลางบวกหรอืลบดว้ยค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน ( X ± S.D.) จากนัน้นําค่าทีไ่ดม้าหาคา่ความเชือ่มัน่ทางสถติิ

ดว้ยวธิ ีone-way analysis of variance (ANOVA) ทีร่ะดบั p<0.05 ถอืวา่แตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

ผลการวิจยั 

1.  ผลของ GnRH ต่อการเจริญและเพ่ิมจาํนวนของเซลลสื์บพนัธุใ์นรงัไข่ของหอยเป๋าฮ้ือ H. 

asinina  

จากการทดลองบ่มเน้ือเยือ่รงัไขเ่พาะเลีย้งดว้ย HasGnRH และ buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-4
, 10

-6
 

และ 10
-8
 M  เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้บ่มดว้ย BrdU ทีค่วามเขม้ขน้ 10

-6
 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อศกึษา

การแบ่งตวัของเซลลส์บืพนัธุร์ะยะ oogonia และ early oocyte พบวา่กลุม่ทีบ่่มดว้ย HasGnRH และ 

buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-8
 M พบการเจรญิของเซลลร์ะยะ oogonia และ early oocyte จาํนวนเพิม่ขึน้

เป็น 43.01 และ 37.5 เปอรเ์ซน็ต ์ เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุซึง่พบการเจรญิของเซลลส์บืพนัธุเ์ป็น 16.19 

เปอรเ์ซน็ต์ และเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ HasGnRH และ buserelin เป็น 10
-6
 M พบวา่เซลลร์ะยะ oogonia 

และ early oocyte มกีารแบ่งเซลลเ์พิม่จาํนวนมากขึน้อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ คอื 55.16 และ 52.88 

เปอรเ์ซน็ตต์ามลาํดบั เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคมุ (รปูที ่ 1) อยา่งไรกต็าม เมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ 

HasGnRH และ buserelin เป็น 10
-4
 M พบวา่เซลลร์ะยะ oogonia และ early oocyte มจีาํนวนการแบ่ง

เซลลส์บืพนัธุ ์ลดลงเป็น 26.55 และ 25.77 เปอรเ์ซน็ตต์ามลาํดบัเมือ่เทยีบกบักลุ่มทดลองกลุ่มอื่นๆ 

 



 
 

รปูท่ี 1 ผลของ HasGnRH และ Buserelin ต่อกระบวนการเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และ 

early oocyte ในเน้ือเยือ่รงัไขข่องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina เสน้แนวตัง้แสดงค่า mean + SD (n=3). ดอกจนั

แสดงความแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) 

 

2.  ผลของ GnRH ต่อการหลัง่เอสโตรเจนในรงัไข่และ hemolymph ของ H. asinina 

   จากการทดลองฉีดดว้ย HasGnRH และ buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 250 500 และ 1000 นาโนกรมั

ต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) แลว้เลีย้งหอยเป๋าฮือ้ H. asinina ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่ากลุ่มทีฉ่ีดดว้ย 

HasGnRH และ buserelin มปีรมิาณเอสโตรเจนในรงัไขเ่พิม่ขึน้อยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม (รปูที ่2) โดยปรมิาณเอสโตรเจนจะเพิม่ขึน้ตามความเขม้ขน้ของ HasGnRH และ buserelin ทีไ่ดร้บั 

นอกจากน้ียงัพบว่ากลุ่มทีฉ่ีดดว้ย HasGnRH และ buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 250 และ 500 นาโนกรมัต่อ

น้ําหนกัตวั (กรมั) มปีรมิาณเอสโตรเจนใน hemolymph เพิม่สงูขึน้ และเพิม่สงูขึน้อยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติิ

ในกลุ่มทีฉ่ีดดว้ย HasGnRH และ buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 1000 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) 

 



 
 

รปูท่ี 2 ผลของ HasGnRH และ Buserelin ต่อการหลัง่เอสโตรเจนในรงัไข่ (ovary) และ hemolymph ของ 

H. asinina เสน้แนวตัง้แสดงค่า mean + SD (n=3). ดอกจนัแสดงความแตกต่างอยา่งมนียัสําคญัทางสถติ ิ

(p<0.05)  

 

3.  ผลของ GnRH ต่อการหลัง่ LH ใน hemolymph ของ H. asinina 

จากการทดลองฉีดดว้ย HasGnRH และ buserelin ทีค่วามเขม้ขน้ 250 500 และ 1000 นาโนกรมั

ต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) แลว้เลีย้งหอยเป๋าฮือ้ H. asinina ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่ากลุ่มทีฉ่ีดดว้ย buserelin 

ทีค่วามเขม้ขน้ 250 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) มรีะดบัของ LH ใน hemolymph เพิม่สงูขึน้ และเพิม่

สงูขึน้อยา่งมนียัสําคญัทางสถติใินกลุ่มทีฉ่ีดดว้ย HasGnRH ทีค่วามเขม้ขน้ 250 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั 

(กรมั) เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคมุ (รปูที ่3) อยา่งไรกต็าม เมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ HasGnRH เป็น 500 และ 

1000 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) ไมม่ผีลเปลีย่นแปลงระดบัของ LH ใน hemolymph เมือ่เทยีบกบักลุม่

ควบคมุ ในขณะทีร่ะดบัของ LH ลดลงในกลุ่มทีฉ่ีดดว้ย buserelin 500 และ 1000 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั 

