
1. บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

การสรางไข (oogenesis) เปนกระบวนการพัฒนาจากโอโอโกเนีย (oogonia) ไป
เปนโอโอไซท (oocyte) และเปนวิธีการที่สํ าคัญที่สุดของสัตวออกลูกเปนไข (oviparous
animal) ในการเจริญเติบโตของโอโอไซทจากขนาดเล็กใหมีขนาดใหญขึ้นนั้นมีการ
สะสมสารอาหารที่จํ าเปนตอการเจริญเติบโตของเอมบริโอ (embryo) หลังการปฏิสนธิ
(fertilization) โดยที่ไวเทลโลจีนิน (vitellogenin) ซึง่เปนพลาสมาโปรตีน (plasma
protein) ที่สังเคราะหโดยตับ (Mommsen and Walsh, 1988) ภายใตการควบคุมของ
ฮอรโมนและเปนสารตั้งตนที่สํ าคัญของโปรตีนโยลค (yolk protein) ของสัตวมีกระดูก
สนัหลัง (Korsgaard and Petersen, 1979) เชน ปลาชนิดตาง ๆ สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้ า
(amphibian) สัตวเลื้อยคลาน (reptile) และสัตวปก (avian) นั้น มีการขนสงไวเทลโล
จีนนิผานกระแสเลือดไปยังรังไข เมื่อไวเทลโลจีนินถูกรับเขาสูโอโอไซทจะถูกยอยเปลี่ยน
เปนโปรตีนโยลค (Wallace and Selman, 1981, Liu et al., 1996)

การรับไวเทลโลจีนินจากพลาสมา (plasma) เขาสูเซลลในระหวางการเจริญเติบ
โตของโอโอไซท ไดมีการศึกษาในกบ (Xenopus sp.) พบวาเนื้อเยื่อในรังไขของกบเลือก
รับพลาสมาไวเทลโลจีนินไดเร็วกวาโปรตีนอื่น ๆ ในพลาสมาถึง 5-6 เทา (Wallace
et al., 1972) แสดงใหเห็นถึงการมีตัวรับที่จํ าเพาะของไวเทลโลจีนินบนผิวของโอโอไซท
(specific oocyte plasma membrane receptor) ซึง่ชวยรับไวเทลโลจีนินเขาโอโอไซท
โดยอาศัยกระบวนการ receptor-mediated endocytosis (Opresko and Wiley,
1987a,b) ส ําหรับในปลายังมีรายงานเกี่ยวกับตัวรับไวเทลโลจีนินในเมมเบรน
(membrane) ของโอโอไซทไมมากนัก ไดแกการศึกษาจากปลาเรนโบวเทราท (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
เหลานี้อาศัยการติดฉลากไวเทลโลจีนินดวยสารกัมมันตรังสี (radioisotope) คือ 125I ท
สิน้ แลวติดตามการจับ (binding) ระหวางไวเทลโลจีนินกับตัวรับโดยวิธี radioimmuno
assay (RIA) งานวิทยานิพนธนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะพัฒนาเทคนิคในการศึกษาตัวรับ
ไวเทลโลจีนินโดยไมใชสารกัมมันตรังสี เพราะสารกัมมันตรังสีเปนอันตรายตอผูใชแล
เกดิมลพิษตอสิ่งแวดลอม โดยพัฒนาเทคนิค ELISA (enzyme-linked immunosorben
assay) แทน เนื่องจาก ELISA เปนเทคนิคที่มีความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหส
และไมเปนอันตราย ประกอบกับการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินตองใชโอโอไซทจํ านวน
มาก งานวิทยานิพนธนี้จึงสนใจศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินโดยใชปลากระบอกดํ าเปนต
อยางในการศึกษา เพราะเปนปลาที่มีขนาดเล็ก ราคาไมแพง หาแมปลาไดงาย และม
จ ํานวนไขมากเมื่อเทียบกับขนาดตัวของแมปลา (นํ้ าหนักตัว 80-300 กรัม) นอกจากน
ยงัไมมีรายงานการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า จึงเหมาะที่จะใชปล
กระบอกดํ าเปนตัวอยางการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินเปนอยางมาก อีกทั้งปลากระบอ
ด ําเปนปลากระดูกแข็งที่มีการผสมพันธุของไขนอกตัวปลา ดังนั้นเอมบริโอของปล
เหลานี้ใชโปรตีนโยลคเปนแหลงอาหารในการเจริญเติบโต ปริมาณของโปรตีนโยลคจ
สะทอนคุณภาพของไข ความสามารถในการผสมพันธุของไขและการเจริญเติบโตขอ
ลกูปลา ดวยเหตุนี้งานวิทยานิพนธนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินบน
เมมเบรนของโอโอไซทของปลากระบอกดํ า เพื่อนํ าไปสูการศึกษากลไกการรับไวเทลโล
จนีนิเขาสูโอโอไซทตอไป อันจะเปนขอมูลพื้นฐานที่เปนประโยชนตอการเพาะเลี้ยงเพิ่ม
ผลผลิตปลากระบอกดํ าไดในอนาคต
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การตรวจเอกสาร

1.1 ชีววิทยาของปลากระบอกดํ า
        ปลากระบอกดํ า จัดเปนปลาในวงศ (family) Mugilidae มีชื่อทางวิทยาศาสต
วา Lisa subviridis และชื่อสามัญวา greenback grey mullet มีลักษณะลํ าตัวเรีย
ยาว ทรงกระบอก บริเวณหลังมีสีเทาเขมหรือเขียวคลํ้ า มีแถบสีเทาจาง ๆ 4-5 แถบ พาด
ไปตามความยาวของลํ าตัวแนวเดียวกับเกล็ด ดานทองและดานขางลํ าตัวเปนสีขาวเงิน
วาว  รูปรางขอบครีบหางมีสีคลํ้ าและเวาเล็กนอย มีครีบหลังแยกเปน 2 ครีบ ตามีเย
ไขมันคลุมปดมานตา เปนปลาที่มีฟนขนาดเล็กและสั้น มีล ําไสยาวและเยื่อบุชองทอ
เปนสีดํ า มีขนาดลํ าตัว 10-40 เซนติเมตร เพศเมียมีขนาดโตกวาเพศผู ปลากระบอกด
เพศเมียสามารถเจริญพันธุไดเมื่อมีขนาดความยาวประมาณ 18 เซนติเมตร หนัก 8
กรัม และเพศผูมีขนาดความยาวประมาณ 15 เซนติเมตร หนัก 45 กรัม อาหารของปล
กระบอกดํ าเปนแพลงกตอนสัตว (zooplankton) ไดอะตอม (diatom) สาหราย (algae
พชืทะเล ตะกอนสารอนินทรีย (inorganic sediment) และตัวออนของแมลงและหอย
(Chan and Chua, 1979)

ปลากระบอกดํ าเปนปลานํ้ ากรอยชนิดหนึ่ง สวนใหญพบในแหลงนํ้ าธรรมชาต
บริเวณปากแมนํ้ าหรือแหลงนํ้ ากรอย และสามารถอาศัยอยูตามแหลงนํ้ าจืดได มักอ
รวมกนัเปนฝูงวายไปตามผิวนํ้ า ปลาแตละฝูงเปนปลาเพศเดียวกัน แตปลาทั้งสองเพศ
จะอยูรวมกันเมื่อเขาฤดูผสมพันธุ โดยที่ปลากระบอกดํ าเพศผู 4-5 ตัว จะเขาผสมพัน
กับปลาเพศเมียที่มีไขแก และทํ าการวางไขในเวลากลางคืน ปลากระบอกดํ าสามาร
วางไขไดตลอดทั้งป แตพบมากที่สุดในชวงระหวางเดือนมิถุนายน–ตุลาคม จํ านวนไ
ตอแมปลาขึ้นกับขนาดของแมปลา โดยทั่วไปประมาณ 40,000-145,000 ฟอง (Cha
and Chua, 1980) มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.73 มิลลิเมตร และใชเวลาฟกออกม
เปนตัว 17-21 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 27-30 °ซ ระดับความเค็ม 29-32 ppt แลวลูกปลาเข
มาหากินและเติบโตในบริเวณชายฝง โดยเริ่มกินอาหารเมื่ออายุได 3 วัน และทนต
สภาวะความเค็มที่แตกตางกันได เมื่ออายุได 30 วัน ลูกปลาจะเขาสูปลาวัยเยา
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(juvenile) ซึง่สามารถเติบโตในความเค็มที่ตํ่ าได หลังจากนั้นจะคอย ๆ ปรับสภาพจน
สามารถเจริญในนํ้ าจืดได ปลากระบอกดํ าจะมีขนาด 28 เซนติเมตร ภายใน 1 ป
(สมชาติ สุขวงศ และ นริศ ธนะคุมชีพ, 2520; นเิวศน เรืองพานิช และคณะ, 2536
ชสูนิธุ  ชนะสิทธิ์ และคณะ, 2541)

