
1. บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

การสรางไข (oogenesis) เปนกระบวนการพัฒนาจากโอโอโกเนีย (oogonia) ไป
เปนโอโอไซท (oocyte) และเปนวิธีการที่สํ าคัญที่สุดของสัตวออกลูกเปนไข (oviparous
animal) ในการเจริญเติบโตของโอโอไซทจากขนาดเล็กใหมีขนาดใหญขึ้นนั้นมีการ
สะสมสารอาหารที่จํ าเปนตอการเจริญเติบโตของเอมบริโอ (embryo) หลังการปฏิสนธิ
(fertilization) โดยที่ไวเทลโลจีนิน (vitellogenin) ซึง่เปนพลาสมาโปรตีน (plasma
protein) ที่สังเคราะหโดยตับ (Mommsen and Walsh, 1988) ภายใตการควบคุมของ
ฮอรโมนและเปนสารตั้งตนที่สํ าคัญของโปรตีนโยลค (yolk protein) ของสัตวมีกระดูก
สนัหลัง (Korsgaard and Petersen, 1979) เชน ปลาชนิดตาง ๆ สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้ า
(amphibian) สัตวเลื้อยคลาน (reptile) และสัตวปก (avian) นั้น มีการขนสงไวเทลโล
จีนนิผานกระแสเลือดไปยังรังไข เมื่อไวเทลโลจีนินถูกรับเขาสูโอโอไซทจะถูกยอยเปลี่ยน
เปนโปรตีนโยลค (Wallace and Selman, 1981, Liu et al., 1996)

การรับไวเทลโลจีนินจากพลาสมา (plasma) เขาสูเซลลในระหวางการเจริญเติบ
โตของโอโอไซท ไดมีการศึกษาในกบ (Xenopus sp.) พบวาเนื้อเยื่อในรังไขของกบเลือก
รับพลาสมาไวเทลโลจีนินไดเร็วกวาโปรตีนอื่น ๆ ในพลาสมาถึง 5-6 เทา (Wallace
et al., 1972) แสดงใหเห็นถึงการมีตัวรับที่จํ าเพาะของไวเทลโลจีนินบนผิวของโอโอไซท
(specific oocyte plasma membrane receptor) ซึง่ชวยรับไวเทลโลจีนินเขาโอโอไซท
โดยอาศัยกระบวนการ receptor-mediated endocytosis (Opresko and Wiley,
1987a,b) ส ําหรับในปลายังมีรายงานเกี่ยวกับตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรน
(membrane) ของโอโอไซทไมมากนัก ไดแกการศึกษาจากปลาเรนโบวเทราท (rainbow
trout, Oncorhynchus mykiss) (Tyler et al., 1990a,b; Lancaster and Tyler, 1994),
ปลา coho salmon (Oncorhynchus kisutch) (Stifani et al., 1990a), ปลานิล
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(tilapia, Oreochromis niloticus) (Chan et al., 1991) และปลา white perc
(Morone americana) (Tao et al., 1996) ในการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินของปล
เหลานี้อาศัยการติดฉลากไวเทลโลจีนินดวยสารกัมมันตรังสี (radioisotope) คือ 125I ท
สิน้ แลวติดตามการจับ (binding) ระหวางไวเทลโลจีนินกับตัวรับโดยวิธี radioimmuno
assay (RIA) งานวิทยานิพนธนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะพัฒนาเทคนิคในการศึกษาตัวรับ
ไวเทลโลจีนินโดยไมใชสารกัมมันตรังสี เพราะสารกัมมันตรังสีเปนอันตรายตอผูใชแล
เกดิมลพิษตอสิ่งแวดลอม โดยพัฒนาเทคนิค ELISA (enzyme-linked immunosorben
assay) แทน เนื่องจาก ELISA เปนเทคนิคที่มีความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหส
และไมเปนอันตราย ประกอบกับการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินตองใชโอโอไซทจํ านวน
มาก งานวิทยานิพนธนี้จึงสนใจศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินโดยใชปลากระบอกดํ าเปนต
อยางในการศึกษา เพราะเปนปลาที่มีขนาดเล็ก ราคาไมแพง หาแมปลาไดงาย และม
จ ํานวนไขมากเมื่อเทียบกับขนาดตัวของแมปลา (นํ้ าหนักตัว 80-300 กรัม) นอกจากน
ยงัไมมีรายงานการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า จึงเหมาะที่จะใชปล
กระบอกดํ าเปนตัวอยางการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินเปนอยางมาก อีกทั้งปลากระบอ
ด ําเปนปลากระดูกแข็งที่มีการผสมพันธุของไขนอกตัวปลา ดังนั้นเอมบริโอของปล
เหลานี้ใชโปรตีนโยลคเปนแหลงอาหารในการเจริญเติบโต ปริมาณของโปรตีนโยลคจ
สะทอนคุณภาพของไข ความสามารถในการผสมพันธุของไขและการเจริญเติบโตขอ
ลกูปลา ดวยเหตุนี้งานวิทยานิพนธนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินบน
เมมเบรนของโอโอไซทของปลากระบอกดํ า เพื่อนํ าไปสูการศึกษากลไกการรับไวเทลโล
จนีนิเขาสูโอโอไซทตอไป อันจะเปนขอมูลพื้นฐานที่เปนประโยชนตอการเพาะเลี้ยงเพิ่ม
ผลผลิตปลากระบอกดํ าไดในอนาคต
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การตรวจเอกสาร

1.1 ชีววิทยาของปลากระบอกดํ า
        ปลากระบอกดํ า จัดเปนปลาในวงศ (family) Mugilidae มีชื่อทางวิทยาศาสต
วา Lisa subviridis และชื่อสามัญวา greenback grey mullet มีลักษณะลํ าตัวเรีย
ยาว ทรงกระบอก บริเวณหลังมีสีเทาเขมหรือเขียวคลํ้ า มีแถบสีเทาจาง ๆ 4-5 แถบ พาด
ไปตามความยาวของลํ าตัวแนวเดียวกับเกล็ด ดานทองและดานขางลํ าตัวเปนสีขาวเงิน
วาว  รูปรางขอบครีบหางมีสีคลํ้ าและเวาเล็กนอย มีครีบหลังแยกเปน 2 ครีบ ตามีเย
ไขมันคลุมปดมานตา เปนปลาที่มีฟนขนาดเล็กและสั้น มีล ําไสยาวและเยื่อบุชองทอ
เปนสีดํ า มีขนาดลํ าตัว 10-40 เซนติเมตร เพศเมียมีขนาดโตกวาเพศผู ปลากระบอกด
เพศเมียสามารถเจริญพันธุไดเมื่อมีขนาดความยาวประมาณ 18 เซนติเมตร หนัก 8
กรัม และเพศผูมีขนาดความยาวประมาณ 15 เซนติเมตร หนัก 45 กรัม อาหารของปล
กระบอกดํ าเปนแพลงกตอนสัตว (zooplankton) ไดอะตอม (diatom) สาหราย (algae
พชืทะเล ตะกอนสารอนินทรีย (inorganic sediment) และตัวออนของแมลงและหอย
(Chan and Chua, 1979)

ปลากระบอกดํ าเปนปลานํ้ ากรอยชนิดหนึ่ง สวนใหญพบในแหลงนํ้ าธรรมชาต
บริเวณปากแมนํ้ าหรือแหลงนํ้ ากรอย และสามารถอาศัยอยูตามแหลงนํ้ าจืดได มักอ
รวมกนัเปนฝูงวายไปตามผิวนํ้ า ปลาแตละฝูงเปนปลาเพศเดียวกัน แตปลาทั้งสองเพศ
จะอยูรวมกันเมื่อเขาฤดูผสมพันธุ โดยที่ปลากระบอกดํ าเพศผู 4-5 ตัว จะเขาผสมพัน
กับปลาเพศเมียที่มีไขแก และทํ าการวางไขในเวลากลางคืน ปลากระบอกดํ าสามาร
วางไขไดตลอดทั้งป แตพบมากที่สุดในชวงระหวางเดือนมิถุนายน–ตุลาคม จํ านวนไ
ตอแมปลาขึ้นกับขนาดของแมปลา โดยทั่วไปประมาณ 40,000-145,000 ฟอง (Cha
and Chua, 1980) มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.73 มิลลิเมตร และใชเวลาฟกออกม
เปนตัว 17-21 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 27-30 °ซ ระดับความเค็ม 29-32 ppt แลวลูกปลาเข
มาหากินและเติบโตในบริเวณชายฝง โดยเริ่มกินอาหารเมื่ออายุได 3 วัน และทนต
สภาวะความเค็มที่แตกตางกันได เมื่ออายุได 30 วัน ลูกปลาจะเขาสูปลาวัยเยา
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(juvenile) ซึง่สามารถเติบโตในความเค็มที่ตํ่ าได หลังจากนั้นจะคอย ๆ ปรับสภาพจน
สามารถเจริญในนํ้ าจืดได ปลากระบอกดํ าจะมีขนาด 28 เซนติเมตร ภายใน 1 ป
(สมชาติ สุขวงศ และ นริศ ธนะคุมชีพ, 2520; นเิวศน เรืองพานิช และคณะ, 2536
ชสูนิธุ  ชนะสิทธิ์ และคณะ, 2541)