(กรมั) 



 

รปูท่ี 3 ผลของ HasGnRH และ Buserelin ต่อการหลัง่ LH ของ H. asinina เสน้แนวตัง้แสดงค่า mean + 

SD (n=3). ดอกจนัแสดงความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05)  

 

อภิปรายและวิจารณ์ผลการวิจยั 

จากการศกึษาหน้าทีข่อง GnRH ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขข่องหอย

เป๋าฮือ้ H. asinina ดว้ยวธิ ีinvitro BrDU assay พบว่าทัง้ buserelin และ HasGnRH ทีค่วามเขม้ขน้ 10
-8
 M 

และ 10
-6
 M ใหผ้ลกระตุน้การเจรญิและเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และ early oocyte โดยที ่

HasGnRH ใหผ้ลในการกระตุน้ทีด่กีวา่การใช ้ buserelin แสดงใหเ้หน็ว่า HasGnRH มปีระสทิธภิาพในการ

จบักบัตวัรบัทีอ่ยูใ่นรงัไขไ่ดจ้าํเพาะกวา่ buserelin อยา่งไรกต็าม เมือ่เพิม่ปรมิาณของ HasGnRH กลบัส่งผล

ใหเ้กดิการเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขล่ดลง ซึง่อาจมสีาเหตุมาจากปรมิาณ HasGnRH ทีม่ากเกนิไปอาจ

ทาํใหเ้กดิการ down-regulate ตวัรบัของ GnRH (Nuurai et al., 2010a) หรอือาจเกดิการยบัยัง้การทาํงาน

ของ GnRH โดยกระบวนการ negative feedback mechanism จากการศกึษาหน้าทีข่อง GnRH ทีเ่กีย่วขอ้ง

กบัการหลัง่ฮอรโ์มนทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบบสบืพนัธุอ์ื่น คอืเอสโตรเจนและลตูไินซิง่ฮอรโ์มน พบวา่ buserelin 

และ HasGnRH สามารถกระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนในรงัไขแ่ละ hemolymph ของหอยเป๋าฮือ้ H. asinina 

แบบ dose dependent และสามารถกระตุน้การหลัง่ลตูไินซิง่ฮอรโ์มนใน hemolymph เพิม่ขึน้อยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถติใินกลุ่มทีค่วามเขม้ขน้ 250 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั (กรมั) แต่ระดบัของลตูไินซิง่ฮอรโ์มน

ใน hemolymph ไมเ่ปลีย่นแปลงเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ HasGnRH เป็น 500 และ 1000 นาโนกรมัต่อ

น้ําหนกัตวั (กรมั) และเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ buserelin เป็น 500 และ 1000 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั 



(กรมั) มผีลทาํใหร้ะดบัของลูตไินซิง่ฮอรโ์มนใน hemolymph ลดลง แสดงใหเ้หน็ว่า เมือ่ให ้GnRH ในระดบัที่

เหมาะสมมผีลทาํใหร้ะดบัของลตูไินซิง่ฮอรโ์มนเพิม่สงูขึน้ เมือ่ระดบัของลตูไินซิง่ฮอรโ์มนเพิม่สงูขึน้อาจมผีล

กระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนซึง่มผีลต่อกระบวนการเจรญิพฒันาของเซลลไ์ขแ่ละรงัไข ่ ซึง่ภายหลงัจากนัน้

ระดบัของลตูไินซิง่ฮอรโ์มนเริม่ลดลง ซึง่อาจเป็นผลมาจากกลไกการยบัยัง้ของฮอรโ์มนผ่านทาง negative 

feedback mechanism โดย GnRH และเอสโตรเจน นอกจากน้ีการทดลองพบวา่ระดบัของเอสโตรเจนยงัคง

สงูเมือ่ให ้ GnRH ทีค่วามเขม้ขน้เพิม่ขึน้ถงึ1000 นาโนกรมัต่อน้ําหนกัตวั (กรมั)  แต่มผีลทาํใหเ้ปอรเ์ซน็ต์

การเจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และ early oocyte ลดลง อาจเป็นผลมาจากรงัไข่มกีาร

พฒันาเขา้สู่ระยะ mature ซึง่ในระยะน้ีจะมจีาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะ oogonia และ early oocyte ลดลง แต่

พบจาํนวนของเซลลไ์ขร่ะยะเจรญิเตม็ทีม่ากขึน้ ซึง่ฮอรโ์มนเอสโตรเจนอาจมผีลกระตุน้การพฒันาของเซลล์

ไขใ่หเ้จรญิเตม็ที ่จงึทาํใหร้ะดบัของเอสโตรเจนในรงัไขแ่ละ hemolymph ยงัคงสงูอยู่ โดยเอสโตรเจนอาจถูก

ควบคมุการหลัง่ผ่านทาง GnRH และ LH หรอือาจมฮีอรโ์มนตวัอื่นกระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนโดยตรง  

การศกึษาครัง้น้ีสอดคลอ้งกบัการศกึษาทีผ่า่นมาทีแ่สดงใหเ้หน็ว่า GnRH มบีทบาทควบคุมการ

เจรญิเพิม่จาํนวนของเซลลส์บืพนัธุข์องสตัวจ์าํพวก mollusks โดยอาจผ่านทางกระบวนการ 

steriodogenesis เช่น octGnRH กระตุน้การสรา้งฮอรโ์มนเทสโทสเตอโรน โพเจสเตอโรน และ เอสโตรเจน 

