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สารบัญ 
 

รายการตาราง                 หน้าที่ 
 

ตารางที่ 1 แสดงขนาดของเซลล์ในระยะต่างๆของการพัฒนาของเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้ง  12 

ตารางที่ 2 แสดงส่วนประกอบของ 12% SDS-PAGE gel      14 

ตารางที่ 3 primers ของยีน rhau และ prm2     17 

ตารางที่ 4 แสดงเปอร์เซ็นต์ spermatogenic cells หลังจากที่บ่มด้วยโปรตีนลูกผสม rRpL10a   26              

   เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
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รายการภาพประกอบ          หน้าที ่
 
รูปท่ี1:  การเตรียมโปรตีนลูกผสม His-RpL10a ในแบคทีเรีย E.coli สายพันธ์ุ    19 
   BL21 และการท าบริสุทธ์ิโปรตีนด้วย 12 % SDS-PAGE (A),  
  แถว M: Low molecular weight standard marker,  
  แถว 1:  non induce insoluble protein, แถว 2: non induce soluble protein,  
  แถว 3:  induce insoluble protein, แถว 4: induce soluble protein,  
  แถว 5:  โปรตีน His-RpL10a บริสุทธ์ิ และการยืนยันผลด้วย western blot (B),  
  แถว M: Pre-stained marker, แถว 1: โปรตีน His-RpL10a บริสุทธ์ิ 
รูปท่ี 2: ลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของ testis ของกุ้งกุลาด าภายใต้กล้องจุลทรรศน ์   20 
  ก าลังขยาย100 เท่า แสดงเซลล์ในระยะการพฒันาต่าง ๆ, (A): stage I ประกอบไปด้วย 
  เซลล์ spermatogonia,B): stage II ประกอบไปด้วยเซลล์ spermatocytes, (C): stage III  
  ประกอบไปด้วยเซลล์ spermatidและ spermatozoa 
รูปท่ี 3:  ลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของ testis ของกุ้งกุลาด าภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย  21 

1000 เท่า แสดงการพัฒนาของเซลล์ testis ในกุ้งแต่ละตัว (n=3) หลังจากการบ่ม testis  
ด้วยโปรตีนลูกผสม His-RpL10a (rRpL10a) ที่ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 µM เปรียบเทียบ 
กับกลุ่มที่บ่มด้วย dialysis buffer (กลุ่มควบคุม)ในอาหาร 2x L-15 mediumเป็นเวลา  
4 ช่ัวโมง 

รูปท่ี 4: แสดงร้อยละการพัฒนาเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้งกุลาด าหลังจากการบ่มด้วย   21 
โปรตีนลูกผสม His-RpL10a (rRpL10a) ที่ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 µM เปรียบเทียบ 
กับกลุ่มที่บ่มด้วย dialysis buffer (กลุ่มควบคุม) หลังจากการบ่ม 4 ช่ัวโมงในอาหาร 
 2x L-15 medium (ทดลอง 3 ซ้ า) 

รูปท่ี 5: แสดงลกัษณะการพฒันาเซลลส์ืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้งกลุาด าหลังจากการบ่มด้วย   22 
โปรตีนลูกผสม His RpL10a (rRpL10a) ที่ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 µM เปรียบเทียบกับ 
กลุ่มที่บ่มด้วย dialysis buffer (กลุม่ควบคุม) หลังจากการบ่ม 12 ช่ัวโมง (n=3, ทดลอง 3 ซ้ า) 

  ลูกศรแสดงเซลลส์ืบพันธ์ุทีพ่ัฒนาเจริญเต็มที่ เป็น spermatozoa ที่มีหาง 
รูปท่ี 6: แสดงร้อยละการพัฒนาเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้งกุลาด าหลังจากการบ่มด้วยโปรตีนลูกผสม 23 
  His-RpL10a (rRpL10a) ที่ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 µM เปรียบเทียบกับกลุ่มที่บ่มด้วย 
  dialysis buffer (กลุ่มควบคุม) หลังจากการบ่ม 12 ช่ัวโมง (ทดลอง 3 ซ้ า) 
รูปท่ี 7: ลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของ testis ของกุ้งกุลาด าภายใต้กล้องจุลทรรศน ์   24 
  ก าลังขยาย 100 เท่า แสดงการติดสีน้ าตาลของ SNA lectin  ของเซลล์ในระยะการพฒันาต่างๆ,  
  (A): เซลล์ที่ไมม่ีการบ่ม SNA lectin, (B): เซลล์ spermatozoa ที่มีการบ่ม SNA lectin,  