1.2 ระบบสืบพันธุของปลา
การสืบพันธุของปลามีความสํ าคัญในแงของการมีลูกหลานสืบตอไปในอนาคต

เพื่อมิใหสูญพันธุไป อวัยวะที่ใชในการสืบพันธุทั้งเพศผูและเพศเมียมีชื่อรวม ๆ ว
อวัยวะสืบพันธุ (gonad) อันไดแก อัณฑะ (testis) ของเพศผูสํ าหรับสรางตัวอส
(spermatozoa) มีลักษณะเปนฝก (roe) สีครีม พบอยูที่ผนังชองทองอยูดานบน มีท
เปดเขาสู genital pore เมือ่ตัวอสุจิเจริญเต็มที่แลว จะถูกรีดออกมามีลักษณะเปนครีม
ขาว เรียกวา นํ้ าเชื้อ (milt) ซึง่ประกอบดวยตัวอสุจิจํ านวนมาก สวนปลาเพศเมียมีรังไ
(ovary) สํ าหรับสรางไข (ovum) อยูในตํ าแหนงเดียวกันกับอัณฑะ

1.2.1 แบบการสืบพันธุของปลา
แบบการสืบพันธุที่ตางกันมีผลใหอวัยวะสืบพันธุมีความแตกตางกันไป

แตลกัษณะพืน้ฐาน เชน เซลลตาง ๆ ที่ประกอบเปนอวัยวะสืบพันธุเหลานั้นยังคงคลา
กนัและทํ าหนาที่สํ าคัญคือสรางเซลลสืบพันธุ (gamete) (Nagahama, 1983) โดยท
ไปแลวสามารถแบงแบบการสืบพันธุของปลาออกเปน 3 แบบ คือ

1.2.1.1 การสืบพันธุแบบแยกเพศ
(Bisexual reproduction หรือ Dioecious)
การสืบพันธุแบบแยกเพศเปนการสืบพันธุที่มีทั้งเพศผูและเพศ

เมยีซึง่มกีารสรางตัวอสุจิและไขแยกกันในแตละตัว การผสมพันธุอาจเปนแบบภายนอ
ตัว (external fertilization) หรือแบบภายในตัว (internal fertilization) ไขที่ถูกผสม
แลวจะมีการเจริญและพัฒนาเปน 3 แบบ

ก. แบบ oviparous คือ การที่ไขไดรับการปฏิสนธิภายนอกรา
กาย ตัวออนเจริญและพัฒนาโดยอาศัยอาหารจากไขแดงหรือโยลค  (yolk) ซึ่งมีทั้งชนิด
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ไขลอย ไขครึ่งลอยครึ่งจม และไขที่จมลงสูทองนํ้ าโดยมีสวนของไขยึดติดกับวัสดุใตนํ้ า
ข. แบบ viviparous คือ การที่ไขไดรับการผสมพันธุภายในต

แม มีการเจริญพัฒนาโดยอาศัยอาหารทางสายสะดือ พบในปลาฉลาม (shark) แล
ปลากะเบน (ray) บางชนิด โดยมีสายเลือดจากทอนํ าไขแลวกระจายหอหุมโยลคของต
ออนไว  ทํ าหนาที่สงอาหารและถายของเสีย

ค. แบบ ovoviviparous คือ การที่ไขไดรับการผสมพันธุภายใน
แตตัวออนเจริญพัฒนาโดยอาศัยอาหารจากโยลคของตัวมันเอง มดลูกเปนเพียงที่ป
ปองอันตรายเทานั้น พบในปลาสอด (swordtail)

1.2.1.2 การสืบพันธุแบบกะเทย
(Hermaphrodite หรือ Monoecious)
การสบืพันธุแบบกะเทย หมายถึง การสืบพันธุที่มี 2 เพศในปล

ตวัเดยีวกัน แตสวนใหญจะผสมพันธุภายในตัวเองไมได ในปลาจะพบการสืบพันธุแบบ
นีน้อยมาก พบในปลาปากกลม (lamprey) ปลากะพง (sea bass) ปลาเทราท (trou
ปลาคอด (cod) และปลากะรัง (grouper) แตสวนมากเปนกะเทยแบบ protandri
hermaphrodite คอืเปนเพศผูในระยะแรกของชวงชีวิต หลังจากนั้น จึงมีพัฒนาการเปน
เพศเมีย

1.2.1.3 การสืบพันธุแบบไขไมไดรับการผสมเชื้อ
(Pathenogenesis หรือ Gynogenesis)
การสืบพันธุแบบไขไมไดรับการผสมเชื้อ หมายถึง การเกิดลูกท

ไมไดรับการผสมจากตัวอสุจิ ตัวอสุจิเปนเพียงตัวกระตุนใหไขสุกเทานั้น ลูกที่เกิดมาจ
มีโครโมโซม (chromosome) n เดยีวและเปนเพศเดียวทั้งหมด ซึ่งไมสามารถสืบพัน
ตอไปได พบในปลาสอด ปลาหางนกยูง (guppy) และปลาหัวตะกั่ว (killifish)

1.2.2 อวัยวะสืบพันธุเพศเมีย
รังไขเปนอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของปลากระดูกแข็ง เจริญมาจากเซลล

สวนผิวของผนังชองทอง (peritoneal wall) เจริญหนาเปนสันตามยาวเรียกวา คอรเทก
(cortex)   รังไขของปลาปกติจะมีเปนคู ทอดยาวไปตามความยาวของชองทองโดยยึด
ติดกับชองทองดวยเยื่อ mesovarium ถาเปนปลาที่มีถุงลม รังไขจะอยูใตถุงลม รังไขจ
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มีปลายดานหนึ่งติดกับทอนํ าไข (oviduct) เพื่อใชสํ าหรับปลอยไขออกไป เมื่อไขแ
พรอมสํ าหรับการผสมพันธุแลวจะเคลื่อนตามทอมารวมที่ urogenital pore แลวจึงออ
สูภายนอกตัวปลา

ผนงัรังไขดานนอกมีชั้นของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  (connective tissue)  หุม
ไวโดยรอบเรียกวา tunica albuginea ภายในรังไขมีชั้นเยอรมินัลอิพิธีเลียม (germina
epithelium) บุโดยรอบมีลักษณะเปนหลืบยื่นออกจากผนังมาสูกึ่งกลางรังไขเรียกว
ovigerous fold ภายในหลืบนี้มีเซลลสืบพันธุเบื้องตน (primordial germ cell) ซึ่งจ
เจริญเปนโอโอโกเนียตอไป และเมื่อกระบวนการสรางไขเร่ิมเกิดขึ้นเซลลของเยอรมินัล
อิพธิเีลยีมจะเจริญมาลอมรอบโอโอโกเนียกลายเปนโครงสรางของฟอลลิเคิล (follicle)

1.2.3 การสรางไข (Oogenesis) และลักษณะของไข
กระบวนการสรางเซลลสืบพันธุในรังไข เรียกวา oogenesis เซลลไขเปน

เซลลทีมี่ขนาดใหญที่สุดในตัวปลา ในขณะที่สรางไข เนื้อเยื่อเซลลผิว หรือ granulos
จะใชอาหารที่เก็บไวเปนจํ านวนมากในรูปของเม็ดโยลค (granular yolk) ซึ่งเปนโปรตีน
และไขมันที่อยูในรูปของหยดนํ้ ามัน จํ านวนของไขที่สรางจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิด
ของปลา อายุ ขนาด และอาหาร รวมทั้งฤดูกาลและอุณหภูมิดวย ปลาที่มีการดูแลล
ออนจะมีจํ านวนไขนอยกวาปลาที่ปลอยไขใหอยูตามธรรมชาติ จ ํานวนไขปลาในการต
ทองแตละครั้ง เรียกวา fecundity ขนาดของไขปลาขึ้นกับขนาดของแมปลาและพัน
ปลา ถาแมปลามีขนาดใหญไขก็มีขนาดใหญตามไปดวย