(E2) ในรงัไขแ่ละอณัฑะของหมกึ O. vulgaris โดยศกึษาแบบ in vitro (Kanda et al., 2006; De Lisa et al., 

2012) rpGnRH กระตุน้การหลัง่ฮอรโ์มนเทสโทสเตอโรน โพเจสเตอโรน และ E2 ใน hemolymph ของหอย

กาบ Ruditapes philippinarum ทีม่รีงัไขแ่ละอณัฑะอยูใ่นระยะเริม่ตน้ (early developmental stage) (Song 

et al., 2015) pyGnRH กระตุน้กระบวนการสงัเคราะหเ์อสโตรเจนและเอสโตรเจนดงักลา่วมผีลกระตุน้การ

แบ่งตวัเพิม่จาํนวนของเซลลส์บืพนัธุเ์พศผูใ้นอนัฑะหอยแครง P. yessoensis (Osada and Treen, 2013; 

Treen et al., 2012) นอกจากน้ียงัมรีายงานการศกึษากระบวนการสรา้งสเตยีรอยดฮ์อรโมนทีส่าํคญัคอื

กระบวนการสงัเคราะหเ์อสโตรเจนทีม่ผีลเกีย่วขอ้งกบัการพฒันาของเซลลส์บืพนัธุแ์ละอวยัวะสบืพนัธุ ์ เช่น

การศกึษาของ Matsumoto และคณะ (1997) พบโครงสรา้งทีม่ลีกัษณะคลา้ยเอสโตรเจนในรงัไข่ของ P. 

yessoensis และหอยนางรม C. gigas 3 รปูแบบ คอื เอสโตรน (E1) 17β-estradiol (E2) และ เอสไตรออล 

(E3) โดย E2 เป็นรปูแบบทีพ่บมากทีส่ดุ และพบเอนไซม ์ 17β-hydroxysteroid dehydrogenase (17β-

HSD) ซึง่เป็นเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสงัเคราะหส์เตยีรอยด ์ และพบการกระจายตวัของ E2 

เอนไซม ์3β-HSD และเอนไซม ์P450 aromatase  ในเซลลด์า้นนอกทีล่อ้มรอบถุง acinus ในรงัไข่ของ P. 

yessoensis การศกึษาของ Osada และคณะ (2003) แสดงใหเ้หน็ว่า E2 ทีส่รา้งจากเซลลใ์นรงัไขเ่กีย่วขอ้ง



กบัการเหน่ียวนําใหเ้กดิกระบวนการสงัเคราะห ์ vitellogenin หรอื yolk protein ในเซลลไ์ข ่ อยา่งไรกต็าม

กลไกการควบคมุการสรา้งเซลลส์บืพนัธุใ์นหอยเป๋าฮือ้ H. asinina มคีวามจาํเป็นทีจ่ะศกึษาต่อไปในอนาคต  

จากการศกึษาครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็วา่การใหส้าร HasGnRH ในปรมิาณทีเ่หมาะสมมผีลกระตุน้เซลล์

เป้าหมายซึง่อาจเป็นเซลลใ์นรงัไขท่ ีม่ตีวัรบับนผวิเซลลท์ีจ่าํเพาะ เกดิการกระตุน้กระบวนการเจรญิพฒันา

ของเซลลส์บืพนัธุโ์ดยตรงหรอืกระตุน้การหลัง่ฮอรโ์มนชนิดอื่นทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสบืพนัธุเ์พื่อไป

ควบคุมการเจรญิและพฒันาของอวยัวะสบืพนัธุข์องหอยเป๋าฮือ้ H. asinina การศกึษางานวจิยัในอนาคต

จาํเป็นอยา่งยิง่ทีจ่ะตอ้งศกึษาบทบาทหน้าทีข่อง GnRH ในการเจรญิของอวยัวะสบืพนัธุใ์นแต่ละช่วงวงจร

การสบืพนัธุร์วมถงึหน้าทีอ่ื่นทีเ่กีย่วขอ้งในหอยเป๋าฮือ้ H. asinina เพศเมยีและเพศผู ้ เพื่อทีจ่ะนํา GnRH 

สงัเคราะหไ์ปประยกุตใ์ชใ้นการเรง่พฒันาการของอวยัวะสบืพนัธุ ์ การกระตุน้การปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุข์องพอ่

แมพ่นัธุห์อยเป๋าฮือ้ในฟารม์เพาะเลีย้ง  

สรปุผลการวิจยั 

สาร HasGnRH มผีลกระตุน้การแบ่งตวัของเซลลส์บืพนัธุร์ะยะ oogonia และ early oocyte ใน

รงัไขด่ว้ยวธิ ี in vitro นอกจากน้ี HasGnRH สามารถกระตุน้การหลัง่เอสโตรเจนในรงัไขแ่ละ hemolymph 