(C): stage I ประกอบไปด้วยเซลล์ spermatogonia, (D): stage II ประกอบไปด้วยเซลล์ 
spermatocytes, (E): stage III ประกอบไปด้วยเซลล์ spermatid และ spermatozoa 

รูปท่ี 8: การแสดงออกของยีน Dmrt1 ในเซลล์ของเนือ้เยื่อเซลลส์บืพันธ์ุเพศผูห้ลงัจากการบม่  25 
  กับโปรตีน RpL10a ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ นาน 4 ช่ัวโมง 
รูปท่ี 9:  ภาพตัดตามขวางของเนื้อเยื่ออวัยวะสบืพันธ์ุเพศผูข้องหนูเซลล์ต่างๆที่พบในท่อส่งน้ าเช้ือ 
 25 ประกอบด้วย spermatogonia cells (Spn), spermatocytes (Spc), round spermatid  

(rSpt) และ elongated spermatid (eSpt).  Original magnification ×400, scale bars  
= 20 µm. 
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รายการภาพประกอบ          หน้าที ่

รูปท่ี 10:  ผลของโปรตีน His-rRpL10a ที่ความเข้มข้นต่างๆกันในการพัฒนาเซลลส์ืบพันธ์ุเพศผู้                26       
   ของหนูถีบจักร เมื่อบ่มที่ 4 ช่ัวโมง ในอาหาร DMEMกราฟแสดงชนิดต่างๆของเซลล์สบืพันธ์ุ 
 เพศผู้ ของหนูถีบจกัร (n=4, ข้อมูล แต่ละชุดท าซ้ า 3 ครั้ง) 
รูปท่ี 11:  แสดง WGA lectin histochemistry เพื่อยืนยันเซลล์ spermatid ในท่อน าสง่สเปมิร ์     27                  

(A) ช้ินเนื้อของอวัยวะสืบพันธ์ุเพศผู้ย้อมด้วย Alexa Fluor 594 WGA (Red) และ                          
Hoechst 33342 (blue) acrosomal spermatids ติดสีแดงช้ีด้วยลูกศรสีขาวก าลังขยาย 

  ×400, scale bars = 20 µm. (B) แสดงร้อยละของเซลล ์spermatid cells สังเกตโุดยวิธี                           
WGA histochemistry ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ทดสอบโดยวิธี one-way ANOVA test        
(mean±SD, n=4 and p<0.05). 

รูปที่ 12:  ผลของโปรตีน rRpL10a ต่อระดับ Rhau และ Prm2 mRNA ในช้ินเนื้อของอวัยวะเพศผู ้     28       

ของหน ูระดบัการแสดงออกของยีน Rhau และ Prm2 เปรยีบเทียบกบัactin ภายหลัง 
เมื่อบม่กบั 1 µM โปรตีน rRpL10a ความแตกต่างเปรียบเทยีบโดย t-test ค่าที่แสดงออกแสดง
ออกเป็นค่าเฉลี่ย (mean±SD, n=2 และ p<0.05) 

รูปท่ี 13.  ผลของโปรตีน rRpL10a ต่อการเจรญิของเซลล์ เมื่อช้ินเนื้อของอวัยวะสืบพันธุ์ของหนเูพศผู ้        29    
บ่มกบั ความเข้มข้นต่างๆของ rRpL10a และ EdU หลงัจากนั้นย้อมด้วย Alexa Fluoro 488  

 (green) และ DAPI (blue)  ภาพ A: bufferเป็น control, B. 1.0 µM, C. 2.0 µM. รูป A-E 
ก าลังขยาย ×200, scale bars = 50 µm ส าหรบัภาพที่ขยาย ก าลังขยาย ×400, scale bars =  

 20 µm 
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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

 