1.2 ระบบสืบพันธุของปลา
การสืบพันธุของปลามีความสํ าคัญในแงของการมีลูกหลานสืบตอไปในอนาคต

เพื่อมิใหสูญพันธุไป อวัยวะที่ใชในการสืบพันธุทั้งเพศผูและเพศเมียมีชื่อรวม ๆ ว
อวัยวะสืบพันธุ (gonad) อันไดแก อัณฑะ (testis) ของเพศผูสํ าหรับสรางตัวอส
(spermatozoa) มีลักษณะเปนฝก (roe) สีครีม พบอยูที่ผนังชองทองอยูดานบน มีท
เปดเขาสู genital pore เมือ่ตัวอสุจิเจริญเต็มที่แลว จะถูกรีดออกมามีลักษณะเปนครีม
ขาว เรียกวา นํ้ าเชื้อ (milt) ซึง่ประกอบดวยตัวอสุจิจํ านวนมาก สวนปลาเพศเมียมีรังไ
(ovary) สํ าหรับสรางไข (ovum) อยูในตํ าแหนงเดียวกันกับอัณฑะ

1.2.1 แบบการสืบพันธุของปลา
แบบการสืบพันธุที่ตางกันมีผลใหอวัยวะสืบพันธุมีความแตกตางกันไป

แตลกัษณะพืน้ฐาน เชน เซลลตาง ๆ ที่ประกอบเปนอวัยวะสืบพันธุเหลานั้นยังคงคลา
กนัและทํ าหนาที่สํ าคัญคือสรางเซลลสืบพันธุ (gamete) (Nagahama, 1983) โดยท
ไปแลวสามารถแบงแบบการสืบพันธุของปลาออกเปน 3 แบบ คือ

1.2.1.1 การสืบพันธุแบบแยกเพศ
(Bisexual reproduction หรือ Dioecious)
การสืบพันธุแบบแยกเพศเปนการสืบพันธุที่มีทั้งเพศผูและเพศ

เมยีซึง่มกีารสรางตัวอสุจิและไขแยกกันในแตละตัว การผสมพันธุอาจเปนแบบภายนอ
ตัว (external fertilization) หรือแบบภายในตัว (internal fertilization) ไขที่ถูกผสม
แลวจะมีการเจริญและพัฒนาเปน 3 แบบ

ก. แบบ oviparous คือ การที่ไขไดรับการปฏิสนธิภายนอกรา
กาย ตัวออนเจริญและพัฒนาโดยอาศัยอาหารจากไขแดงหรือโยลค  (yolk) ซึ่งมีทั้งชนิด
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ไขลอย ไขครึ่งลอยครึ่งจม และไขที่จมลงสูทองนํ้ าโดยมีสวนของไขยึดติดกับวัสดุใตนํ้ า
ข. แบบ viviparous คือ การที่ไขไดรับการผสมพันธุภายในต

แม มีการเจริญพัฒนาโดยอาศัยอาหารทางสายสะดือ พบในปลาฉลาม (shark) แล
ปลากะเบน (ray) บางชนิด โดยมีสายเลือดจากทอนํ าไขแลวกระจายหอหุมโยลคของต
ออนไว  ทํ าหนาที่สงอาหารและถายของเสีย

ค. แบบ ovoviviparous คือ การที่ไขไดรับการผสมพันธุภายใน
แตตัวออนเจริญพัฒนาโดยอาศัยอาหารจากโยลคของตัวมันเอง มดลูกเปนเพียงที่ป
ปองอันตรายเทานั้น พบในปลาสอด (swordtail)

1.2.1.2 การสืบพันธุแบบกะเทย
(Hermaphrodite หรือ Monoecious)
การสบืพันธุแบบกะเทย หมายถึง การสืบพันธุที่มี 2 เพศในปล

ตวัเดยีวกัน แตสวนใหญจะผสมพันธุภายในตัวเองไมได ในปลาจะพบการสืบพันธุแบบ
นีน้อยมาก พบในปลาปากกลม (lamprey) ปลากะพง (sea bass) ปลาเทราท (trou
ปลาคอด (cod) และปลากะรัง (grouper) แตสวนมากเปนกะเทยแบบ protandri
hermaphrodite คอืเปนเพศผูในระยะแรกของชวงชีวิต หลังจากนั้น จึงมีพัฒนาการเปน
เพศเมีย

1.2.1.3 การสืบพันธุแบบไขไมไดรับการผสมเชื้อ
(Pathenogenesis หรือ Gynogenesis)
การสืบพันธุแบบไขไมไดรับการผสมเชื้อ หมายถึง การเกิดลูกท

ไมไดรับการผสมจากตัวอสุจิ ตัวอสุจิเปนเพียงตัวกระตุนใหไขสุกเทานั้น ลูกที่เกิดมาจ
มีโครโมโซม (chromosome) n เดยีวและเปนเพศเดียวทั้งหมด ซึ่งไมสามารถสืบพัน
ตอไปได พบในปลาสอด ปลาหางนกยูง (guppy) และปลาหัวตะกั่ว (killifish)

1.2.2 อวัยวะสืบพันธุเพศเมีย
รังไขเปนอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของปลากระดูกแข็ง เจริญมาจากเซลล

สวนผิวของผนังชองทอง (peritoneal wall) เจริญหนาเปนสันตามยาวเรียกวา คอรเทก
(cortex)   รังไขของปลาปกติจะมีเปนคู ทอดยาวไปตามความยาวของชองทองโดยยึด
ติดกับชองทองดวยเยื่อ mesovarium ถาเปนปลาที่มีถุงลม รังไขจะอยูใตถุงลม รังไขจ
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มีปลายดานหนึ่งติดกับทอนํ าไข (oviduct) เพื่อใชสํ าหรับปลอยไขออกไป เมื่อไขแ
พรอมสํ าหรับการผสมพันธุแลวจะเคลื่อนตามทอมารวมที่ urogenital pore แลวจึงออ
สูภายนอกตัวปลา

ผนงัรังไขดานนอกมีชั้นของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  (connective tissue)  หุม
ไวโดยรอบเรียกวา tunica albuginea ภายในรังไขมีชั้นเยอรมินัลอิพิธีเลียม (germina
epithelium) บุโดยรอบมีลักษณะเปนหลืบยื่นออกจากผนังมาสูกึ่งกลางรังไขเรียกว
ovigerous fold ภายในหลืบนี้มีเซลลสืบพันธุเบื้องตน (primordial germ cell) ซึ่งจ
เจริญเปนโอโอโกเนียตอไป และเมื่อกระบวนการสรางไขเร่ิมเกิดขึ้นเซลลของเยอรมินัล
อิพธิเีลยีมจะเจริญมาลอมรอบโอโอโกเนียกลายเปนโครงสรางของฟอลลิเคิล (follicle)

1.2.3 การสรางไข (Oogenesis) และลักษณะของไข
กระบวนการสรางเซลลสืบพันธุในรังไข เรียกวา oogenesis เซลลไขเปน