แบบ dose dependent และสามารถกระตุน้การหลัง่ลตูไินซิง่ฮอรโ์มนใน hemolymph ของ H. asinina ได ้ 
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In various animal groups, both vertebrates and invertebrates, it has been reported that gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) is an important regulator of reproductive function. Knowledge of the molecular identity of a
GnRH and its function in the abalone is unknown. In this study, we have characterized the abalone GnRH
genes and their putative precursor sequences from the neural ganglia of sexually mature female Haliotis asinina
and Haliotis laevigata. The abalone GnRH genes demonstrate high similarity with other gastropods within the
proposed bioactive GnRH peptide regions (H. asinina: QNYHFSNGWYPG; H. laevigata: QNYHFSNGWHA) but
less in the GnRH-associated peptide region. An antibody generated against HasGnRH showed specific expression
of the peptidewithin the cerebral and pleuropedal ganglia. HasGnRHwas localized in type-1 neurosecretory cells
that arewidely distributedwithin the ventral and dorsal parts of the cerebral ganglion and also observed in nerve
fiber bundles extending into the dorsal part of the ganglion. In the pleuropedal ganglion, HasGnRH immunoreac-
tive cells were distributed in both ventral and dorsal horns. Nerve fibers containing HasGnRH immunoreactivity
were also detected primarily within the ventral region of ventral horns of the ganglion. Synthetic HasGnRH and
buserelin stimulated oogonia and oocyte proliferation in one-year-old femaleH. asinina as determined by in vivo
and in vitro BrdU ovarian cell proliferation. These findings provide important knowledge into the molecular
identity of the abalone GnRH and its function in stimulating oocyte proliferation that helps us to further
understand the role of this peptide in molluscs which may be applied to aquaculture of this species.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

The market for abalone has been growing rapidly, but abalone
fisheries have been declining in most countries due to overfishing and
disease (www.fishtech.com). However, a major problem is reproduc-
tive dysfunction including the change in synchronized timing of male
and female gonadal maturation, as well as stress while in captivity.
This has led to a requirement to replenish supply through aquaculture.
This ultimately impacts on the rate of gamete production, spawning,
fertilization and subsequent larval development. To enhance abalone
production, many researchers have concentrated on optimizing larval
development and production of artificial diets for increasing of body
mass and growth rate of juveniles (Bautista et al., 2003). In addition,
studies have reported the use of neuroendocrine peptides such as
egg laying hormone (ELH) and a synthetic form of non-abalone
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) including mammalian GnRH
scummins@usc.edu.au
ght), prasert.sob@mahidol.ac.th
agonist, octopus GnRH and lamprey GnRH-I to stimulate ovarian matu-
ration in adult abalone (Nuurai et al., 2010). For each peptide treatment,
the gonads reached full maturationwithin 5–6weeks and spawning oc-
curred, compared to 8 weeks for control groups (Nuurai et al., 2010).
However, the precise identity of each of these neuropeptide hormones
has not yet been clearly defined in abalone.

GnRH plays an important role in regulating the reproductive func-
tion of many vertebrates and invertebrates (Gorbman and Sower,
2003; Tinikul et al., 2014). Up to recently, approximately 35 GnRH iso-
forms, including 16 from vertebrates and 19 from invertebrates have
been identified (Osada and Treen, 2013; Roch et al., 2014). For inverte-
brates, those GnRH include those within the phyla Mollusca, Annelida,
Arthopoda, Cinidaria, Platyhelminth, and Nematoda, where, it was
shown that each GnRH precursor protein contains a signal peptide, a
GnRH peptide, and a GnRH associated peptide (GAP) (Tsai and Zhang,
2008). This precursor protein organization is remarkably conserved
with those reported in chordate species, supporting the theory which
proposes that protostomian and chordate GnRHs are probably derived
from the same ancestral genes (Zhang et al., 2008). The primary se-
quences for the vertebrate GnRH peptide consist of 10 amino acids,
comprising an N-terminal pyroglutamyl residue and C-terminal

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.aquaculture.2015.07.008&domain=pdf
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http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2015.07.008
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amidation (King and Millar, 1995). In contrast, GnRH peptides in some
invertebrates contain 12 amino acids (Tsai, 2006; Treen et al., 2012). De-
spite this difference, all GnRHs share a common conserved region at the
N-terminus and C-terminus, suggesting that they share a similar func-
tion in all animal phyla (Tsai, 2006).

Several studies have investigated the role of GnRH inmollusk repro-
duction. For example, exogenous GnRH stimulates egg-laying in pond
snails (Young et al., 1997) and there is some evidence showing that
GnRH is involved in spermatogonial proliferation of the scallop,
Patinopecten yessoensiss (Nakamura et al., 2007; Treen et al., 2012). It
can also stimulate DNA synthesis in the gonial cells of marine bivalves
(Pazos and Mathieu, 1999).

In this study, we have characterized GnRH genes encoding GnRH
peptides from the neural ganglia of two abalone species, Haliotis asinina
and Haliotis laevigata, then studied the spatial distribution and role of
H. asinina GnRH in stimulating the proliferation of ovarian cells.

2. Materials and methods

2.1. Experimental animals and tissue collection

Approximately 20 sexually mature female H. asinina with a shell
length of 4.2 ± 0.46 cm and body weight (BW) of 22.32 ± 1.68 g
were obtained from Sichang Marine Science Research and Training
Station, Sichang Island, Chonburi Province, Thailand. After anesthetization
of the abalone with 5% MgCl2, the cerebral and pleuropedal ganglia were
dissected and rinsed with 0.1 M phosphate buffered saline (PBS). After
that, total RNA was extracted from the cerebral and pleuropedal ganglia
of H. asinina and H. laevigata using TRIzol® reagent (Invitrogen, USA),
following the manufacturer's instruction (Chomczynski, 1993).