ไขปลาสวนมากมีลักษณะกลม บางชนิดอาจเปนรูปรี หรือ คลายหยดน
โดยทัว่ ๆ ไปเม่ือไขสุกแลวจะมีเยื่อบาง ๆ หอหุมอยู       ถาเปนปลาที่ออกลูกเปนไขจะม
ตอมสรางเปลือกไขหุมรอบไขที่เจริญเต็มที่แลวจะมีรูเปดเล็ก ๆ เรียกวา ไมโครไพ
(micropyle) อยูตรง polar body ซึง่ชองนี้เปนชองที่ใหนํ้ าเขา ทํ าใหเปลือกไขพองออ
ถาไขถูกผสมแลว ไมโครไพลจะปดทํ าใหนํ้ าเขาไมได แตยังมีการแพร (diffusion
ระหวางนํ้ าและกาซในบริเวณรอบ ๆ ไข เปลือกไขที่ถูกนํ้ าจะแข็งขึ้น แตถาเปนไขที่เจริญ
ในตวัแมเปลือกจะไมแข็ง โดยที่ไขปลาแตละฟองประกอบดวยสิ่งตอไปนี้คือ (รูปที่ 1)
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รูปที่ 1  องคประกอบของไขในปลาชนิดตาง ๆ (วิมล  เหมะจันทร, 2540)

1.2.3.1  เปลือกไข (egg shell หรือ egg capsule) เปนเยื่อบาง ๆ อยูชั้น
นอกและชั้นรองอาจจะเรียกวา chorion ไขปลาที่เติบโตในนํ้ าจะมีเปลือกที่ไมแข็ง แต
มักมีวุนหรือเมือกเหนียวลอมอยูรอบ ๆ

1.2.3.2 perivitelline space คือชองเก็บนํ้ าหรือไขขาว ชวยในการลอย
ตัวของไขที่อยูภายในทํ าใหไขหมุนไดรอบ ๆ

1.2.3.3 ไซโทพลาซึม (cytoplasm) คือสวนของตัวไขมี perivitelline
membrane หุมอยูรอบ ๆ โดยที่ภายในจะมีโยลคและจุดกํ าเนิด

1.2.3.4 จุดกํ าเนิด (original disc หรือ blastodisc) อยูติดกับเยื่อหุม
ดานไซโทพลาซึม (cytoplasmic membrane) ตอนใดตอนหนึ่งที่คอนขางจะหนาทึบ
กวาสวนอื่นๆ ภายในมีนิวเคลียส (nucleus) ทีมี่โครโมโซมสํ าหรับถายทอดลักษณะของ
แมปลาไปสูลูกปลา

1.2.3.5  โยลค อยูใตจุดกํ าเนิด เปนที่เก็บสะสมอาหารสํ าหรับ ตัวออน 
ภายในอาจจะมีหยดไขมันสะสมอยู และมีโปรตีนโยลคที่ไดจากไวเทลโลจีนินในเลือดซึ่ง
ถกูสังเคราะหโดยตับเมื่อมีระดับฮอรโมนเอสตราไดออล (estradiol) ในเลือดสูง

โยลค
หยดไขมัน

ชองวางระหวางเยื่อหุม

เยื่อเมือกภายในเปลือก

เปลือก
จุดกํ าเนิด
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รูปที่ 3  ขัน้ตอนการเจริญพันธุของอวัยวะสืบพันธุเพศเมียของปลากระบอกดํ 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) ยอมดวยสี Delafield’s haematoxylin และ
eosin ขณะที่ (d) และ(e) ยอมดวยสี 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



นอกจากนี้ฟอลลเิคิลมีทอเล็ก ๆ ทอดผานโซนาเรดิเอตาไปสูไซโทพลาซึม
ของโอโอไซท ซึง่เปนทางผานของสารอาหารตาง ๆ เขาสูเซลลโอโอไซท  สวนชั้นธีค
และแกรนูโลซามีเบสเมนทเมมเบรน (basement membrane) กั้นกลาง (Guraya
1979) ทํ าหนาที่ในการสรางฮอรโมนเพศ (sex hormone) โดยเฉพาะอยางยิ่งฮอรโมน
เอสโตรเจน (estrogen) ซึ่งมีหนาที่โดยตรงตอกระบวนการสรางและสะสมโยลค
(Goetz, 1983)     จนกระทั่งโอโอไซทสิ้นสุดการสะสมโยลค     ซึ่งระยะนี้โอโอไซทจะม
นวิเคลียสหรือเรียกวา เยอรมินัลเวซิเคิล (germinal vesicle) ขนาดใหญอยูกึ่งกลา
เซลลหรืออยูกึ่งกลางระหวางจุดศูนยกลางกับขอบเซลล และไมโครไพลจะเกิดขึ้นทา
เอนิมัลโพล (animal pole) ขณะทีเ่ยอรมินัลเวซิเคิลคอย ๆ เคลื่อนที่ไปทางเอนิมัลโพล
และผนังของนิวเคลียสจะสลายไปเรียกระยะนี้วา การสลายของเยอรมินัลเวซิเคิ
(germinal vesicle breakdown) เปนการสิ้นสุดการเจริญขั้นสุดทายของโอโอไซทกลา
เปนไขอยางสมบูรณ (Craik and Harvey, 1984a)

การเจริญพันธุของรังไขที่ศึกษาในปลากระบอกดํ า (Chan and Chua
1980) สามารถแบงออกขั้นตอนดังนี้

ขั้นที่ 1 อวัยวะสืบพันธุยังมีขนาดเล็กมาก มีลักษณะคลายเสนดายอ
ใกลหรือแนบติดกับกระดูกสันหลัง มีความโปรงแสง สวนมากมองไมเห็นดวยตาเปล
เรียกระยะนี้วา virgin (รูปที่ 3a)

ขั้นที่ 2 มีการโปงออกของอวัยวะสืบพันธุ มีความโปรงใสหรือมีสีแด
เทา มีความยาวประมาณครึ่งหนึ่งหรือมากกวาครึ่งหนึ่งของชองทอง มองเห็นไดโดยใ
เลนสขยาย เรียกระยะนี้วา developing virgin หรือ recovering spent (รูปที่ 3b)

ขั้นที่ 3 อวยัวะสบืพันธุมีสีแดงสมและสีขุน มีเสนเลือดฝอยมาหลอเลี้ย
สามารถมองเห็นไดอยางชัดเจน และสามารถเห็นไขเปนเม็ดสีขาวดวยตาเปลา เรีย
ระยะนี้วา maturing (รูปที่ 3b)

ขั้นที่ 4 รังไขมีสีเหลือง สามารถเห็นไขเปนเม็ดไดอยางชัดเจน รังไขม
การขยายใหญยาวประมาณ 2 ใน 3 ของชองทอง และมีลักษณะเปนทรงกระบอก เรีย
ระยะนี้วา mature (รูปที่ 3c)
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ขั้นที่ 5 รังไขมีการขยายใหญยาวเต็มชองทอง สามารถเห็นไขเปนเม
กลมสีขุนซึ่งบรรจุเต็มไปดวยโยลค เรียกระยะนี้วา gravid (รูปที่ 3c)

ขั้นที่ 6 ไขเกือบทั้งหมดมีความโปรงใส และเมื่อรีดเบา ๆ ไขจะไหลพ
ออกมา ชวงนี้อวัยวะสืบพันธุลดนํ้ าหนักลงจนถึงระดับที่ไขถูกปลอยไปจนหมด เรีย
ระยะนี้วา ระยะวางไข (spawning) (รูปที่ 3d)

ขั้นที่ 7 เปนระยะพัก รังไขจะฝอตัว อาจจะมีสวนของเซลลสืบพันธุเหล
อยูบางหรือไมมีเลย เรียกระยะนี้วา spent (รูปที่ 3e)