  ไรโบโซมอลโปรตีนเป็นองค์ประกอบหนึ่งของไรโบโซมที่เป็นที่รู้กันดีว่าช่วยในการสังเคราะห์โปรตีน 
RpL10a และเป็นส่วนหนึ่งของlarge subunit ของไรโบโซมมีรหัสพันธุกรรมที่เหมือนกันในสิ่งมีชีวิตอื่นๆ มีการ
ค้นพบหน้าที่ของ RpL10aในการพัฒนารังไข่และไข่ หากแต่หน้าที่ของโปรตีน RpL10a ในการพัฒนาเซลล์
สืบพันธ์ุเพศผู้ยังไม่แน่ชัดดังนั้นการศึกษาผลของ RpL10a ต่อการพัฒนาเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้จึงเป็นที่หน้าสนใจ 
ในการศึกษาน่ีใช้ กุ้งและหนูเป็นต้นแบบในการศึกษาจากการศึกษาการกระตุ้นการพัฒนาการเซลล์ของเนื้อเยื่อ
เซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้งหลังจากการบ่มช้ินส่วนอวัยวะสืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้งกับโปรตีน RpL10a ที่ความเข้มข้น 
1.0 และ 2.0 µM  นาน 4 ช่ัวโมง ที่ความเข้มข้น 1.0 µM สามารถกระตุ้น spermatogenesis เข้าสู่ stageIII 
ร้อยละ 55.6 เข้าสู่stage II (spermatid) ร้อยละ 27.8 และพบ stage I (spermatocyte) ร้อยละ 16.67% 
ในขณะที่ความเข้มข้นของโปรตีนลูกผสม RpL10a ที่ 2.0 µM พบว่าเซลล์เข้าสู่ stage I และ stage II ใน
เปอร์เซ็นต์ที่เท่ากันคือ 25% และmature stage ร้อยละ 50 ในทางตรงกันข้าม ในกลุ่มควบคุม (dialysis) พบ 
stage I และ II คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 27.27 และ 72.73% และไม่พบ mature stage ในกลุ่มควบคุม และเพื่อ
ยืนยันการพัฒนาการเป็นเซลล์ spermatozoa จริงจึงตรวจดูเซลล์มีชีวิตโดย light microscope ภายหลังการ
บ่มเซลล์กับโปรตีน rRPL10a ที่ความเข้มข้น 1µM rRpL10a และ 2 µM rRpL10a พบว่าเมื่อบ่มกับโปรตีน
ดังกล่าว พบการพัฒนาเซลล์spermatozoaที่มีหางร้อยละ52 และร้อยละ 12 ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุม
พบการพัฒนาเซลล์spermatozoaที่มีหางร้อยละ15 และ เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนDmrt1 จะแสดงออก
ได้น้อยลงเมื่ออยู่ในระยะ stageIII (mature stage) และเมื่อเซลล์ได้บม่กับ 1µM rRpL10aจะมีผลงการแสสดงอ
อกได้น้อยกว่าเมื่อเซลล์บ่มกับ 2µM rRpL10a  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ความเข้มข้น1 µM rRpL10aเหมาะสมที่สุด
ในการพัฒนาเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของกุ้ง 