2.2. Identification of abalone GnRH genes

For H. asinina, reverse transcription was performed using
SMARTScribe reverse transcriptase (Clontech, California, USA) according
to the instructions. A partial-length cDNA encoding H. asinina GnRHwas
obtained by 3′-RACE using the SMARTer RACE cDNA amplification kit
(Clontech, California, USA) including gene-specific primer (abGnRH-
GSP primer; GCNCAGAACTACCACTTYAGCAAYGG) and nested gene-
specific primers (NGSP forward primer; TTCAGCAACGGTTGGTATCC,
NGSP reverse primer; TCCTGCCTGGTAGAGCAAGT). Primers were
designed based on the conserved GnRH peptide sequences of Aplysia
californica (GenBank accession no. EU204144) and Octopus vulgalis
(GenBank accession no. AB037165). PCR reactions consisted of 36 cycles,
including denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 68 °C for 30 s, exten-
sion at 72 °C for 3 min, and a final extension step of 72 °C for 5 min. PCR
products were purified and cloned into a pGEM-T Easy Vector (Promega,
Wis, USA). The recombinant plasmid DNA was purified using a GeneJET
PlasmidMiniprep Kit (Fermentas) for nucleotide sequencing at 1st BASE
(Singapore). ForH. laevigata, a transcript encoding aGnRHwas identified
from a BLASTp search of a CNS transcriptome derived from a CNS cDNA
library.

Mollusk GnRH precursors were obtained from sequences available
in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) databases.
Multiple sequence alignments were prepared using precursors with
MEGA5.1 (Kumar et al., 2008). Sequence presentation and shading
of multiple sequence alignments was performed using the LaTEX
TEXshade package (Beitz, 2000).

2.3. Immunohistochemistry of GnRH in H. asinina

A polyclonal antibody was generated in rats to synthetic H. asinina
GnRH (HasGnRH) (Genscript,Piscataway, NJ, USA) using the method
described by Halow and Lane (1988) and performed according to
the Animal Ethics Approval 5/2556 (Burapha University). After
anesthetization of the abalone with 5% MgCl2, the cerebral ganglia,
pleuropedal ganglia and ovaries were separately dissected and fixed
with Bouin's fixative for 12–16 h, then washed in 70% EtOH and
dehydrated with a graded series of EtOH (70%–100%), cleared with
two changes of dioxane, infiltrated and embedded in paraffin. Seven
micron thick sections were cut and placed on the slides coated with
(3-aminopropyl) triethoxy-silane solution (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and incubated at 40 °C for 12–16 h. After incubation, tissue
sections were deparaffinized with xylene and rehydrated through a
graded series of ethyl alcohol (100–70%) for 5 min each. Sections were
immersed in 70% ethyl alcohol containing 1% saturated lithium carbonate
for 15 min, and then endogenous peroxidase was blocked by incubation
in 3% hydrogen peroxide (H2O2) in methanol for 45 min. Sections were
washed three times with 0.1 M PBS containing 0.4% Triton X-100
(PBST) pH 7.4 and treated with 1% glycine in 0.1 M PBS for 5 min. Non-
specific binding was blocked by incubation in blocking solution contain-
ing 10% normal goat serum in PBST for 2 h. Sections were incubated in
the primary antibody (rat anti-HasGnRH) diluted with PBST at 1:200 for
12–16 h. After incubation, sectionswerewashed three times and incubat-
edwithHRP-conjugated goat anti-rat IgG at a dilution of 1:500 for 30min.
After washing, sections were further incubated with NovaRed substrate
(Vector, Burlingame, CA, USA) until optimal red color was developed. In
order to visualize the cell nucleus, sections were counterstained with
Meyer's hematoxylin. Sections were then observed under a Nikon Eclipse
E600 microscope fitted with Nikon digital camera DXM1200. Negative
controls were performed by substituting the primary antibody with
preimmune rat serum.

2.4. In vivo 5-bromo-2′-deoxyuridine (BrdU) assay for ovarian cell
proliferation

One-year-old adult containing proliferative stage of the ovary of
H. asinina femaleswith a shell length of 4.15±0.21 cmand bodyweight
(BW) of 20.65 ± 1.42 g were obtained from Sichang Marine Science
Research and Training Station, Sichang Island, Chonburi Province,
Thailand. Eighteen animals were divided into 6 groups (n = 3 in each
group). Group 1 was the control group that received no injections.
Groups 2 and 3 were injected intramuscular with a mammalian GnRH
analog, buserelin, diluted in PBS at doses of 250 and 500 ng/g BW, re-
spectively. Groups 4 to 6were injected intramuscularwithHasGnRHdi-
luted in PBS at doses 250, 500 and 1,000 ng/g BW, respectively. After
24 h post-GnRH injection, the animals were injected with 1 μM BrdU
(Sigma, St. Louis, MO, USA) and left for 24 h. Animals from each group
were then sacrificed and gonads immediately fixed in Bouin's solution
for 12–16 h. The tissue was dehydrated, embedded in paraffin and sec-
tioned at 6 μm thickness. Immunohisochemical staining to determine
incorporation of BrdU within the oogonia and early oocytes was per-
formed according to the method described by Nakamura et al. (2007).
Firstly, the sections were deparaffinized, hydrated and placed in 0.1 M
phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4). Sections were incubated in
0.25% trypsin for 6 min at 37 °C, washed with PBS containing 0.1%
Tween 20 (PBST) and treated with 2 N HCl for 1 h at 37 °C. Sections
were neutralized by incubation with 0.05 M borate buffer for 10 min
followed by washing with PBST. Non-specific binding was blocked by
incubation in 5% normal goat serum for 2 h at 37 °C. These sections
were incubated in mouse anti-BrdU monoclonal antibody (Sigma, St.
Louis, MO, USA) at the dilution of 1:100 for 12–16 h at 37 °C. After
incubation, sections were washed three times and incubated with goat
anti-mouse alkaline phosphatase-conjugated-IgG at a dilution of 1:250
in PBST containing 2.5% normal goat serum for 1 h at 37 °C. Normal
mouse serum was used as a control. After washing, sections were incu-
bated with a detection buffer (1 M Tris–HCl and 5 M NaCl, pH 9.5) for
30 min and visualized with NBT/BCIP alkaline phosphatase substrate
solution until a dark purple color developed. The reaction was stopped
by incubation in stop buffer (1 M Tris–HCl and 0.5 M EDTA, pH 8.1)
for 10 min. Sections were then observed under a Nikon Eclipse E600
microscope equipped with Nikon digital camera DXM1200. Mitotic