1.3 ฮอรโมนที่ควบคุมกระบวนการสรางไวเทลโลจีนิน
ตอมเพศ (sex gland) สรางฮอรโมนเพศ ไดแก androgenic hormone ในเพศ

และ estrogenic hormone ในเพศเมีย ฮอรโมนมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและกา
แบงตวัของเซลลสืบพันธุ ลักษณะทางเพศขั้นที่สอง (secondary sex characters) แล
การปลอยเซลลสืบพันธุ ฮอรโมนเหลานี้เกิดจากเซลลพิเศษในรังไขและอัณฑะซึ่งคว
คุมโดยฮอรโมนโกนาโดโทรปน (gonadotropin) หากขาดฮอรโมนโกนาโดโทรปนจะ
ผลทํ าใหการเจริญของอวัยวะสืบพันธุหยุดชะงักทั้งการเปลี่ยนแปลงจากวัยเยาวไปสูต
โตเต็มวัยและวงจรการวางไข ฮอรโมนที่ไดจากตอมใตสมอง (pituitary gland) แบงออ
เปน 2 ชนิด คือ luteinizing hormone (LH) และ follicle stimulating hormone (FSH
ซึง่กระตุนใหเกิดการปลอยเซลลสืบพันธุและเกิดลักษณะทางเพศขั้นที่สอง

เนื่องจากการสรางไขเปนสิ่งที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติของปลาเพศเมีย โดยกา
ควบคุมของฮอรโมนควบคุม (regulating hormone) (de Vlaming, 1974) (รูปท
ฮอรโมนโกนาโดโทรปนที่สรางจาก meso-adenohypophysis ในตอมใตสมองที่หล
ออกมาจะไปตามกระแสเลือดสูรังไข มีผลกระตุนใหเกิดพัฒนาการเจริญพันธุขอ
โอโอไซท และยังมีผลกระตุนเซลลฟอลลิเคิล (follicle cell) ใหสังเคราะหเอสโตรเจ
(Nagler and Idler, 1992) ซึ่งเปนเอสตราไดออลปฐมภูมิ (primarily estradiol) บ
บาทของเอสตราไดออลคือการกระตุนใหตับสังเคราะหไวเทลโลจีนิน (Emmersen an
Petersen,1976; Wallace, 1985)
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รูปที่ 4  กระบวนการควบคุมพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขและการสรางไวเทลโลจ
โดยฮอรโมน (Nicolas, 1999)
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นอกเหนือจากฮอรโมนเอสโตรเจนแลว พบวากลุมสารที่ออกฤทธิ์คลายเอส
เจนหรอืสารแปลกปลอมทางชีวภาพที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม เรียกวา ซีโนเอส
เจน (xenoestrogen) และซีโนไบโอติก (xenobiotic) เปนกลุมสารเคมีสังเคราะหท
หนาที่เหมือนเอสโตรเจนในสัตวมีกระดูกสันหลัง ไดแก สารเคมีกลุมยาปราบศัตรูพืช
กลุมออรกาโนคลอรีน (organochlorine) สารซักฟอก (detergent) อัลคิลฟนอล (a
phenol) ไดออกซิน (dioxin) ยารกัษาโรค และนํ้ ามันเชื้อเพลิง สารเหลานี้มีผลตาง
ตอสิ่งมีชีวิต   เชน   สามารถจับกับตัวรับ  (receptor)  ของฮอรโมนเอสโตรเจนในเซ
มะเร็งปอดของคน (Folmar et al., 2000) บงชี้วาสารซีโนไบโอติกมีผลตอการเกิดมะ
ได อีกทัง้ยังมีผลตอการสังเคราะหไวเทลโลจีนินไดในสัตวนํ้ า เชน จากการทดลองถึง
ของสาร nonylphenol ตอปลาเรนโบวเทราท พบวาสารนี้มีผลกระตุนการแสดงออกข
ยีน (gene) ส ําหรบัสังเคราะหไวเทลโลจีนินในตับในระยะเวลา 3-10 วัน หลังการฉีดส
nonylphenol ทีค่วามเขมขน 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมเขาสูปลาเรนโบวเทราททั้งเพ
และเมีย (Arukwe et al., 2002) สํ าหรับผลของสาร carbofuran ตอปลาดุกอัฟร
(Heteropneustes fossilis) ที่จัดอยูในกลุมปลาดุก (catfish) พบวาหลังการใหส
carbofuran เปนเวลา 30 วัน ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถ
ระดับของไวเทลโลจีนนิในซีรัม (serum) และรังไขของปลาระยะกอนการวา
(Chatterjee et al., 2001) และ Ishibashi และคณะ (2001) ทดลองผลของส
bisphenol A ตอปลาทอง (goldfish, Carassius auratus) โดยพบวาปลาทองเพศ
ไดรับสาร bisphenol A ความเขมขน 100 และ 1,000 ไมโครกรัมตอลิตร นาน 28 
สามารถสังเคราะหไวเทลโลจีนินได  201 ±  90 และ 104,552  ±  24,920  ไมโครก
ตอมิลลลิิตร ตามลํ าดับ ดังนั้นจึงใชการวัดระดับไวเทลโลจีนินในปลาเพศผูเพื่อบงบ
การปนเปอนของสารที่ออกฤทธิ์คลายเอสโตรเจนในแหลงนํ้ า เนื่องจากในภาวะป
ปลาเพศผูไมสังเคราะหไวเทลโลจีนนิซึง่เปนโปรตีนที่พบเฉพาะในเพศเมีย (fem
specific protein) (เจนจิตต คงกํ าเนิด, 2538; Takemura and Kim, 2001)
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1.4 ไวเทลโลจีนิน
ไวเทลโลจีนินเปนโปรตีนตั้งตนของโยลคในสัตวไมมีกระดูกสันหลังและสัต

กระดูกสันหลังที่ออกลูกเปนไข ไดแก แมลง (insect) (Pan et al., 1969) อารโทรป
(arthropod) (Lui and O’Connor, 1977) นีมาโทด (nematode) (Klass et al., 19
หอยเมนทะเล (sea urchin) (Amant et al., 1986) ปลา (Utarabhand a
Bunlipatanon, 1996; Roubal et al., 1997; Nicolas, 1999) สัตวครึ่งบกครึ่ง
(Rudack and Wallace, 1968) และสัตวปก (Greengard et al., 1964) สัตวมีกระ
สนัหลงัมีการสังเคราะหไวเทลโลจีนินโดยตับ (Mommsen and Walsh, 1988) ภาย
การกระตุนดวยฮอรโมนเอสตราไดออล (Hara and Hirai, 1978) หลงัจากไวเทลโลจ
หลั่งออกจากตับจะถูกขนถายทางกระแสเลือดไปยังโอโอไซทที่กํ าลังเติบโตในร
ไวเทลโลจีนินถูกนํ าเขาโอโอไซทดวยกระบวนการ receptor-mediated endocyto
(Opresko and Wiley, 1987a,b) แลวมีการยอยไปเปนโปรตีนโยลค คือ ลิโพไวเทล
(lipovitellin) และฟอสไวทิน (phosvitin) ซึง่ขั้นตอนขางตนเกิดขึ้นระหวางการเจ
พันธุของรังไข การเกบ็สะสมโปรตีนโยลคเกิดขึ้นเพื่อใชเปนสารอาหารสํ าหรับการเจ
เติบโตของเอมบริโอ (Follett and Redshaw, 1974; Wallace, 1978; Korsgaard a
Petersen, 1979; Byrne et al., 1989) โดยปกติสามารถพบไวเทลโลจีนินในเพศเม
อยูในวัยเจริญพันธุ (mature female) และไมพบหรือพบในระดับที่ตํ่ ามากในเพ
(male) หรือเพศเมียที่ยังเจริญไมเต็มวัย (immature female) เชนที่พบในปลาก
(เจนจติต คงกํ าเนิด, 2538) แตในเพศผูสามารถเกิดการสังเคราะหไวเทลโลจีนินไดเ
มีการกระตุนโดยการฉีดเอสโตรเจน (de Vlaming et al., 1980; van Boheman a
Lambert, 1981)

ไวเทลโลจีนินเปนโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลสูง มีขนาดตั้งแต 220 ถึง 600  ก
ดลัตนั ตามชนิดของสิ่งมีชีวิตที่แตกตางกัน อาจประกอบดวยสายโพลีเปปไทด (po
peptide) หลายสายหรือหนวยยอย (subunit) รวมกันเปนโปรตีนเชิงซอน (comp
protein) เชน การทํ า Nondenaturing polyacrylamide gel electrophore
(Nondenaturing PAGE) พบวาไวเทลโลจีนินของปลาทอง (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 าโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน (
filtration chromatography) พบวา ไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. myk
มีนํ้ าหนักโมเลกุล 442 กิโลดัลตัน (Brion et al., 2000) ไวเทลโลจีนินของปลาหมอเ
(Oreochromis mossambicus) มีนํ้ าหนักโมเลกุล 370 และ 220 กิโลดัล
(Takemura and Kim, 2001) เปนตน

ไวเทลโลจีนินในพลาสมาโดยทั่วไปประกอบดวยปริมาณที่แตกตางกันของ
ฟอสเฟตที่จับอยูกับกรดอะมิโน serine ในสายโพลเีปปไทด มีไขมันเปนองคประก
และไวเทลโลจีนินในสิ่งมีชีวิตบางชนิดมีคารโบไฮเดรตจับอยูดวยพันธะโควาเล
(covalent bond) จึงนิยามวา ไวเทลโลจีนนิเปนฟอสโฟลิโพไกลโคโปรตีน (phosp
lipoglycoprotein) จากการศึกษากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบในไวเทลโลจีนิน พบ
กรดอะมิโน alanine, glutamine, leucine และ lysine มีปริมาณมากกวากรดอะม
ชนดิอืน่ ในสิ่งมีชีวิตบางชนิดพบวาสายโพลีเปปไทดของไวเทลโลจีนินจะถูกเติมด
ฟอสเฟตและคารโบไฮเดรต (Ansari et al., 1971; Emmersen and Petersen, 19
Korsgaard and Petersen, 1979) แลวเชื่อมกับไขมันกอนที่จะถูกปลอยเขาสูกระ
เลือด ในปลาดุก (Bradley and Grizzle, 1989) และปลานิล (Chan et al., 1991) 
วาไวเทลโลจีนนิเปนโปรตีนที่ประกอบดวยสายโพลเีปปไทดสายเดียว สวนปลาทอง 
Vlaming et al., 1980) และปลาไหลญี่ปุน (Japanese eel) (Hara et al., 19
ประกอบดวยสายโพลเีปปไทดหลายสาย

ไวเทลโลจีนนิมสีมบัติเปนแอนติเจน (antigen) ทีด่ีมาก เมื่อหาความสัมพันธข
ไวเทลโลจีนนิในพลาสมากับโปรตีนโยลค พบวาโปรตีนโยลคเกิดปฏิกิริยา (cr
reactivity) กับแอนติบอดี (antibody) ตอพลาสมาไวเทลโลจีนินได (Wallace a
Begovac, 1985; Utarabhand and Bunlipatanon, 1996; พีรพงษ พึ่งแยม, 25
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และสามารถนํ าแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินมาประยุกตใชโดยอาศัยหลักการท
immunoassay

1.4.1  การทํ าใหไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์
Wiley และคณะ (1979) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของ

(Xenopus laevis) โดยการตกตะกอนไวเทลโลจีนินดวย 20 mM EDTA (ethylen
diaminetetraacetic acid) และ 0.5 M MgCl2 แลวละลายตะกอนที่ไดดวย 50 m
Tris-HCl, pH 7.5 - 1 M NaCl จากนั้นนํ าไปผานคอลัมน DEAE-Cellulose ส
Norberg และ Haux (1985) ทํ าใหไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (Sal
gairdneri) และปลาซีเทราท (sea trout, Salmo trutta) บริสุทธิ์เชนเดียวกัน โดยการ
ตะกอนดวย 20 mM EDTA ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7 และ 0.5 M MgCl2 จาก
ละลายตะกอนแลวแยกดวยคอลัมน DEAE-Sephacel ไดไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของป
เทราททั้งสองชนิดมีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากันคือ 440 กิโลดลัตัน และ Brown และคณ
(1997) ทํ าใหไวเทลโลจีนินของ tuatara (Sphenodon punctatus) บริสุทธิ์จ
พลาสมาของสัตวเลื้อยคลานชนิดนี้ที่ถูกกระตุ นการสังเคราะหไวเทลโลจีนินด
ฮอรโมนเอสโตรเจน

Riazi และ Fremont (1988) ไดทํ าใหไวเทลโลจีนินของปลาเรนโ
เทราท (S. gairdneri) บริสุทธิ์โดยการเซนตริฟวจดวยความเร็วสูง (ultracentrifug
tion) ที่ความเร็ว 150,000 x g นาน 24 และ 72 ชั่วโมง พบไวเทลโลจีนนิมีคาความห
แนนในการลอยตัว (density of floatation) เทากับ 1.28 กรัมตอมิลลิลิตร  และพีรพ
พึ่งแยม (2545) ไดทํ าการแยกไวเทลโลจีนินของปลากระบอกดํ า (L. subviridis) โ
การเซนตริฟวจดวยความเร็วสูงที่ความเร็ว 14,433 x g นาน 18 ชั่วโมง พบวาไวเทล
จนีนิอยูในสารละลาย KBr ทีค่วามหนาแนน (d, density) เทากับ 1.23 กรัม
มิลลิลิตร แลวนํ าไปแยกไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ตอดวยคอลัมน Superdex 200 HR

Utarabhand และ Bunlipatanon (1996) ไดทํ าใหไวเทลโลจีนินข
ปลากะรัง (Epinephelus malabaricus) ที่ถูกฉีดกระตุนดวย 17 เบตา-เอสตราไดอ
(17β-estradiol) บริสุทธิ์ดวยคอลัมน DEAE-Sephacel จากการชะดวย NaCl ที่เ
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ความเขมขนแบบตอเนื่อง (linear gradient) จาก 0-0.5 M พบวาไวเทลโลจีนินถูก
ออกจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.25 M NaCl แลวนํ าไปแยกตอดวยคอลัมน Sep
dex G-150 แยกไดไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ ขณะที่ Heppell และ Sullivan (1999) ไดแ
ไวเทลโลจีนินของปลา gag (Mycteroperca microlepis) ซึง่เปนปลาวงศเดียวกับป
กะรังใหบริสุทธิ์ไดในขั้นตอนเดียวโดยคอลัมน DEAE-agarose ซึ่งไวเทลโลจีนินถูก
ออกมาจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.25-0.30 M NaCl

Takemura และ Teruya (1997) น ําพลาสมาของปลา coral tr
(Plectropomus leopardus) ผานคอลัมน hydroxylapatite เนื่องจากไวเทลโลจีน
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบที่เปนนํ้ าตาล N-acetyl-D-glucosamine และ กลูโ
(glucose) หรือ แมนโนส (mannose) จากนั้นจึงนํ าไปผานคอลัมน Sephacyl S-3
ไดไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ขนาด 350 กิโลดลัตัน ทํ านองเดียวกันกับ Hashimoto แ
คณะ (2000) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลา barfin flounder แ
Fukada และคณะ (2003) ทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลาคา
(carp, Cyprinus carpio) โดยผานคอลัมน hydroxylapatite และคอลัมน Supero
6B

1.4.2 แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนิน
ไวเทลโลจีนินและลิโพไวเทลลินเปนโปรตีนขนาดใหญ มีสมบัติเ