เซลลทีมี่ขนาดใหญที่สุดในตัวปลา ในขณะที่สรางไข เนื้อเยื่อเซลลผิว หรือ granulos
จะใชอาหารที่เก็บไวเปนจํ านวนมากในรูปของเม็ดโยลค (granular yolk) ซึ่งเปนโปรตีน
และไขมันที่อยูในรูปของหยดนํ้ ามัน จํ านวนของไขที่สรางจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิด
ของปลา อายุ ขนาด และอาหาร รวมทั้งฤดูกาลและอุณหภูมิดวย ปลาที่มีการดูแลล
ออนจะมีจํ านวนไขนอยกวาปลาที่ปลอยไขใหอยูตามธรรมชาติ จ ํานวนไขปลาในการต
ทองแตละครั้ง เรียกวา fecundity ขนาดของไขปลาขึ้นกับขนาดของแมปลาและพัน
ปลา ถาแมปลามีขนาดใหญไขก็มีขนาดใหญตามไปดวย

ไขปลาสวนมากมีลักษณะกลม บางชนิดอาจเปนรูปรี หรือ คลายหยดน
โดยทัว่ ๆ ไปเม่ือไขสุกแลวจะมีเยื่อบาง ๆ หอหุมอยู       ถาเปนปลาที่ออกลูกเปนไขจะม
ตอมสรางเปลือกไขหุมรอบไขที่เจริญเต็มที่แลวจะมีรูเปดเล็ก ๆ เรียกวา ไมโครไพ
(micropyle) อยูตรง polar body ซึง่ชองนี้เปนชองที่ใหนํ้ าเขา ทํ าใหเปลือกไขพองออ
ถาไขถูกผสมแลว ไมโครไพลจะปดทํ าใหนํ้ าเขาไมได แตยังมีการแพร (diffusion
ระหวางนํ้ าและกาซในบริเวณรอบ ๆ ไข เปลือกไขที่ถูกนํ้ าจะแข็งขึ้น แตถาเปนไขที่เจริญ
ในตวัแมเปลือกจะไมแข็ง โดยที่ไขปลาแตละฟองประกอบดวยสิ่งตอไปนี้คือ (รูปที่ 1)
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รูปที่ 1  องคประกอบของไขในปลาชนิดตาง ๆ (วิมล  เหมะจันทร, 2540)

1.2.3.1  เปลือกไข (egg shell หรือ egg capsule) เปนเยื่อบาง ๆ อยูชั้น
นอกและชั้นรองอาจจะเรียกวา chorion ไขปลาที่เติบโตในนํ้ าจะมีเปลือกที่ไมแข็ง แต
มักมีวุนหรือเมือกเหนียวลอมอยูรอบ ๆ

1.2.3.2 perivitelline space คือชองเก็บนํ้ าหรือไขขาว ชวยในการลอย
ตัวของไขที่อยูภายในทํ าใหไขหมุนไดรอบ ๆ

1.2.3.3 ไซโทพลาซึม (cytoplasm) คือสวนของตัวไขมี perivitelline
membrane หุมอยูรอบ ๆ โดยที่ภายในจะมีโยลคและจุดกํ าเนิด

1.2.3.4 จุดกํ าเนิด (original disc หรือ blastodisc) อยูติดกับเยื่อหุม
ดานไซโทพลาซึม (cytoplasmic membrane) ตอนใดตอนหนึ่งที่คอนขางจะหนาทึบ
กวาสวนอื่นๆ ภายในมีนิวเคลียส (nucleus) ทีมี่โครโมโซมสํ าหรับถายทอดลักษณะของ
แมปลาไปสูลูกปลา

1.2.3.5  โยลค อยูใตจุดกํ าเนิด เปนที่เก็บสะสมอาหารสํ าหรับ ตัวออน 
ภายในอาจจะมีหยดไขมันสะสมอยู และมีโปรตีนโยลคที่ไดจากไวเทลโลจีนินในเลือดซึ่ง
ถกูสังเคราะหโดยตับเมื่อมีระดับฮอรโมนเอสตราไดออล (estradiol) ในเลือดสูง

โยลค
หยดไขมัน

ชองวางระหวางเยื่อหุม

เยื่อเมือกภายในเปลือก

เปลือก
จุดกํ าเนิด
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รูปที่ 3  ขัน้ตอนการเจริญพันธุของอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของปลากระบอกดํ า (Lisa subviridis) (Chan and Chua, 1980)
(a) ขั้นที่ 1  (b) ขั้นที่ 2 และ 3  (c) ขัน้ที่ 4 และ 5   (d) ขั้นที่ 6   (e) ขั้นที่ 7 โดยที่ (a) ถึง (c) ยอมดวยสี Delafield’s haematoxylin และ
eosin ขณะที่ (d) และ(e) ยอมดวยสี Mallory Heidenhain. A คือ nests of chromatin-nucleolus oocyte, B คือ eccentric nucleus of
ripe oocyte, C คือ centric oil globule, D คือ yolk globule และ E คือ oolema



นอกจากนี้ฟอลลเิคิลมีทอเล็ก ๆ ทอดผานโซนาเรดิเอตาไปสูไซโทพลาซึม
ของโอโอไซท ซึง่เปนทางผานของสารอาหารตาง ๆ เขาสูเซลลโอโอไซท  สวนชั้นธีค
และแกรนูโลซามีเบสเมนทเมมเบรน (basement membrane) กั้นกลาง (Guraya
1979) ทํ าหนาที่ในการสรางฮอรโมนเพศ (sex hormone) โดยเฉพาะอยางยิ่งฮอรโมน
เอสโตรเจน (estrogen) ซึ่งมีหนาที่โดยตรงตอกระบวนการสรางและสะสมโยลค
(Goetz, 1983)     จนกระทั่งโอโอไซทสิ้นสุดการสะสมโยลค     ซึ่งระยะนี้โอโอไซทจะม
นวิเคลียสหรือเรียกวา เยอรมินัลเวซิเคิล (germinal vesicle) ขนาดใหญอยูกึ่งกลา
เซลลหรืออยูกึ่งกลางระหวางจุดศูนยกลางกับขอบเซลล และไมโครไพลจะเกิดขึ้นทา
เอนิมัลโพล (animal pole) ขณะทีเ่ยอรมินัลเวซิเคิลคอย ๆ เคลื่อนที่ไปทางเอนิมัลโพล
และผนังของนิวเคลียสจะสลายไปเรียกระยะนี้วา การสลายของเยอรมินัลเวซิเคิ
(germinal vesicle breakdown) เปนการสิ้นสุดการเจริญขั้นสุดทายของโอโอไซทกลา
เปนไขอยางสมบูรณ (Craik and Harvey, 1984a)

การเจริญพันธุของรังไขที่ศึกษาในปลากระบอกดํ า (Chan and Chua
1980) สามารถแบงออกขั้นตอนดังนี้

ขั้นที่ 1 อวัยวะสืบพันธุยังมีขนาดเล็กมาก มีลักษณะคลายเสนดายอ
ใกลหรือแนบติดกับกระดูกสันหลัง มีความโปรงแสง สวนมากมองไมเห็นดวยตาเปล
เรียกระยะนี้วา virgin (รูปที่ 3a)

ขั้นที่ 2 มีการโปงออกของอวัยวะสืบพันธุ มีความโปรงใสหรือมีสีแด
เทา มีความยาวประมาณครึ่งหนึ่งหรือมากกวาครึ่งหนึ่งของชองทอง มองเห็นไดโดยใ
เลนสขยาย เรียกระยะนี้วา developing virgin หรือ recovering spent (รูปที่ 3b)

ขั้นที่ 3 อวยัวะสบืพันธุมีสีแดงสมและสีขุน มีเสนเลือดฝอยมาหลอเลี้ย
สามารถมองเห็นไดอยางชัดเจน และสามารถเห็นไขเปนเม็ดสีขาวดวยตาเปลา เรีย
ระยะนี้วา maturing (รูปที่ 3b)

ขั้นที่ 4 รังไขมีสีเหลือง สามารถเห็นไขเปนเม็ดไดอยางชัดเจน รังไขม
การขยายใหญยาวประมาณ 2 ใน 3 ของชองทอง และมีลักษณะเปนทรงกระบอก เรีย
ระยะนี้วา mature (รูปที่ 3c)
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ขั้นที่ 5 รังไขมีการขยายใหญยาวเต็มชองทอง สามารถเห็นไขเปนเม
กลมสีขุนซึ่งบรรจุเต็มไปดวยโยลค เรียกระยะนี้วา gravid (รูปที่ 3c)