118 P. Nuurai et al. / Aquaculture 450 (2015) 116–122
activity of oogonia and early oocytes were estimated in six randomly
selected areas and presented as an average percentage of the number
of BrdU-immunopositive cells per total number of cells in each section.

2.5. In vitro 5-bromo-2′-deoxyuridine (BrdU) ovarian cell proliferation
assay

In vitro culture of ovarian tissue was performed according to the
method described by Nakamura et al. (2007). Twenty one female
H. asinina with the proliferative stage of the ovary was dissected from
and cut into small pieces (ca. 10 mm3) in the culture medium (Medium
199/EBSS, L-Gln, HEPES 2.2 g/L, NaHCO3 (Lonza Walkersville, USA), 10%
fetal bovine serum (v/v) (GibcoBRL, NY, USA) and 100 μg/ml ampicillin/
streptomycin). The tissues were placed in six-well culture plates and
were divided into 7 groups (n= 3 in each group). Group 1was the con-
trol group that received no treatment. Groups 2–4 were incubated with
theHasGnRH at doses of 10−4, 10−6 and 10−8M, respectively. Groups 5
to 7 were incubated with buserelin at doses of 10−4, 10−6 and 10−8 M,
respectively. The tissues were cultured at 37 °C for 7 days in 2 ml of
culture medium. All culture medium was changed every 2 days. After
7 days incubation, the cultured were treated with 1 μM BrdU for 24 h.
The tissue then was fixed. The incorporations of BrdU within the
oogonia and early oocytes were determined according to the same
procedure as in vivo quantitative analysis.

2.6. Statistical analysis

The relevant data were presented as mean and standard deviation
(x ± S.D.). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by
Tukey's tests. Differences were considered significant when P b 0.05.

3. Results

3.1. Identification of H. asinina GnRH gene

AGnRH transcript from femaleH. asininawas identified and concep-
tually translated to show the GnRH precursors (Fig. 1A). The H. asinina
Fig. 1. Identification ofH. asinina GnRH precursor. A. Nucleotide and deduced amino acid seque
other mollusk GnRH precursors. An asterisk (*) indicates a stop codon and underline shows dib
glycine, yellow represents GnRH peptide and black represents GAP region. A. californica (Ge
(ADZ17180) andM. yessoensis (BAH47639). (For interpretation of the references to color in th
GnRH nucleotide sequence encodes for a GnRH peptide, (HasGnRH),
followed by a dibasic cleavage site and a GAP region. The deduced
HasGnRH peptide consists of 12 amino acids (QNYHFSNGWYPG) and
predicted to comprise an N-terminal pyroglutamyl and C-terminal
amidation similar to other GnRH peptides of protostomians. The
HasGnRH precursor was aligned with other known molluscan GnRH
available within NCBI, showing little similarity apart from the GnRH
peptide and conservation of two Cys residues in the GAP region
(Fig. 1B). The H. asinina GnRH has been deposit into the NCBI GenBank
under accession number KP719130.

3.2. Distribution of GnRH-like peptides in the cerebral and pleuropedal
ganglia of female H. asinina

The negative control section showed no immunoreactivity (Fig. 2A)
whereas HasGnRH immunoreactivity was localized in type-1 neurose-
cretory (NS1) cells which were scattered widely throughout the cortex
of the ventral and dorsal parts of the cerebral ganglion (Fig. 2B–F). In
addition, strong HasGnRH immunoreactivity was observed in nerve
fiber bundles extending into the dorsal part of the cerebral ganglion
(Fig. 2D and F). The negative control section showed no immunoreactiv-
ity in the pleuropedal ganglion (Fig. 3A), while numerous HasGnRH
immunoreactive cells were identified to be widely distributed in both
ventral and dorsal horns (Fig. 3B–F) and most were identified as NS1
cells which showed intense positive staining of granules within their
cytoplasm (Fig. 3D). However, some immunopositive cells were also
present in the body region of the ganglion. In addition, nerve fibers
containing HasGnRH immunoreactivity were detected primarily within
the ventral regions of both ventral horns of the ganglion (Fig. 3B and E).