ส าหรับทดสอบปฏิกิริยาของ RpL10a ต่อการพัฒนาเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของหนู ผลจากจุลกายวิภาค
ของช้ินเนื้อเยื่อของอวัยวะสืบพันธ์ุเพศผู้ของหนูพบว่าหลังบ่มกับโปรตีน 1.0  และ 2.0 µM rRpL10a ร้อยละ 
49.65 และ 45.33 เป็นเซลล์ spermatid ตามล าดับ ในขณะที่พบร้อยละ 21.72 ในกลุ่มควบคุมที่บ่มกับ
บัพเฟอร์ และเนื่องจากน้ าตาล N-acetyl glucosamine ที่อยุบ่นเซลล์spermatid สามารถเกาะได้ดีกับ wheat 
germ agglutinin (WGA)  ดังนั้นหลังจากบ่มเนื้อเยื่อเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้ของหนูกับ 1.0 µM rRpL10a และ
น ามาตรวจสอบโดย WGA histology พบว่าร้อยละ 36.24 คือเซลล์ spermatid ในขณะที่เซลล์spermatid ที่
พบในกลุ่มที่บ่มกับบัฟเฟอร์พบประมาณร้อยละ15.96  นอกจากนั้นการแสดงออกของยีน prm2 ซึ่งจะพบสูงใน
เซลล์ spermatid และมีการแสดงออกต่ าของยีน rhau gene ดังนั้นจึงใช้การแสดงออกของยีน 2 ตัวนี้จึงเป็นตัว
บ่งช้ีของการพัฒนาเซลล์สู่เซลล์ spermatid และพบว่าการแสดงออกของเนื้อเยื่อที่บ่มกับ rRpL10a จะมีการ
เพิ่มข้ึนของการแสดงออกของยีน prm2 และพบการแสดงออกที่ลดลงของยีน rhau เมื่อเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อ
ที่บ่มกับบัฟเฟอร์ที่เป็นกลุ่มควบคุม ยี่งกว่านั้นพบว่ามีการเพิ่มข้ึนมากข้ึนของสัญญาณ EdU(5-ethynyl-2-m-
deoxyuridine)ในเนื้อเยื่อที่บ่มกับโปรตีน 1 µM rRpL10a ซึ่งแสดงว่ามีการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในเซลล์ จากผล
การทดลองทั้งหมดบ่งช้ีว่าโปรตีน rRpL10a สามารถชักน าให้เกิด spermatogenesis ในหนูซึ่งจะอาจมี
ประโยชน์ในการเพาะพันธ์ุสัตว์ได้ในอนาคต 
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Abstract 
 
 Ribosomal proteins are components of the ribosome that are generally known for protein 
synthesis.  RpL10a is a component of the large ribosomal subunit and is conserved among 
living organisms. RpL10a functions in the development of ovaries, though the function of 
RpL10a in testes is not known. Therefore, the พนส า of RpL10a in testes was clarified using 
shrimp and mouse testes as a model. The  treated explant testis of shrimp by 1 µM and 2 µM 
recombinant RpL10a for 4 h, spermatogenesis was stimulated to stage III (mature 
stage=spermatozoa) at 55.6% and 50.0% while the cells developed to stage II 27.8%  and 25 
%, respectively. In addition, 1 µM and 2 µM recombinant RpL10a stimulated the cells to stage 
I at 16.67% and 25%, respectively. And the stage III cell was found in the control group. 
To confirm the spermatozoa occurred after the explant shrimp’s testis were treated by  1 µM 
rRpL10a and 2 µM rRpL10a, the cells were isolated and observed under a light microscope, 
they were found 52 %  and 12 % of tailed spermatozoa, respectively. While in the control 
group was found 15 % of tailed spermatozoa. In addition, the expression of the Dmrt1 gene 
was low expressed during the mature stage and found the lower expression of Dmrt1 gene in 
the cells incubated with 1 µM rRpL10a than the cells incubated with the buffer.  Therefore 
the optimum concentration for stimulation shrimp’s spermatogenesis in vitro was 1 µM 
rRpL10a. 

Moreover, the other model for confirmation spermatogenesis by rRpL10a was tried.  
The histology of mouse’s testis tissue was used to determine the percentage of 
spermatogenesis after treatment with recombinant RpL10a (rRpL10a). After treatment with 1.0 
and 2.0 µM rRpL10a protein, there were 49.65% and 45.33% spermatid cells, respectively, 
while there were approximately 21.72% spermatid cells in the untreated testes. The sugar N-
acetyl glucosamine binds wheat germ agglutinin (WGA) on spermatid cells, so the spermatid 
cells in the experimental tissue were confirmed by the WGA histology. After treatment with 
1.0 µM rRpL10a protein, there were 36.24% spermatid cells, while approximately 15.96% of 
spermatid cells were detected in the untreated testis by WGA histology.  Also, prm2 gene 
expression in spermatid is high while the expression of the rhau gene is low. Therefore, gene 
expression in rRpL10a treated testes was determined and prm2 was found to be increased 
and rhau expressions was decreased compared to the untreated testis.  Furthermore, 
increased cell proliferation in testis tissue treated with 1.0 µM rRpL10a was found with a 
strong fluorescence signal using an EdU (5-ethynyl-2-m-deoxyuridine) assay. Together, these 
findings indicate that the rRpL10a protein induces spermatogenesis in mice and may be useful 
in breeding animals in the future. 
 

 