แอนติ เจนที่ดี  เหมาะสํ  าหรับการสังเคราะห แอนติบอดี เพื่อประยุกต ใช ท
immunoassay เชน การวดัระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาของปลาเรนโบวเทราทเ
เมียเพื่อศึกษาวงจรการสืบพันธุดวย ELISA (Bon et al., 1997) หรือการวัดความ
ขนของไวเทลโลจีนนิในซีรัมของปลา flounder (Pleuronectes yokohamae) เพศผู เ
ใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ของฮอรโมนเอสโตรเจนที่ปนเปอนในท
(Hashimoto et al., 2000) เปนตน ซึ่งอาจใชอยูในรูปแอนติบอดีชนิดโพลีโคลน
(polyclonal antibody) ซึ่ง Rodriguez และคณะ (1989) กระตุนใหกระตายสังเครา
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาลิ้นหมา (sole, Solea vulgaris) ดวยการ
ไวเทลโลจีนนิปริมาตร 500 ไมโครลิตร (500 ไมโครกรัม) ที่ไดจากการตกตะกอนด
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EDTA และ Mg2+ ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
เขาใตชั้นผิวหนัง (subcutaneous) บริเวณหลังของกระตาย 20 จุดที่แตกตางกัน 
จากนัน้ฉดีซํ้ าอีก 4 ครั้ง ทุกสัปดาห จึงฉีดซํ้ าโดยใชระยะเวลาหางกัน 15 วัน อีก 2 ค
จะไดแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาลิ้นหมา ซึ่งตรวจสอบการสังเครา
แอนติบอดีโดย radial immunodiffusion ใน 1.5% agarose gel พบวามีการสังเครา
แอนติบอดีที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินและพลาสมาของปลาลิ้นหมาเ
เมยีเต็มวัย แตไมเกิดกับพลาสมาของปลาเพศผู และ MañanÓs และคณะ (1994a
นํ าไวเทลโลจีนินของปลากะพง (Dicentrachus labrax L.) ความเขมขน 1 มิลลิกรัม
มิลลิลิตร ผสมกับ Freund’s complete adjuvant (1:1) ฉดีเขาใตชั้นผิวหนังข
กระตาย จึงฉีดซํ้ าอีก 4 ครัง้ ทุกสัปดาห และฉีดทุก 2 สัปดาห อีก 4 ครั้ง จึงเก็บเล
เพื่อแยกแอนติบอดี เมื่อนํ าไปทดสอบ พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเปนอยางด
ไวเทลโลจนีินของปลากะพง ขณะที่ Yao และ Crim (1996) นํ าไวเทลโลจีนินจากป
โอเชียนเพาท (ocean pout, Macrozoarces americanus  L.) ปริมาณ 1 มิลลิก
ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของกระตายขาวพ
นวิซีแลนด (white New Zealand rabbit) ทีมี่นํ้ าหนักตัว 2-3 กิโลกรัม หลังจาก
1 เดือน จึงฉีดซํ้ าดวยไวเทลโลจีนิน 1 มิลลิกรัม ผสมกับ Freund’s incompl
adjuvant จ ํานวน 2 ครั้ง เวนระยะเวลาครั้งละ 1-1.5 เดือน หลังการฉีดกระตายครั้ง
ทายเปนระยะเวลา 1 เดือน เจาะเลือดกระตายเพื่อแยกแอนติบอดีที่ใชสํ าหรับ
radioimmunoassay ติดตามไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาท, lumpf
(Cyclopterus lumpus) และ Atlantic cod (Gadus morhua) พบวา แอนติบอด
ไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาทเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพ
เทานั้น สวน Utarabhand และ Bunlipatanon (1996) ใชไวเทลโลจีนินของปลาก
(E. malabaricus) ปริมาณ 1 มิลลิกรัม ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของกระตายขาวพ
นวิซีแลนด 4-5 จุด ฉีดซํ้ าดวยไวเทลโลจีนนิปริมาณ 1 มิลลิกรัม ทุก 2 สัปดาห จํ าน
2 ครั้ง และฉีดครั้งสุดทายดวยไวเทลโลจีนนิปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม พบวากระต
สามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากะรังหลังการฉีดดวยไวเทล
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จนีนิครั้งแรก และคอย ๆ เพิ่มปริมาณขึ้นตามจํ านวนครั้งของการฉีด และ Fenske แ
คณะ (2001) นํ าไวเทลโลจีนินจากปลามาลาย (zebrafish, Danio rerio Hamilt
Buchanan) 100 ไมโครกรัมใน Freund’s complete adjuvant ฉดีเขาใตชั้นผิวห
กระตาย หลังจากนั้นใชไวเทลโลจีนนิ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freund’s incompl
adjuvant ฉีดในวันที่ 14, 28 และ 56 ทํ าการฆากระตายในวันที่ 80 เพื่อนํ าเลือดไปแ
แอนติบอดี ในขณะที่พีรพงษ พึ่งแยม (2545) นํ าไวเทลโลจีนิน บริสทุธิ์ของปลากระบ
ดํ า 20 ไมโครกรัม ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังข
กระตายขาว 2-3 จุด และในผิวหนัง (intradermal) 3-4 จุด ทุกสัปดาห จ ํานวน 2 ค
หลงัจากนั้น 2 สัปดาหฉีดดวยไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์ 20 ไมโครกรัมที่ผสมกับ   Freun
incomplete adjuvant พบวากระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจ
บริสุทธิ์ของปลากระบอกดํ าหลังการฉีดดวยไวเทลโลจีนินครั้งที่ 2 และคอย ๆ เ
ปริมาณขึ้นตามจํ านวนครั้งของการฉีด ซึ่งสามารถนํ าแอนติบอดีที่ไดไปใชในการ
Western blot และ ELISA ไดเปนอยางดี

สํ าหรับการใชในรูปแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอล  (monoclo
antibody) ไดแก การทดลองของ Goodwin และคณะ (1992) ฉีดไวเทลโลจีนินบริส
ของปลากดอเมริกัน (Ictalurus punctatus) ปริมาณ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freun
complete adjuvant เขาใตชั้นผิวหนังของหนูพันธุ Balb/c ฉดีซํ้ าอีก 2 ครั้ง 
2 สัปดาห ดวยไวเทลโลจีนนิ 30 ไมโครกรัมที่ผสมกับ Freund’s incomplete adjuv
และกอนทํ าการฆาหนู 3 วัน ฉีดไวเทลโลจีนนิ 50 ไมโครกรัม เมื่อฆาหนูแลว นํ าเซ
มาม (spleen cells) ของหนูไปเชื่อม (fuse) กบัเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง (myeloma 
line) แลวคัดเลือกเอาเซลลที่เกิดไฮบริด (spleen-myeloma hybrid cell) ไปเพาะเล
เพือ่ใหสังเคราะหแอนติบอดี ซึ่งตรวจสอบการสังเคราะหแอนติบอดีโดยเทคนิค EL
และตรวจความจํ าเพาะของแอนติบอดีโดย Western blot พบวาแอนติบอดีชนิดโม
โคลนอลสามารถเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนขนาด 150 กิโลดลัตนั ในพลาสมาปลาเพศ
ถูกฉีดดวยเอสตราไดออล แตไมพบในปลาเพศผูกลุมควบคุมซึ่งไมถูกฉีดฮอรโมน ข
ที่ Kordes และคณะ (2002) ใชลิโพไวเทลลินบรสิทุธิ์ของปลาเมดากา (meda
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Oryzias tatipes) ปริมาณ 220 ไมโครกรัม ฉีดเขาใตชั้นผิวหนังของหนูพันธุ Balb/
Black 57 จ ํานวน 3 ครั้ง รวมระยะเวลา 7 สัปดาห หลังการฉีดครั้งสุดทาย 3 วัน จึง
หนูเพื่อนํ าเซลลมามของหนูไปเชื่อมกับเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง แลวคัดเลือกเอาเซล
เกิดไฮบริดไปเพาะเลี้ยงเพื่อผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอล จากการทดสอบพบ
แอนติบอดีเกิดปฏิกิริยากับลิโพไวเทลลินของปลาเมดากา และสามารถเกิดปฏิกิริยา
ไวเทลโลจีนนิ และโปรตีนโยลคที่ไมไดทํ าบริสุทธิ์ของปลาเมดากา โดยไมเกิดปฏิกิร
กบัเลือดของปลาเพศผู

แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินหรือลิโพไวเทลลินที่ถูกสังเคราะหขึ้นมา
ความจํ าเพาะสูงมากตอไวเทลโลจีนินและลิโพไวเทลลินของปลาชนิดนั้น ๆ เ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาโอเชียนเพาทเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของป
โอเชียนเพาทเทานั้น (Yao and Crim, 1996) แตมีแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินหรือล
ไวเทลลินของปลาบางชนิดสามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาชนิดอื่น
เชน แอนติบอดีตอไวเทลโลจนีินของปลาแซลมอน (salmon, Salmo salar) สามา
เกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) (Watts et al., 20
และแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาไน (C. carpio) สามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเ
โลจีนินของปลา fathead minnow (Pimephales promeles) ได (Mylchreest et 
2003) หรือแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลากะรังสามารถเกิดปฏิกิริยากับไวเทล
จนีนิของปลาในวงศเดียวกัน รวมทั้งปลากระบอกดํ าไดดวย (เจนจิตต คงกํ าเนิด, 25
พีรพงษ พึ่งแยม, 2545)

1.5 ตัวรับไวเทลโลจีนิน (Vitellogenin receptor)
สตัวออกลูกเปนไขมีกระบวนการที่สํ าคัญคือ receptor mediated end

cytosis เพือ่น ําสารอาหารเขาสูเซลลไขและสะสมในรูปของโปรตีนโยลค ซึ่งมีผลต
พัฒนาการเจริญพันธุของโอโอไซท ตวัรับไวเทลโลจีนินที่อยูบริเวณผิวเซลลโอโอไซท
มีปริมาณและความสามารถในการจับจํ าเพาะแปรผันตามปริมาณของไวเทลโลจีนิน
พลาสมา จากการทดลองของ Dhadialla และคณะ (1992) พบวาตัวรับไวเทลโลจีน
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ของยุง (mosquito, Aedes aegypti) มีการจับจํ าเพาะตอไวเทลโลจีนนิและมีบริเว
จับ (binding site) เพยีงแหงเดียว และเมื่อทดลองโดยการใชสาร suramin ซึง่เปนส
โพลซีลัเฟตโพลีไซคลิกไฮโดรคารบอน (polysulphated polycyclic hydrocarbon) ท
ผลลดการจับกันระหวางตัวรับกับสารลิแกนด (ligand) หลายชนิด เชน low dens
lipoprotein (LDL) ของสัตวมีกระดูกสันหลัง ไวเทลโลจีนินของไก ไวเทลโลจีนินข
แมลงสาบ (cockroach) และตั๊กแตน (locust) เปนตน การทดลองโดยบมตัวรับก
ไวเทลโลจนีนิของยุงเปนเวลา 10-20 นาที ทํ าใหเกิดการจับกันระหวางตัวรับและไวเท
โลจีนนิ เมื่อเติมสาร suramin ที่มีความเขมขน 5 mM บมเปนเวลา 30 หรือ 70 น
พบวาปริมาณของไวเทลโลจีนนิทีจ่บักับตัวรับลดลง แสดงวาตัวรับไวเทลโลจีนินมีก
จบัและปลอยไวเทลโลจนีินออกได เพื่อที่จะสามารถนํ าตัวรับกลับมาใชใหมได

ตัวรับไวเทลโลจีนนิสามารถพบไดในสัตวตาง ๆ เชน ตัวรับไวเทลโลจีนินบ
เมมเบรนโอโอไซทของยุง มีขนาด 205 กิโลดลัตัน และมีคาความจํ าเพาะของการจ
(Kd) ระหวางตัวรับกับไวเทลโลจีนนิเปน 26 nM (Dhadialla et al., 1992) และ 15 n
(Sappington et al., 1995) สวนตัวรับไวเทลโลจนีินของแมลงสาบ (Nauphoe
cinerea) มีคา Kd ระหวางตัวรับกับไวเทลโลจีนนิเปน 0.5 µM (König and Lanzre
1985) แตไมจับกับไวเทลโลจนีินของแมลงสาบ Leucophaea maderae ในขณะท
รับไวเทลโลจีนินของ L. maderae สามารถจับกับไวเทลโลจีนินของ N. cinerea 
สํ าหรับตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทของกุงมังกร (lobster, Homar
americanus) ถูกสกัดออกจากเมมเบรนไดอยางมีประสิทธภาพมากที่สุด โดย 0.1 
sodium deoxycholate (DOC) (Laverdure and Soyez, 1988) และมีคา Kd ระหว
ตัวรับกับไวเทลลิน (vitellin) เปน 70 nM

ตัวรับไวเทลโลจีนนิในสัตวมีกระดูกสันหลัง จัดอยูใน low density lipoprot
receptor (LDLR) gene superfamily ทีมี่สวนประกอบ 5 สวน 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
กวา LDLR ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นั่นคือ ตัวรับไวเทลโลจีนนิมชีุดของยีนของ ligan
binding domain จํ านวน 8 ซํ้ าเหมือนกับ VLDLR สวนของ LDLR มีเพียง 7 ซํ้ า

จากการศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนินของรังไขกบ พบวามีขนาด 115 กิโลดัลต
(Stifani et al., 1990b) เลือกรับพลาสมาไวเทลโลจีนนิไดดีกวาพลาสมาโปรตีนชนิดอ
5-6 เทา แสดงใหเห็นวารังไขมีตัวรับที่จํ าเพาะกับไวเทลโลจีนิน (Wallace et al., 197
ตอมา Opresko และ Wiley (1987a,b) พบวาการรับไวเทลโลจีนนิเขาสูโอโอไซทขอ
กบอาศัยตัวรับ โดยพบวาการจับระหวางไวเทลโลจีนนิกบัตัวรับเปนการจับแบบไมถาว
และความเสถียรของตัวรับไวเทลโลจีนินจะลดลงเมื่อยอยตัวรับดวยเอนไซมทริปซ
(trypsin) ดวยภาวะที่ไมรุนแรง (0°ซ นาน 35 นาที)

ในการสกัดเมมเบรนจากเซลลโอโอไซทของไกดวย octyl-β-D-glucoside แล
แยกดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (Sodium dodec
sulphate - polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) สภาพไมรีดิว
(nonreduced) หลังการขนถายโปรตีนจากแผนเจลไปยงัแผนไนโทรเซลลูโลส (nitr
cellulose membrane) ท ําการบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของไกที่ติดฉลากดวยสา
กัมมันตรังสี 125I ปรากฏแถบของสารกัมมันตรังสีตรงแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลก
96 กิโลดลัตัน ซึ่งเปนแถบตัวรับไวเทลโลจีนินบนเมมเบรนโอโอไซทของไก (Stifani 
al., 1988)  เมื่อทํ าการสกัดเมมเบรนจากเซลลโอโอไซทของไกดวย 1% Triton X-10
แลวทํ าตอวิธีการเดิมแตบมดวยไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ของกบที่ติดฉลากดวยสา
กัมมันตรังสี 125I แทนไวเทลโลจนีินของไก ปรากฏแถบสารกัมมันตรังสีตรงกับแถ
โปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 96 กิโลดลัดนั แตพบเฉพาะจากการทดลองที่แยกดวย SD
PAGE สภาพไมรีดิวซเทานั้น คณะผูทดลองจึงไดสรุปวา พันธะไดซัลไฟด (disulphid
bond) ที่อยูระหวางสายเปปไทดมีบทบาทสํ าคัญตอการทํ าหนาที่ของตัวรับไวเทลโ
จีนิน (Stifani et al., 1990b) เชนเดียวกับตัวรับลิโพโปรตีน (lipoprotein recepto
ชนดิอื่น ๆ เชน VLDLR ของไก นอกจากนี้พบวาตัวรับไวเทลโลจีนินของไกสามารถจ
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กับไวเทลโลจีนินของกบได แสดงวาไวเทลโลจีนินและตัวรับไวเทลโลจีนินของไกและ
อาจมีสมบัติทางกายภาพที่เหมือนกัน