3.3. Effect of H. asinina GnRH peptide on ovarian cell proliferation

Buserelin and HasGnRH peptide were injected into the adductor
muscle of H. asinina in a 24 h treatment followed by the injection of
BrdU. The 250 and 500 ng/g BWdoses of buserelin showed significantly
higher numbers of oogonial and early oocyte proliferation at 39%
and 43%, respectively, compared with 24% for the control (Fig. 4). In
nce of H. asinina GnRH (partial) precursor. B. Alignment of H. asinina GnRH sequencewith
asic cleavage site. Light blue shading represents signal region, green represents amidated
nBank accession no. 001191482), U. edulis (BAH09303) O. vulgaris (BAB86782) C. gigas
is figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)



Fig. 2. Immunohistochemical localization of HasGnRH peptide in the cerebral ganglion of femaleH. asinina. A. Low-powermicrograph of the negative control section showing noHasGnRH
immunoreactivity (ir). B. A diagram shows the pattern of distribution of HasGnRH-ir in the whole cerebral ganglion. C and D. Medium-power micrographs of rectangular areas in B,
showing the labeling of HasGnRH immunoreactive cells (arrows) and nerve fibers (arrowheads) distributed in the dorsal part of the ganglion. E. High-power micrograph magnified from
C showing intenseHasGnRH-ir in the cytoplasmofNS1 cells. F. High-powermicrographof rectangular area inD showing intenseHasGnRH-irwithin thegranules of NS1 cells andnervefibers
(arrowheads) located the dorsal part of the ganglion. V, ventral; D, dorsal; M, Medial; L, lateral; Co, cortex; Me, medulla; BuM, buccal mass; NS1, neurosecretory cell type 1.
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comparison, oocyte proliferation following doses of 250 and 500 ng/g
BW HasGnRH peptide were significantly increased, as determined by
presence of BrdU-labeled gonial cells (49% and 50%, respectively). How-
ever, administration of HasGnRH at the higher dose (1000 ng/g BW)
was less effective in stimulating cell proliferation, with only a slight
increase in the number of BrdU-labeled cells (28%) compared to the
control.
Administration of HasGnRH and buserelin at various concentrations
in the in vitro culture of ovarian tissue showed an increase in the num-
ber of oogonia and early oocyte proliferation. Interestingly, 1 μM of
HasGnRH and buserelin showed a significant increase in mitosis of
oogonia and early oocyte proliferation at 55% and 53%, respectively,
compared with 16% for the control (Fig. 5). However, administration
of HasGnRH and buserelin at the higher dose (10−4 M) was less
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Fig. 4. In vivo effect of buserelin and HasGnRH on oogonia and early oocyte proliferation in
the ovary of H. asinina determined by BrdU labeling. Vertical bars indicate mean ± SD
(n = 3). Asterisks indicate significant differences (P b 0.05).

Fig. 5. In vitro effect of buserelin andHasGnRH on oogonia and early oocyte proliferation in
isolated ovary ofH. asinina determined by BrdU labeling. Vertical bars indicatemean± SD
(n = 3). Asterisks indicate significant differences (P b 0.05).
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effective in stimulating cell proliferation, with only a slight increase in
the number of BrdU-labeled cells (27% and 26%, respectively), com-
pared to the control.

3.4. Comparison of H. asinina GnRH gene with the H. laevigata

Using the identified HasGnRH precursor, aH. laevigataGnRH precur-
sor was identified from a CNS transcriptome library (Fig. 6A; Genbank
accession no. KP719129). Similar to the HasGnRH precursor, the
H. laevigataGnRHnucleotide sequence encodes a GnRHpeptide, follow-
ed by a tribasic cleavage site and a GAP region. In addition, a signal
peptide region can be observed. The deduced H. laevigata GnRH
(HlaeGnRH) peptide consists of 11 amino acids (QNYHFSNGWHA),
and a predicted N-terminal pyroglutamyl and C-terminal amidation
similar to HasGnRH. A multiple sequence alignment of HlaeGnRH with
HasGnRH, and including cleavage sites is shown in Fig. 6B. Besides 2
amino acid differences in the active peptide, HasGnRH contains an
additional G residue.

4. Discussion

In this studywehave identifiedGnRHgenes presentwithin the neural
ganglia of two abalone species, H. asinina and H. laevigata. These genes
encode a GnRH precursor that is likely posttranslationally processed to
liberate a bioactive GnRH peptide. The HasGnRH dodecapeptide contains
a non-amidated glycine with the C-terminal “Pro-Gly-NH2” motif
while HlaeGnRH consists of 11 amino acids amidated peptide. The size
difference between these two abalone GnRH peptide is consistent
with size variation observed in othermolluscs (Bigot et al., 2012). In addi-
tion, some previously reported the protostomian GnRHs retain the
pyroglutamyl N-terminal residue, but can be either 11 or 12 amino
acids in length, and may not retain the amidated (Tsai and Zhang,
2008). However, the dibasic amino acids following theN-terminal glycine
were present in both abalone species GnRH, a common feature within all
Fig. 3. Immunohistochemical micrographs of HasGnRH immunoreactivity (ir) in the pleurope
showing no HasGnRH-ir. B. Low-power micrograph showing HasGnRH-ir within the pleuroped
of HasGnRH immunoreactive cells distributed in the cortex of the ventral horn of the ganglio
HasGnRH-ir within the granules of NS1 cells. E. Medium-power micrograph of rectangular are
within the ventral horns of the ganglion. F. Medium-powermicrograph of rectangular area in B,
Inset in F shows HasGnRH-ir in the cytoplasm of NS1 cell, with 10 μmbar. V, ventral; D, dorsal; M
statocyst; NS1, neurosecretory cell type 1.
other molluscan GnRH known. Despite low identity outside of the GnRH
associated peptide region (GAP region) between the GnRH precursors of
abalone and among other mollusk, the conservation of cysteine residues
suggests that they could be critical for strengthening the tertiary structure
of secreted peptides. The GAP region may be functional in molluscs,
although it has been speculated that it has an accessory role that would
explain a low selective pressure during evolution (Bigot et al., 2012).