ขั้นที่ 6 ไขเกือบทั้งหมดมีความโปรงใส และเมื่อรีดเบา ๆ ไขจะไหลพ
ออกมา ชวงนี้อวัยวะสืบพันธุลดนํ้ าหนักลงจนถึงระดับที่ไขถูกปลอยไปจนหมด เรีย
ระยะนี้วา ระยะวางไข (spawning) (รูปที่ 3d)

ขั้นที่ 7 เปนระยะพัก รังไขจะฝอตัว อาจจะมีสวนของเซลลสืบพันธุเหล
อยูบางหรือไมมีเลย เรียกระยะนี้วา spent (รูปที่ 3e)

1.3 ฮอรโมนที่ควบคุมกระบวนการสรางไวเทลโลจีนิน
ตอมเพศ (sex gland) สรางฮอรโมนเพศ ไดแก androgenic hormone ในเพศ

และ estrogenic hormone ในเพศเมีย ฮอรโมนมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและกา
แบงตวัของเซลลสืบพันธุ ลักษณะทางเพศขั้นที่สอง (secondary sex characters) แล
การปลอยเซลลสืบพันธุ ฮอรโมนเหลานี้เกิดจากเซลลพิเศษในรังไขและอัณฑะซึ่งคว
คุมโดยฮอรโมนโกนาโดโทรปน (gonadotropin) หากขาดฮอรโมนโกนาโดโทรปนจะ
ผลทํ าใหการเจริญของอวัยวะสืบพันธุหยุดชะงักทั้งการเปลี่ยนแปลงจากวัยเยาวไปสูต
โตเต็มวัยและวงจรการวางไข ฮอรโมนที่ไดจากตอมใตสมอง (pituitary gland) แบงออ
เปน 2 ชนิด คือ luteinizing hormone (LH) และ follicle stimulating hormone (FSH
ซึง่กระตุนใหเกิดการปลอยเซลลสืบพันธุและเกิดลักษณะทางเพศขั้นที่สอง

เนื่องจากการสรางไขเปนสิ่งที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติของปลาเพศเมีย โดยกา
ควบคุมของฮอรโมนควบคุม (regulating hormone) (de Vlaming, 1974) (รูปท
ฮอรโมนโกนาโดโทรปนที่สรางจาก meso-adenohypophysis ในตอมใตสมองที่หล
ออกมาจะไปตามกระแสเลือดสูรังไข มีผลกระตุนใหเกิดพัฒนาการเจริญพันธุขอ
โอโอไซท และยังมีผลกระตุนเซลลฟอลลิเคิล (follicle cell) ใหสังเคราะหเอสโตรเจ
(Nagler and Idler, 1992) ซึ่งเปนเอสตราไดออลปฐมภูมิ (primarily estradiol) บ
บาทของเอสตราไดออลคือการกระตุนใหตับสังเคราะหไวเทลโลจีนิน (Emmersen an
Petersen,1976; Wallace, 1985)
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รูปที่ 4  กระบวนการควบคุมพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขและการสรางไวเทลโลจ
โดยฮอรโมน (Nicolas, 1999)
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นอกเหนือจากฮอรโมนเอสโตรเจนแลว พบวากลุมสารที่ออกฤทธิ์คลายเอส
เจนหรอืสารแปลกปลอมทางชีวภาพที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม เรียกวา ซีโนเอส
เจน (xenoestrogen) และซีโนไบโอติก (xenobiotic) เปนกลุมสารเคมีสังเคราะหท
หนาที่เหมือนเอสโตรเจนในสัตวมีกระดูกสันหลัง ไดแก สารเคมีกลุมยาปราบศัตรูพืช
กลุมออรกาโนคลอรีน (organochlorine) สารซักฟอก (detergent) อัลคิลฟนอล (a
phenol) ไดออกซิน (dioxin) ยารกัษาโรค และนํ้ ามันเชื้อเพลิง สารเหลานี้มีผลตาง
ตอสิ่งมีชีวิต   เชน   สามารถจับกับตัวรับ  (receptor)  ของฮอรโมนเอสโตรเจนในเซ
มะเร็งปอดของคน (Folmar et al., 2000) บงชี้วาสารซีโนไบโอติกมีผลตอการเกิดมะ
ได อีกทัง้ยังมีผลตอการสังเคราะหไวเทลโลจีนินไดในสัตวนํ้ า เชน จากการทดลองถึง
ของสาร nonylphenol ตอปลาเรนโบวเทราท พบวาสารนี้มีผลกระตุนการแสดงออกข
ยีน (gene) ส ําหรบัสังเคราะหไวเทลโลจีนินในตับในระยะเวลา 3-10 วัน หลังการฉีดส
nonylphenol ทีค่วามเขมขน 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมเขาสูปลาเรนโบวเทราททั้งเพ
และเมีย (Arukwe et al., 2002) สํ าหรับผลของสาร carbofuran ตอปลาดุกอัฟร
(Heteropneustes fossilis) ที่จัดอยูในกลุมปลาดุก (catfish) พบวาหลังการใหส
carbofuran เปนเวลา 30 วัน ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถ
ระดับของไวเทลโลจีนนิในซีรัม (serum) และรังไขของปลาระยะกอนการวา
(Chatterjee et al., 2001) และ Ishibashi และคณะ (2001) ทดลองผลของส
bisphenol A ตอปลาทอง (goldfish, Carassius auratus) โดยพบวาปลาทองเพศ
ไดรับสาร bisphenol A ความเขมขน 100 และ 1,000 ไมโครกรัมตอลิตร นาน 28 
สามารถสังเคราะหไวเทลโลจีนินได  201 ±  90 และ 104,552  ±  24,920  ไมโครก
ตอมิลลลิิตร ตามลํ าดับ ดังนั้นจึงใชการวัดระดับไวเทลโลจีนินในปลาเพศผูเพื่อบงบ
การปนเปอนของสารที่ออกฤทธิ์คลายเอสโตรเจนในแหลงนํ้ า เนื่องจากในภาวะป
ปลาเพศผูไมสังเคราะหไวเทลโลจีนนิซึง่เปนโปรตีนที่พบเฉพาะในเพศเมีย (fem
specific protein) (เจนจิตต คงกํ าเนิด, 2538; Takemura and Kim, 2001)
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1.4 ไวเทลโลจีนิน
ไวเทลโลจีนินเปนโปรตีนตั้งตนของโยลคในสัตวไมมีกระดูกสันหลังและสัต

กระดูกสันหลังที่ออกลูกเปนไข ไดแก แมลง (insect) (Pan et al., 1969) อารโทรป
(arthropod) (Lui and O’Connor, 1977) นีมาโทด (nematode) (Klass et al., 19
หอยเมนทะเล (sea urchin) (Amant et al., 1986) ปลา (Utarabhand a
Bunlipatanon, 1996; Roubal et al., 1997; Nicolas, 1999) สัตวครึ่งบกครึ่ง
(Rudack and Wallace, 1968) และสัตวปก (Greengard et al., 1964) สัตวมีกระ
สนัหลงัมีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินโดยตับ (Mommsen and Walsh, 1988) ภาย
การกระตุนดวยฮอรโมนเอสตราไดออล (Hara and Hirai, 1978) หลงัจากไวเทลโลจ
หลั่งออกจากตับจะถูกขนถายทางกระแสเลือดไปยังโอโอไซทที่กํ าลังเติบโตในร
ไวเทลโลจีนินถูกนํ าเขาโอโอไซทดวยกระบวนการ receptor-mediated endocyto
(Opresko and Wiley, 1987a,b) แลวมีการยอยไปเปนโปรตีนโยลค คือ ลิโพไวเทล
(lipovitellin) และฟอสไวทิน (phosvitin) ซึง่ขั้นตอนขางตนเกิดขึ้นระหวางการเจ
พันธุของรังไข การเกบ็สะสมโปรตีนโยลคเกิดขึ้นเพื่อใชเปนสารอาหารสํ าหรับการเจ
เติบโตของเอมบริโอ (Follett and Redshaw, 1974; Wallace, 1978; Korsgaard a
Petersen, 1979; Byrne et al., 1989) โดยปกติสามารถพบไวเทลโลจีนินในเพศเม
อยูในวัยเจริญพันธุ (mature female) และไมพบหรือพบในระดับที่ตํ่ ามากในเพ
(male) หรือเพศเมียที่ยังเจริญไมเต็มวัย (immature female) เชนที่พบในปลาก
(เจนจติต คงกํ าเนิด, 2538) แตในเพศผูสามารถเกิดการสังเคราะหไวเทลโลจีนินไดเ
มีการกระตุนโดยการฉีดเอสโตรเจน (de Vlaming et al., 1980; van Boheman a
Lambert, 1981)

ไวเทลโลจีนินเปนโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลสูง มีขนาดตั้งแต 220 ถึง 600  ก
ดลัตนั ตามชนิดของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกัน อาจประกอบดวยสายโพลีเปปไทด (po
peptide) หลายสายหรือหนวยยอย (subunit) รวมกันเปนโปรตีนเชิงซอน (comp
protein) เชน การทํ า Nondenaturing polyacrylamide gel electrophore
(Nondenaturing PAGE) พบวาไวเทลโลจีนินของปลาทอง (C. auratus) มีนํ้ าห
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โมเลกุล 380 กิโลดัลตัน (de Vlaming et al., 1980) ไวเทลโลจีนินของปลา wh
perch (M. americana) มีนํ้ าหนักโมเลกุล 340 กิโลดัลตัน (Tao et al., 1996)   ไวเ
โลจีนินของปลากะพง (striped bass, Morone saxatilis) มีนํ้ าหนักโมเลกุล 425 ก
ดัลตัน (Tao et al., 1996) และจากการทํ าโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน (
filtration chromatography) พบวา ไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. myk
มีนํ้ าหนักโมเลกุล 442 กิโลดัลตัน (Brion et al., 2000) ไวเทลโลจีนินของปลาหมอเ
(Oreochromis mossambicus) มีนํ้ าหนักโมเลกุล 370 และ 220 กิโลดัล
(Takemura and Kim, 2001) เปนตน

ไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดยทั่วไปประกอบดวยปริมาณที่แตกตางกันของ
ฟอสเฟตที่จับอยูกับกรดอะมิโน serine ในสายโพลเีปปไทด มีไขมันเปนองคประก
และไวเทลโลจีนินในสิ่งมีชีวิตบางชนิดมีคารโบไฮเดรตจับอยูดวยพันธะโควาเล
(covalent bond) จึงนิยามวา ไวเทลโลจีนนิเปนฟอสโฟลิโพไกลโคโปรตีน (phosp
lipoglycoprotein) จากการศึกษากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในไวเทลโลจีนิน พบ
กรดอะมิโน alanine, glutamine, leucine และ lysine มีปริมาณมากกวากรดอะม
ชนดิอืน่ ในสิ่งมีชีวิตบางชนิดพบวาสายโพลีเปปไทดของไวเทลโลจีนินจะถูกเติมด
ฟอสเฟตและคารโบไฮเดรต (Ansari et al., 1971; Emmersen and Petersen, 19
Korsgaard and Petersen, 1979) แลวเชื่อมกับไขมันกอนที่จะถูกปลอยเขาสูกระ
เลือด ในปลาดุก (Bradley and Grizzle, 1989) และปลานิล (Chan et al., 1991) 
วาไวเทลโลจีนนิเปนโปรตีนที่ประกอบดวยสายโพลเีปปไทดสายเดียว สวนปลาทอง 
Vlaming et al., 1980) และปลาไหลญี่ปุน (Japanese eel) (Hara et al., 19
ประกอบดวยสายโพลเีปปไทดหลายสาย

ไวเทลโลจีนนิมสีมบัติเปนแอนติเจน (antigen) ทีด่ีมาก เมื่อหาความสัมพันธข
ไวเทลโลจีนนิในพลาสมากับโปรตีนโยลค พบวาโปรตีนโยลคเกิดปฏิกิริยา (cr
reactivity) กับแอนติบอดี (antibody) ตอพลาสมาไวเทลโลจีนินได (Wallace a
Begovac, 1985; Utarabhand and Bunlipatanon, 1996; พีรพงษ พึ่งแยม, 25
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และสามารถนํ าแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินมาประยุกตใชโดยอาศัยหลักการท
immunoassay

1.4.1  การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์
Wiley และคณะ (1979) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของ

(Xenopus laevis) โดยการตกตะกอนไวเทลโลจีนินดวย 20 mM EDTA (ethylen
diaminetetraacetic acid) และ 0.5 M MgCl2 แลวละลายตะกอนที่ไดดวย 50 m
Tris-HCl, pH 7.5 - 1 M NaCl จากนั้นนํ าไปผานคอลัมน DEAE-Cellulose ส
Norberg และ Haux (1985) ทํ าใหไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (Sal
gairdneri) และปลาซีเทราท (sea trout, Salmo trutta) บริสุทธิ์เชนเดียวกัน โดยการ
ตะกอนดวย 20 mM EDTA ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7 และ 0.5 M MgCl2 จาก
ละลายตะกอนแลวแยกดวยคอลัมน DEAE-Sephacel ไดไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของป
เทราททั้งสองชนิดมีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากันคือ 440 กิโลดลัตัน และ Brown และคณ
(1997) ทํ าใหไวเทลโลจีนินของ tuatara (Sphenodon punctatus) บริสุทธิ์จ
พลาสมาของสัตวเลื้อยคลานชนิดนี้ที่ถูกกระตุ นการสังเคราะหไวเทลโลจีนินด
ฮอรโมนเอสโตรเจน

Riazi และ Fremont (1988) ไดทํ าใหไวเทลโลจีนินของปลาเรนโ
เทราท (S. gairdneri) บริสุทธิ์โดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง (ultracentrifug
tion) ที่ความเร็ว 150,000 x g นาน 24 และ 72 ชั่วโมง พบไวเทลโลจีนนิมีคาความห
แนนในการลอยตัว (density of floatation) เทากับ 1.28 กรัมตอมิลลิลิตร  และพีรพ
พึ่งแยม (2545) ไดทํ าการแยกไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า (L. subviridis) โ
การเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงที่ความเร็ว 14,433 x g นาน 18 ชั่วโมง พบวาไวเทล
จนีนิอยูในสารละลาย KBr ทีค่วามหนาแนน (d, density) เทากับ 1.23 กรัม
มิลลิลิตร แลวนํ าไปแยกไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ตอดวยคอลัมน Superdex 200 HR

Utarabhand และ Bunlipatanon (1996) ไดทํ าใหไวเทลโลจีนินข
ปลากะรัง (Epinephelus malabaricus) ที่ถูกฉีดกระตุนดวย 17 เบตา-เอสตราไดอ
(17β-estradiol) บริสุทธิ์ดวยคอลัมน DEAE-Sephacel จากการชะดวย NaCl ที่เ
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ความเขมขนแบบตอเนื่อง (linear gradient) จาก 0-0.5 M พบวาไวเทลโลจีนินถูก
ออกจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.25 M NaCl แลวนํ าไปแยกตอดวยคอลัมน Sep
dex G-150 แยกไดไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ ขณะที่ Heppell และ Sullivan (1999) ไดแ
ไวเทลโลจีนินของปลา gag (Mycteroperca microlepis) ซึง่เปนปลาวงศเดียวกับป
กะรังใหบริสุทธิ์ไดในขั้นตอนเดียวโดยคอลัมน DEAE-agarose ซึ่งไวเทลโลจีนินถูก
ออกมาจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.25-0.30 M NaCl

Takemura และ Teruya (1997) น ําพลาสมาของปลา coral tr
(Plectropomus leopardus) ผานคอลัมน hydroxylapatite เนื่องจากไวเทลโลจีน
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบที่เปนนํ้ าตาล N-acetyl-D-glucosamine และ กลูโ
(glucose) หรือ แมนโนส (mannose) จากนั้นจึงนํ าไปผานคอลัมน Sephacyl S-3
ไดไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ขนาด 350 กิโลดลัตัน ทํ านองเดียวกันกับ Hashimoto แ
คณะ (2000) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลา barfin flounder แ
Fukada และคณะ (2003) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลาคา
(carp, Cyprinus carpio) โดยผานคอลัมน hydroxylapatite และคอลัมน Supero
6B

1.4.2 แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนิน
ไวเทลโลจีนินและลิโพไวเทลลินเปนโปรตีนขนาดใหญ มีสมบัติเ