การศึกษาตัวรับไวเทลโลจีนนิในเซลลโอโอไซทของปลาชนิดตาง ๆ มีดังนี้ Ch
และคณะ (1991) ตรวจวดัตัวรับไวเทลโลจีนินจากเมมเบรนของไขปลานิลดวยไวเทล
จนีนิบริสุทธิ์ที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี 125I โดยวิธี radioimmunoassay พบ
ตัวรับไวเทลโลจีนินจับกับไวเทลโลจีนินอยางจํ าเพาะ แตไมจับกับสารสกัดของเนื้อ
ตาง ๆ ไดแก ตับ สมอง กลามเนื้อ ลํ าไส หรืออัณฑะของปลานิล และคา Kd ระห
ไวเทลโลจนีนิกับตัวรับบนเมมเบรนของโอโอไซทระยะกอนการสะสมไวเทลโลจีนิน ระ
สะสมไวเทลโลจีนนิ และระยะกอนการตกไขของปลานิล มีคา 1.51, 1.07 และ 0
µM ตามลํ าดับ ขณะที่ Lancaster และ Tyler (1994) สกัดเมมเบรนจากโอโอไซทข
ปลาเรนโบวเทราท (O. mykiss) ดวย octyl-β-D-glucopyranoside แลวทํ า liga
blot พบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 200 และ 100 กิโลดัลตัน ทีเ่กิดปฏิกิร
ของสารกัมมันตรังสี แตไมเกิดกับสารสกัดเนื้อเยื่ออ่ืน ซึง่ไดสรุปวาแถบโปรตีนทั้งส
เปนตวัรับไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท และคา Kd ระหวางไวเทลโลจีนินกับ
รับบนเมมเบรนของโอโอไซทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 3.0 แ
4.5 มิลลิเมตร  มีคา 1.3, 3.5, 3.2, 2.5, 1.8 และ 1.2 nM ตามลํ าดับ เชนเดียวกับข
ปลา white perch (M. americana) ทีมี่นํ้ าหนักโมเลกุล 157 และ 106 กิโลดัลตัน (T
et al., 1996) และมีคา Kd ระหวางไวเทลโลจีนนิกบัตัวรับบนเมมเบรนของโอโอไ
เทากับ 0.4 µM

1.6 การประยุกตใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนิน
ไดมีการใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินไปประยุกตใชในการตรวจสอบท

immunoassay เพื่อใชในการตรวจวัดคุณภาพหรือระดับไวเทลโลจีนนิและตัวรับไวเ
โลจีนนิ อาทิเชน ใชวิธี Ouchterlony immunodiffusion ในการตรวจสอบความจํ าเพ
ของแอนติบอดีกับไวเทลโลจีนินของปลาตางชนิดกัน คือการใชแอนติบอดีตอไวเทล
จีนินของปลาหมอ (Oreochromis aureus) ทดสอบกับไวเทลโลจีนินของปลา
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(C. carpio) ปลาทอง (C. auratus) และปลาหมอเทศ (O. mossambicus) พบ
แอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาหมอไมเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลา
และปลาทองซึ่งเปนปลาตางวงศกัน แตเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินของปลาหมอเ
ซึง่เปนปลาในวงศเดียวกัน (Ding et al., 1989) ขณะที่ Bon และคณะ (1997) ตร
สอบความจํ าเพาะของแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของปลาเรนโบวเทราท (O. myk
พบวาแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยากับไวเทลโลจีนินบริสุทธิ์ พลาสมาของปลาเพศเมียระ
สะสมโปรตีนโยลค พลาสมาของปลาเพศผูที่ถูกฉีดดวย 17 เบตา-เอสตราไดออลแ
สารสกัดโปรตีนโยลค แตไมเกิดปฏิกิริยากับพลาสมาของปลาเพศผูปกติ และปลาเ
เมียที่ยังไมเจริญพันธุของปลาชนิดเดียวกัน เชนเดียวกับผลการทดลองของปลาก
(เจนจิตต คงกํ าเนิด, 2538)

อาจใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินในการวัดระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาป
เทราทโดยวิธีร็อกเก็ตอิมมูโนอิเล็กโทรฟอรีซิส  (rocket immunoelectrophoresis, R
พบวาปลาเทราทเพศผูมีระดับไวเทลโลจีนินในพลาสมาตํ่ ามากและไมพบไวเทลโลจ
ในเนื้อเยื่ออ่ืน เชน มามและกลามเนื้อ (Ding et al., 1989) และเปนวิธีที่ใชวัดระดับข
ไวเทลโลจีนนิในพลาสมาปลากะรัง ซึ่งไมพบไวเทลโลจีนนิในปลากะรังเพศผูหรือในป
วัยเยาว แตพบเฉพาะในปลากะรังเพศเมียวัยเจริญพันธุเทานั้น (เจนจิตต คงกํ าเน
2538)

radioimmunoassay (RIA) เปนวิธีที่มีความไวสูง โดยอาศัยแอนติบอด
ไวเทลโลจีนินหรือลิโพไวเทลลินที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี เชน So และค
(1985) ใชไวเทลโลจีนินที่แยกจากพลาสมาของปลาแอตแลนติคแซลมอน (Atlan
salmon)เพื่อพัฒนาวิธี RIA ซึง่ทํ าใหมีความจํ าเพาะและความไวในการวัดมากกวา
ร็อกเก็ตอิมมูโนอิเล็กโทรฟอรีซิส นอกจากนี้การตรวจหาปริมาณไวเทลโลจีนิน
พลาสมาโดยวิธี chemiluminescent immunoassay พบวามีความจํ าเพาะและความ
สูง ซึง่ Fukada และคณะ (2003) ทํ าการวัดปริมาณไวเทลโลจีนนิในพลาสมาข
ปลาไน สามารถวัดไดในชวง 1.95-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
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 ELISA เปนเทคนิคที่มีการวิเคราะหแบบจับ (binding assay) ซึ่งอาศัยหลักก
เกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี มีความไวของการวัดในระดับนาโนก
(nanogram, ng) และมคีวามจํ าเพาะสูง โดยนํ าแอนติเจนหรือแอนติบอดีไปติดฉล
ดวยเอนไซม (enzyme) แทนการใชสารกัมมันตรังสี ซึ่งเปนสารที่มีอันตราย และมีอ
การใชงานจํ ากัด หรือติดฉลากกับสารเรืองแสงที่มีความไวสูง แตมีขั้นตอนที่ยุงยาก ร
ทัง้สารเคมีและอุปกรณที่ใชมีราคาแพงมาก ดังนั้นเทคนิค ELISA จงึเหมาะสมตอก
นํ าไปประยุกตใชเพื่อหาปริมาณไวเทลโลจีนนิ หรือปริมาณตัวรับไวเทลโลจีนนิ เชน ก
ใชแอนติบอดีตอลิโพไวเทลลินของหนอนตัวแบน (tapeworm, Tenebrio molitor) 
ปริมาณลิโพไวเทลลินในรังไขไดในระดับไมเกิน 50 ไมโครกรัม (microgram, µg) เ
ติดตามการเจริญของไขพยาธิชนิดนี้ (Webb and Hurd, 1995) และ Tsukimura แ
คณะ (2000) วัดปริมาณลิโพไวเทลลินในระยะพัฒนาการเจริญพันธุขั้นตาง ๆ ของ
ridgeback (Sicyonia ingentis) ในชวง 0-0.8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ขณะที่ Pa
และคณะ (1999) ใชแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินของ fathead minnows วัดปริม
ไวเทลโลจีนินในพลาสมาของปลาเพศเมียระยะสะสมโปรตีนโยลค พลาสมาของป
เพศผูที่ถูกฉีดดวย 17 เบตา-เอสตราไดออล และสารสกัดโปรตีนโยลค พลาสมาข
ปลาเพศผูปกติ และปลาเพศเมียที่ยังไมเจริญพันธุ

วัตถุประสงค

1. เพื่อทํ าใหไวเทลโลจีนินบรสิทุธิ์จากพลาสมาของปลากระบอกดํ า
2. เพื่อสังเคราะหแอนติบอดีตอไวเทลโลจีนินบรสิุทธิ์ในกระตาย
3. เพื่อพัฒนาเทคนิค ELISA ทีเ่หมาะสมในการหาปริมาณไวเทลโลจีนิน
4. เพื่อพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหแบบจับที่เหมาะสมในการศึกษาตัว

ไวเทลโลจีนนิในเมมเบรนของเซลลโอโอไซทจากปลากระบอกดํ า
5. เพื่อศึกษาสมบัติในการจับไวเทลโลจีนินของตัวรับไวเทลโลจีนิน

เมมเบรนของโอโอไซทจากปลากระบอกดํ า
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