To investigate the presence and spatial distribution of theGnRHpep-
tide in the H. asinina nervous system, we performed immunohisto-
chemical investigation. A wide distribution of GnRH-immunoreactivity
was observed throughout the cerebral and pleuropedal ganglia,
specifically within cells that have been characterized as NS1. This is in
agreement with previous studies that have reported the presence of a
GnRH-like peptide in the ganglia of both male and female H. asinina
(Nuurai et al., 2014). In that study, the antibody used was from octopus
GnRH and tunicate I GnRH, whereas this study used an antibody gener-
ated against H. asinina GnRH. The relative level of HasGnRH immunore-
activity appeared to be more pronounced within the pleuropedal
ganglia than that observed in the cerebral ganglion.Within the cerebral
ganglia, HasGnRH immunoreactivity was most intense in dorsal region
neuronal fibers that project into the ventral horn of the pleuropedal
ganglion, suggesting that GnRHmay be used as a signalingmolecule be-
tween the two ganglia. In Aplysia, GnRH has been identified within the
cerebral, buccal, abdominal, and pedal ganglia of the central nervous
system (Jung et al., 2014). We speculate that HasGnRH may also be re-
leased into the hemolymph-vessels that innervate the ganglion, which
could enable direct transport to the ovary and induce oogenesis. An in-
vestigation of the GnRH receptor in the ovary could establish whether
GnRH is acting directly on the gametes, or may stimulate other down-
stream reproductive hormones or small molecules that regulate repro-
ductive maturation.

Local expression of GnRH within the ovary was not investigated in
this study. However, using the non-abalone GnRH-specific antibody,
dal ganglion of female H. asinina. A. Low-power micrograph of a negative control section
al ganglion. C. Medium-power micrograph of rectangular area in B, showing the labeling
n (arrows). D. High-power micrograph of the rectangular area in C demonstrates strong
a in B, showing HasGnRH immunoreactive cells (arrows) and nerve fibers (arrowheads)
showing HasGnRH immunoreactive cells (arrows)within the dorsal horns of the ganglion.
, medial; L, lateral; Co, cortex; Vh, ventral horn; Dh, dorsal horn; Bo, body;Mu,Muscle; St,



Fig. 6. Identification ofH. laevigataGnRH precursor and comparisonwithH. asinina. A. Nu-
cleotide and deduced amino acid sequence of H. laevigata GnRH (full-length) precursor.
An asterisk (*) indicates a stop codon and underline shows tribasic cleavage site. Light
blue shading represents signal region, green represents amidated glycine, and yellow rep-
resents GnRH peptide. B. Alignment of HasGnRH with HlaeGnRH. (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)
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we have found GnRH-immunoreactivity in the testis (Nuurai et al.,
2014). We propose that the neural ganglia are the principal source of
GnRH production, while GnRH synthesized locally in the testis may
act as the paracrine control of gamete maturation.

Pervious functional studies of GnRH in molluscs have demonstrated a
role in reproduction (Nakamura et al., 2007; Osada and Treen, 2013;
Treen et al., 2012), but studies in Aplysia suggest that it likely is involved
with diverse regulatory functions (Jung et al., 2014; Sun et al., 2012;
Tsai et al., 2010). In this study, we show that buserelin and a synthetic
HasGnRHpeptide exhibit a similar effect on ovary, by stimulating oogonia
and early oocyte proliferations. They did not affect degrees of maturation.
Notably, HasGnRH is more potent than buserelin (P b 0.05) suggesting
that the effect of HasGnRH may be more efficiently mediated through a
specific cognate GnRH receptor in the ovary. Injection of HasGnRH at a
relatively high dose (1000 ng/BW) has a relatively low stimulatory effect
on cell proliferation compared with the less concentrated doses (500 and
250 ng/BW), suggesting that excessive HasGnRH might down-regulate a
receptor, as demonstrated for other hormones (Nuurai et al., 2010). The
molecular mechanism of GnRH-mediated gonial cell proliferation may
be through gonadal steriodogenesis that in turn promotes cell division
(Osada and Treen, 2013; Treen et al., 2012).

In summary, we have identified GnRH genes within two abalone
species with each encoding a GnRH peptide that is synthesized most
abundantly in the pleuropedal ganglion, by NS1 cells. We speculate
that it may be released into the hemolymph-vessels innervating the
ganglion, which enables transport to the ovary and then received by
the estrogen-producing cells in the ovary to stimulate steroidogenesis,
resulting in the induction of ovarian cell proliferation. This new under-
standing has provided important knowledge into themolecular identity
of the abalone GnRH and its function in relation to reproduction. In
practical terms, our results have indicated that stimulation of ovarian
cell development with optimal doses of 250 ng/g BW HasGnRH may
be a useful technique in the culture of abalone in order to accelerate
the reproductive cycle in abalone aquaculture. Further experiments
may now be undertaken to investigate the molecular pathways in
which GnRH activates ovarian maturation.
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