แอนติ เจนที่ดี  เหมาะสํ  าหรับการสังเคราะห แอนติบอดี เพื่อประยุกต ใช ท
immunoassay เชน การวดัระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาของปลาเรนโบวเทราทเ
เมียเพื่อศึกษาวงจรการสืบพันธุดวย ELISA (Bon et al., 1997) หรือการวัดความ
ขนของไวเทลโลจีนนิในซีรัมของปลา flounder (Pleuronectes yokohamae) เพศผู เ
ใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ของฮอรโมนเอสโตรเจนที่ปนเปอนในท
(Hashimoto et al., 2000) เปนตน ซึ่งอาจใชอยูในรูปแอนติบอดีชนิดโพลีโคลน
(polyclonal antibody) ซึ่ง Rodriguez และคณะ (1989) กระตุนใหกระตายสังเครา
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาลิ้นหมา (sole, Solea vulgaris) ดวยการ
ไวเทลโลจีนนิปริมาตร 500 ไมโครลิตร (500 ไมโครกรัม) ที่ไดจากการตกตะกอนด
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EDTA และ Mg2+ ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
เขาใตชั้นผิวหนัง (subcutaneous) บริเวณหลังของกระตาย 20 จุดที่แตกตางกัน 
จากนัน้ฉดีซํ้ าอีก 4 ครั้ง ทุกสัปดาห จึงฉีดซํ้ าโดยใชระยะเวลาหางกัน 15 วัน อีก 2 ค
จะไดแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาลิ้นหมา ซึ่งตรวจสอบการสังเครา
แอนติบอดีโดย radial immunodiffusion ใน 1.5% agarose gel พบวามีการสังเครา
แอนติบอดีที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินและพลาสมาของปลาลิ้นหมาเ
เมยีเต็มวัย แตไมเกิดกับพลาสมาของปลาเพศผู และ MañanÓs และคณะ (1994a
นํ าไวเทลโลจีนินของปลากะพง (Dicentrachus labrax L.) ความเขมขน 1 มิลลิกรัม
มิลลิลิตร ผสมกับ Freund’s complete adjuvant (1:1) ฉดีเขาใตชั้นผิวหนังข
กระตาย จึงฉีดซํ้ าอีก 4 ครัง้ ทุกสัปดาห และฉีดทุก 2 สัปดาห อีก 4 ครั้ง จึงเก็บเล
เพื่อแยกแอนติบอดี เมื่อนํ าไปทดสอบ พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเปนอยางด
ไวเทลโลจนีินของปลากะพง ขณะที่ Yao และ Crim (1996) นํ าไวเทลโลจีนินจากป
โอเชียนเพาท (ocean pout, Macrozoarces americanus  L.) ปริมาณ 1 มิลลิก
ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของกระตายขาวพ
นวิซีแลนด (white New Zealand rabbit) ทีมี่นํ้ าหนักตัว 2-3 กิโลกรัม หลังจาก
1 เดือน จึงฉีดซํ้ าดวยไวเทลโลจีนิน 1 มิลลิกรัม ผสมกับ Freund’s incompl
adjuvant จ ํานวน 2 ครั้ง เวนระยะเวลาครั้งละ 1-1.5 เดือน หลังการฉีดกระตายครั้ง
ทายเปนระยะเวลา 1 เดือน เจาะเลือดกระตายเพื่อแยกแอนติบอดีที่ใชสํ าหรับ
radioimmunoassay ติดตามไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาท, lumpf
(Cyclopterus lumpus) และ Atlantic cod (Gadus morhua) พบวา แอนติบอด
ไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาทเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพ
เทานั้น สวน Utarabhand และ Bunlipatanon (1996) ใชไวเทลโลจีนินของปลาก
(E. malabaricus) ปริมาณ 1 มิลลิกรัม ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของกระตายขาวพ
นวิซีแลนด 4-5 จุด ฉีดซํ้ าดวยไวเทลโลจีนนิปริมาณ 1 มิลลิกรัม ทุก 2 สัปดาห จํ าน
2 ครั้ง และฉีดครั้งสุดทายดวยไวเทลโลจีนนิปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม พบวากระต
สามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากะรังหลังการฉีดดวยไวเทล
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จนีนิครั้งแรก และคอย ๆ เพิ่มปริมาณขึ้นตามจํ านวนครั้งของการฉีด และ Fenske แ
คณะ (2001) นํ าไวเทลโลจีนินจากปลามาลาย (zebrafish, Danio rerio Hamilt
Buchanan) 100 ไมโครกรัมใน Freund’s complete adjuvant ฉดีเขาใตชั้นผิวห
กระตาย หลังจากนั้นใชไวเทลโลจีนนิ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freund’s incompl
adjuvant ฉีดในวันที่ 14, 28 และ 56 ทํ าการฆากระตายในวันที่ 80 เพื่อนํ าเลือดไปแ
แอนติบอดี ในขณะที่พีรพงษ พึ่งแยม (2545) นํ าไวเทลโลจีนิน บริสทุธิ์ของปลากระบ
ดํ า 20 ไมโครกรัม ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังข
กระตายขาว 2-3 จุด และในผิวหนัง (intradermal) 3-4 จุด ทุกสัปดาห จ ํานวน 2 ค
หลงัจากนั้น 2 สัปดาหฉีดดวยไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ 20 ไมโครกรัมที่ผสมกับ   Freun
incomplete adjuvant พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจ
บริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ าหลังการฉีดดวยไวเทลโลจีนินครั้งที่ 2 และคอย ๆ เ
ปริมาณขึ้นตามจํ านวนครั้งของการฉีด ซึ่งสามารถนํ าแอนติบอดีที่ไดไปใชในการ
Western blot และ ELISA ไดเปนอยางดี

สํ าหรับการใชในรูปแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอล  (monoclo
antibody) ไดแก การทดลองของ Goodwin และคณะ (1992) ฉีดไวเทลโลจีนินบริส
ของปลากดอเมริกัน (Ictalurus punctatus) ปริมาณ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freun
complete adjuvant เขาใตชั้นผิวหนังของหนูพันธุ Balb/c ฉดีซํ้ าอีก 2 ครั้ง 
2 สัปดาห ดวยไวเทลโลจีนนิ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freund’s incomplete adjuv
และกอนทํ าการฆาหนู 3 วัน ฉีดไวเทลโลจีนนิ 50 ไมโครกรัม เมื่อฆาหนูแลว นํ าเซ
มาม (spleen cells) ของหนูไปเชื่อม (fuse) กบัเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง (myeloma 
line) แลวคัดเลือกเอาเซลลที่เกิดไฮบริด (spleen-myeloma hybrid cell) ไปเพาะเล
เพือ่ใหสังเคราะหแอนติบอดี ซึ่งตรวจสอบการสังเคราะหแอนติบอดีโดยเทคนิค EL
และตรวจความจํ าเพาะของแอนติบอดีโดย Western blot พบวาแอนติบอดีชนิดโม
โคลนอลสามารถเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนขนาด 150 กิโลดลัตนั ในพลาสมาปลาเพศ
ถูกฉีดดวยเอสตราไดออล แตไมพบในปลาเพศผูกลุมควบคุมซึ่งไมถูกฉีดฮอรโมน ข
ที่ Kordes และคณะ (2002) ใชลิโพไวเทลลินบรสิทุธิ์ของปลาเมดากา (meda
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Oryzias tatipes) ปริมาณ 220 ไมโครกรัม ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของหนูพันธุ Balb/
Black 57 จ ํานวน 3 ครั้ง รวมระยะเวลา 7 สัปดาห หลังการฉีดครั้งสุดทาย 3 วัน จึง
หนูเพื่อนํ าเซลลมามของหนูไปเชื่อมกับเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง แลวคัดเลือกเอาเซล
เกิดไฮบริดไปเพาะเลี้ยงเพื่อผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอล จากการทดสอบพบ
แอนติบอดีเกิดปฏิกิริยากับลิโพไวเทลลินของปลาเมดากา และสามารถเกิดปฏิกิริยา
ไวเทลโลจีนนิ และโปรตีนโยลคที่ไมไดทํ าบริสุทธิ์ของปลาเมดากา โดยไมเกิดปฏิกิร
กบัเลือดของปลาเพศผู

แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินหรือลิโพไวเทลลินที่ถูกสังเคราะหขึ้นมา
ความจํ าเพาะสูงมากตอไวเทลโลจีนินและลิโพไวเทลลินของปลาชนิดนั้น ๆ เ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาทเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของป
โอเชียนเพาทเทานั้น (Yao and Crim, 1996) แตมีแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินหรือล
ไวเทลลินของปลาบางชนิดสามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาชนิดอื่น
เชน แอนติบอดีตอไวเทลโลจนีินของปลาแซลมอน (salmon, Salmo salar) สามา
เกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) (Watts et al., 20
และแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาไน (C. carpio) สามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเ
โลจีนินของปลา fathead minnow (Pimephales promeles) ได (Mylchreest et 
2003) หรือแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากะรังสามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทล
จนีนิของปลาในวงศเดียวกัน รวมทั้งปลากระบอกดํ าไดดวย (เจนจิตต คงกํ าเนิด, 25
พีรพงษ พึ่งแยม, 2545)

1.5 ตัวรับไวเทลโลจีนิน (Vitellogenin receptor)
สตัวออกลูกเปนไขมีกระบวนการที่สํ าคัญคือ receptor mediated end

cytosis เพือ่น ําสารอาหารเขาสูเซลลไขและสะสมในรูปของโปรตีนโยลค ซึ่งมีผลต
พัฒนาการเจริญพันธุของโอโอไซท ตวัรับไวเทลโลจีนินที่อยูบริเวณผิวเซลลโอโอไซท
มีปริมาณและความสามารถในการจับจํ าเพาะแปรผันตามปริมาณของไวเทลโลจีนิน
พลาสมา จากการทดลองของ Dhadialla และคณะ (1992) พบวาตัวรับไวเทลโลจีน

0
2
c x 
ฆา
ลที่
วา
กับ
ิยา

 มี
ชน
ลา
ิโพ
ได 
รถ

03) 
ทล
al., 
โล 

38; 

o-
อ
จะ
ใน
ิน



ของยุง (mosquito, Aedes aegypti) มีการจับจํ าเพาะตอไวเทลโลจีนนิและมีบริเว
จับ (binding site) เพยีงแหงเดียว และเมื่อทดลองโดยการใชสาร suramin ซึง่เปนส
โพลซีลัเฟตโพลีไซคลิกไฮโดรคารบอน (polysulphated polycyclic hydrocarbon) ท
ผลลดการจับกันระหวางตัวรับกับสารลิแกนด (ligand) หลายชนิด เชน low dens
lipoprotein (LDL) ของสัตวมีกระดูกสันหลัง ไวเทลโลจีนินของไก ไวเทลโลจีนินข
แมลงสาบ (cockroach) และตั๊กแตน (locust) เปนตน การทดลองโดยบมตัวรับก
ไวเทลโลจนีนิของยุงเปนเวลา 10-20 นาที ทํ าใหเกิดการจับกันระหวางตัวรับและไวเท
โลจีนนิ เมื่อเติมสาร suramin ที่มีความเขมขน 5 mM บมเปนเวลา 30 หรือ 70 น
พบวาปริมาณของไวเทลโลจีนนิทีจ่บักับตัวรับลดลง แสดงวาตัวรับไวเทลโลจีนินมีก
จบัและปลอยไวเทลโลจนีินออกได เพื่อที่จะสามารถนํ าตัวรับกลับมาใชใหมได

ตัวรับไวเทลโลจีนนิสามารถพบไดในสัตวตาง ๆ เชน ตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโอโอไซทของยุง มีขนาด 205 กิโลดลัตัน และมีคาความจํ าเพาะของการจ
(Kd) ระหวางตัวรับกับไวเทลโลจีนนิเปน 26 nM (Dhadialla et al., 1992) และ 15 n
(Sappington et al., 1995) สวนตัวรับไวเทลโลจนีินของแมลงสาบ (Nauphoe
cinerea) มีคา Kd ระหวางตัวรับกับไวเทลโลจีนนิเปน 0.5 µM (König and Lanzre
1985) แตไมจับกับไวเทลโลจนีินของแมลงสาบ Leucophaea maderae ในขณะท
รับไวเทลโลจีนินของ L. maderae สามารถจับกับไวเทลโลจีนินของ N. cinerea 
สํ าหรับตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทของกุงมังกร (lobster, Homar
americanus) ถูกสกัดออกจากเมมเบรนไดอยางมีประสิทธภาพมากที่สุด โดย 0.1 
sodium deoxycholate (DOC) (Laverdure and Soyez, 1988) และมีคา Kd ระหว
ตัวรับกับไวเทลลิน (vitellin) เปน 70 nM

ตัวรับไวเทลโลจีนนิในสัตวมีกระดูกสันหลัง จัดอยูใน low density lipoprot
receptor (LDLR) gene superfamily ทีมี่สวนประกอบ 5 สวน คือ 1) ligand bind
domain 2) epidermal growth factor domain 3) o-linked sugar dom
4) transmembrane domain และ 5) cytoplasmic domain ตัวรับไวเทลโลจีนินข
กบ (Okabashi et al., 1996) และไก (Bujo et al., 1995) มีชุดของยีนของ liga
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binding domain เหมือนกับ very low density lipoprotein receptor (VLDLR) มา
กวา LDLR ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นั่นคือ ตัวรับไวเทลโลจีนนิมชีุดของยีนของ ligan
binding domain จํ านวน 8 ซํ้ าเหมือนกับ VLDLR สวนของ LDLR มีเพียง 7 ซํ้ า

จากการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินของรังไขกบ พบวามีขนาด 115 กิโลดัลต
(Stifani et al., 1990b) เลือกรับพลาสมาไวเทลโลจีนนิไดดีกวาพลาสมาโปรตีนชนิดอ
5-6 เทา แสดงใหเห็นวารังไขมีตัวรับที่จํ าเพาะกับไวเทลโลจีนิน (Wallace et al., 197
ตอมา Opresko และ Wiley (1987a,b) พบวาการรับไวเทลโลจีนนิเขาสูโอโอไซทขอ
กบอาศัยตัวรับ โดยพบวาการจับระหวางไวเทลโลจีนนิกบัตัวรับเปนการจับแบบไมถาว
และความเสถียรของตัวรับไวเทลโลจีนินจะลดลงเมื่อยอยตัวรับดวยเอนไซมทริปซ
(trypsin) ดวยภาวะที่ไมรุนแรง (0°ซ นาน 35 นาที)

ในการสกัดเมมเบรนจากเซลลโอโอไซทของไกดวย octyl-β-D-glucoside แล
แยกดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (Sodium dodec
sulphate - polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) สภาพไมรีดิว
(nonreduced) หลังการขนถายโปรตีนจากแผนเจลไปยงัแผนไนโทรเซลลูโลส (nitr
cellulose membrane) ท ําการบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของไกที่ติดฉลากดวยสา
กัมมันตรังสี 125I ปรากฏแถบของสารกัมมันตรังสีตรงแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลก
96 กิโลดลัตัน ซึ่งเปนแถบตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทของไก (Stifani 
al., 1988)  เมื่อทํ าการสกัดเมมเบรนจากเซลลโอโอไซทของไกดวย 1% Triton X-10
แลวทํ าตอวิธีการเดิมแตบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของกบที่ติดฉลากดวยสา
กัมมันตรังสี 125I แทนไวเทลโลจนีินของไก ปรากฏแถบสารกัมมันตรังสีตรงกับแถ
โปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 96 กิโลดลัดนั แตพบเฉพาะจากการทดลองที่แยกดวย SD
PAGE สภาพไมรีดิวซเทานั้น คณะผูทดลองจึงไดสรุปวา พันธะไดซัลไฟด (disulphid
bond) ที่อยูระหวางสายเปปไทดมีบทบาทสํ าคัญตอการทํ าหนาที่ของตัวรับไวเทลโ
จีนิน (Stifani et al., 1990b) เชนเดียวกับตัวรับลิโพโปรตีน (lipoprotein recepto
ชนดิอื่น ๆ เชน VLDLR ของไก นอกจากนี้พบวาตัวรับไวเทลโลจีนินของไกสามารถจ
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กับไวเทลโลจีนินของกบได แสดงวาไวเทลโลจีนินและตัวรับไวเทลโลจีนินของไกและ
อาจมีสมบัติทางกายภาพที่เหมือนกัน

การศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนนิในเซลลโอโอไซทของปลาชนิดตาง ๆ มีดังนี้ Ch
และคณะ (1991) ตรวจวดัตัวรับไวเทลโลจีนินจากเมมเบรนของไขปลานิลดวยไวเทล
จนีนิบริสุทธิ์ที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี 125I โดยวิธี radioimmunoassay พบ
ตัวรับไวเทลโลจีนินจับกับไวเทลโลจีนินอยางจํ าเพาะ แตไมจับกับสารสกัดของเนื้อ
ตาง ๆ ไดแก ตับ สมอง กลามเนื้อ ลํ าไส หรืออัณฑะของปลานิล และคา Kd ระห
ไวเทลโลจนีนิกับตัวรับบนเมมเบรนของโอโอไซทระยะกอนการสะสมไวเทลโลจีนิน ระ
สะสมไวเทลโลจีนนิ และระยะกอนการตกไขของปลานิล มีคา 1.51, 1.07 และ 0
µM ตามลํ าดับ ขณะที่ Lancaster และ Tyler (1994) สกัดเมมเบรนจากโอโอไซทข
ปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) ดวย octyl-β-D-glucopyranoside แลวทํ า liga
blot พบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 200 และ 100 กิโลดัลตัน ทีเ่กิดปฏิกิร
ของสารกัมมันตรังสี แตไมเกิดกับสารสกัดเนื้อเยื่ออ่ืน ซึง่ไดสรุปวาแถบโปรตีนทั้งส
เปนตวัรับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท และคา Kd ระหวางไวเทลโลจีนินกับ
รับบนเมมเบรนของโอโอไซทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 3.0 แ
4.5 มิลลิเมตร  มีคา 1.3, 3.5, 3.2, 2.5, 1.8 และ 1.2 nM ตามลํ าดับ เชนเดียวกับข
ปลา white perch (M. americana) ทีมี่นํ้ าหนักโมเลกุล 157 และ 106 กิโลดัลตัน (T
et al., 1996) และมีคา Kd ระหวางไวเทลโลจีนนิกบัตัวรับบนเมมเบรนของโอโอไ
เทากับ 0.4 µM

1.6 การประยุกตใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนิน
ไดมีการใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไปประยุกตใชในการตรวจสอบท

immunoassay เพื่อใชในการตรวจวัดคุณภาพหรือระดับไวเทลโลจีนนิและตัวรับไวเ
โลจีนนิ อาทิเชน ใชวิธี Ouchterlony immunodiffusion ในการตรวจสอบความจํ าเพ
ของแอนติบอดีกับไวเทลโลจีนินของปลาตางชนิดกัน คือการใชแอนติบอดีตอไวเทล
จีนินของปลาหมอ (Oreochromis aureus) ทดสอบกับไวเทลโลจีนินของปลา
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(C. carpio) ปลาทอง (C. auratus) และปลาหมอเทศ (O. mossambicus) พบ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาหมอไมเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลา
และปลาทองซึ่งเปนปลาตางวงศกัน แตเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาหมอเ
ซึง่เปนปลาในวงศเดียวกัน (Ding et al., 1989) ขณะที่ Bon และคณะ (1997) ตร
สอบความจํ าเพาะของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. myk
พบวาแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ พลาสมาของปลาเพศเมียระ
สะสมโปรตีนโยลค พลาสมาของปลาเพศผูที่ถูกฉีดดวย 17 เบตา-เอสตราไดออลแ
สารสกัดโปรตีนโยลค แตไมเกิดปฏิกิริยากับพลาสมาของปลาเพศผูปกติ และปลาเ
เมียที่ยังไมเจริญพันธุของปลาชนิดเดียวกัน เชนเดียวกับผลการทดลองของปลาก
(เจนจิตต คงกํ าเนิด, 2538)

อาจใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินในการวัดระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาป
เทราทโดยวิธีร็อกเก็ตอิมมูโนอิเล็กโทรฟอรีซิส  (rocket immunoelectrophoresis, R
พบวาปลาเทราทเพศผูมีระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาตํ่ ามากและไมพบไวเทลโลจ
ในเนื้อเยื่ออ่ืน เชน มามและกลามเนื้อ (Ding et al., 1989) และเปนวิธีที่ใชวัดระดับข
ไวเทลโลจีนนิในพลาสมาปลากะรัง ซึ่งไมพบไวเทลโลจีนนิในปลากะรังเพศผูหรือในป
วัยเยาว แตพบเฉพาะในปลากะรังเพศเมียวัยเจริญพันธุเทานั้น (เจนจิตต คงกํ าเน
2538)

radioimmunoassay (RIA) เปนวิธีที่มีความไวสูง โดยอาศัยแอนติบอด
ไวเทลโลจีนินหรือลิโพไวเทลลินที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี เชน So และค
(1985) ใชไวเทลโลจีนินที่แยกจากพลาสมาของปลาแอตแลนติคแซลมอน (Atlan
salmon)เพื่อพัฒนาวิธี RIA ซึง่ทํ าใหมีความจํ าเพาะและความไวในการวัดมากกวา
ร็อกเก็ตอิมมูโนอิเล็กโทรฟอรีซิส นอกจากนี้การตรวจหาปริมาณไวเทลโลจีนิน
พลาสมาโดยวิธี chemiluminescent immunoassay พบวามีความจํ าเพาะและความ
สูง ซึง่ Fukada และคณะ (2003) ทํ าการวัดปริมาณไวเทลโลจีนนิในพลาสมาข
ปลาไน สามารถวัดไดในชวง 1.95-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
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 ELISA เปนเทคนิคที่มีการวิเคราะหแบบจับ (binding assay) ซึ่งอาศัยหลักก
เกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี มีความไวของการวัดในระดับนาโนก
(nanogram, ng) และมคีวามจํ าเพาะสูง โดยนํ าแอนติเจนหรือแอนติบอดีไปติดฉล
ดวยเอนไซม (enzyme) แทนการใชสารกัมมันตรังสี ซึ่งเปนสารที่มีอันตราย และมีอ
การใชงานจํ ากัด หรือติดฉลากกับสารเรืองแสงที่มีความไวสูง แตมีขั้นตอนที่ยุงยาก ร
ทัง้สารเคมีและอุปกรณที่ใชมีราคาแพงมาก ดังนั้นเทคนิค ELISA จงึเหมาะสมตอก
นํ าไปประยุกตใชเพื่อหาปริมาณไวเทลโลจีนนิ หรือปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิ เชน ก
ใชแอนติบอดีตอลิโพไวเทลลินของหนอนตัวแบน (tapeworm, Tenebrio molitor) 
ปริมาณลิโพไวเทลลินในรังไขไดในระดับไมเกิน 50 ไมโครกรัม (microgram, µg) เ
ติดตามการเจริญของไขพยาธิชนิดนี้ (Webb and Hurd, 1995) และ Tsukimura แ
คณะ (2000) วัดปริมาณลิโพไวเทลลินในระยะพัฒนาการเจริญพันธุขั้นตาง ๆ ของ
ridgeback (Sicyonia ingentis) ในชวง 0-0.8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ขณะที่ Pa
และคณะ (1999) ใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของ fathead minnows วัดปริม
ไวเทลโลจีนินในพลาสมาของปลาเพศเมียระยะสะสมโปรตีนโยลค พลาสมาของป
เพศผูที่ถูกฉีดดวย 17 เบตา-เอสตราไดออล และสารสกัดโปรตีนโยลค พลาสมาข
ปลาเพศผูปกติ และปลาเพศเมียที่ยังไมเจริญพันธุ

วัตถุประสงค

1. เพื่อทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลากระบอกดํ า
2. เพื่อสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ในกระตาย
3. เพื่อพัฒนาเทคนิค ELISA ทีเ่หมาะสมในการหาปริมาณไวเทลโลจีนิน
4. เพื่อพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหแบบจับที่เหมาะสมในการศึกษาตัว

ไวเทลโลจีนนิในเมมเบรนของเซลลโอโอไซทจากปลากระบอกดํ า
5. เพื่อศึกษาสมบัติในการจับไวเทลโลจีนินของตัวรับไวเทลโลจีนิน

เมมเบรนของโอโอไซทจากปลากระบอกดํ า
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