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 ประชากรงูเหาไทยลดลงในถิน่ที่อยูอาศัยธรรมชาติกระทบตอระบบนิเวศ กอปร
การแพทยตองการงูเหาไทยเพื่อรีดพิษทําเซรุม นําไปสูการการเพาะขยายพันธุงูเหาไทยในกรงเลี้ยง
ในอนาคต ซ่ึงจําเปนอยางยิ่งตอการศึกษาวจิัยดานชีววิทยาระบบสืบพันธุของงูเหาไทย ซ่ึงมีการ
ศึกษาวจิัยนอยมากในประเทศไทยโดยเฉพาะอยางยิ่งในนิเวศกรงเลี้ยง การวิจยัคร้ังนีจ้ึงมุงเนน
ศึกษามหกายวภิาค ระบบขับถายสืบพันธุ จลุกายวภิาคระบบสืบพันธุ และฮอรโมนเพศของงูเหา
ไทย (Naja kaouthia) เพศเมียและเพศผูในกรงเลี้ยงของสถานเสาวภา สภากาชาดไทย จากการวิจัย
คร้ังนี้พบวาสณัฐานวิทยาของรังไขของงูเหาไทยเปนรูปยาวรี ขางขวาใหญกวาและอยูหนากวาขาง
ซาย ภายในรังไขมีฟอลลิเคิลเรียงเปนแถวยาวและทอนําไขทอดตัวยาวเปนแนวเดยีวกบัรังไขไป
เปดที่ทวารรวม มีไต 2 ขาง ขนาดเทากนัโดยขางขวาอยูหนากวาขางซาย และทอไตเปนทอใสยาว
ทอดออกจากไตไปเปดที่ทวารรวม ภายในรงัไขของงูเหาไทยพบฟอลลิเคิลระยะกอนสะสมไขแดง 
(previtellogenic follicle) และระยะสะสมไขแดง (vitellogenic follicle) และคอรปสลูเทียม 
(corpus luteum) เฉพาะในรงัไขที่เก็บศึกษาในเดือนพฤศจิกายน ไมพบในเดือนพฤษภาคม สวน
อัณฑะของงูเหาไทยเปนรูปยาวร ีขางขวาใหญกวาและอยูหนากวาขางซายเชนกนั                         
มีหลอดนําอสุจิตอจากอณัฑะไปเปดทีเ่ฮมิเพนิส ไตและทอไตของงูเหาไทยเพศผูเหมือนกันกับ
ของเพศเมีย ภายในอณัฑะของงูเหาไทยประกอบดวยทอเซมินิเฟอรัสมากมายซึ่งภายในทอมีอสุจิ
ระยะตางๆ อยางไรก็ตามไมพบความแตกตางของทอดัคตัสเอฟเฟอเรนสและเอพิดไิดมิสใน    
งูเหาไทยที่เก็บศึกษาในเดือนพฤษภาคมและเดือนพฤศจิกายน ระดับความเขมขนเฉลี่ยของ
ฮอรโมนเอสตราไดออลของงูเหาไทยเพศเมียสูงในชวงเดือนตลุาคมถึงเดือนพฤศจกิายน สวน
ระดับความเขมขนเฉลี่ยของฮอรโมนเทสทอสเทอโรนของงูเหาไทยเพศผูสูงในชวงเดอืนสิงหาคม
ถึงกันยายน อยางไรก็ตามงูเหาไทยไมแสดงพฤติกรรมการสืบพันธุในกรงเลี้ยงจากการเฝาสังเกต 
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 As Thai monocled cobra is at high risk of  various causes, especially human hunting and become 
threatened with extinction. Therefore, the Queen Saovabha Memorial Institute (QSMI), Thailand, initiated a 
captive breeding program to supply healthy snakes for venom and antivenom production. However, to be 
successful in their propagation, the reproductive biology of  Thai monocled cobra maintained in captivity is 
basically required, namely gross anatomy of female and male urogenital systems, histology of ovaries and 
testes and monthly sex hormonal profiles of male total testosterone and female estradiol and also their 
reproductive behavior. All of the samples were collected at the Queen Saovabha Memorial Institute. It was 
found that ovaries were elongated with the right ovary larger and more anterior to the left one. A single array 
of follicles inside ovaries was demonstrated. Oviducts and ureters were open to a common cloaca. Testes were 
also elongated with the right testis larger and more anterior to the left one. The vas deferens was open to the 
hemipenis. Two stages of follicle development, previtellogenic follicles and vitellogenic follicles were 
recognized within their ovaries. Additionally, corpus luteums were found in ovaries collected in November 
but not in May. The atretic follicles were commonly appeared. Their testes were composed of seminiferous 
tubules. Various stages of spermatogenic development were processed seminiferous tubule. However, no 
difference in the process of spermatogenic development between May and November was found. Female Thai 
monocled cobra had two kidneys with the right kidney more anterior to the left one, the same as that of the 
male. Female estradiol concentration was surged in between October-November while as male total 
testosterone level was peaked in between August-September, one to two months prior to male maximal levels. 
However, no data on their reproductive behaviors observed in captivity was available and also no natural Thai 
monocled cobra was available to be compared to captive Thai monocled cobra.  
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คํานํา 
 

งูเปนกลุมสัตวเล้ือยคลานที่มีทั้งคุณคา และมีโทษตอมนุษยโดยเฉพาะงพูิษจําพวกพิษ
อันตรายและพษิออน อยางไรก็ตามประชากรของงูพิษนอยกวาประชากรของงูไมมีพษิ (วิโรจนและ
บุญเยือน, 2525) มนุษยใชประโยชนทางตรงจากงูไดแก เนื้อ หนัง กระดูกและเครื่องใน เปนตน 
สวนประโยชนทางออมเปนการควบคุมประชากรของหนศูัตรูพืช และหนูพาหะนําโรค (สุขใจ, 
2534) ในทางการแพทย งูเหาซ่ึงเปนงูพิษชนิดหนึ่งที่นํามารีดพิษงูเพื่อการผลิตเซรุม นอกจากนัน้มี
รายงานวาพิษงูเหาสามารถลดความเจ็บปวดเรื้อรังจากโรคไขขออักเสบ  (Deoras, 1965)    ปจจุบัน
มนุษยนิยมจับงูเหาขายและสงออกตางประเทศ สงผลใหจํานวนประชากรงูเหาลดลงจากถิ่นที่อยู
อาศัยตามธรรมชาติและใกลสูญพันธุจากธรรมชาติของประเทศไทย สถานเสาวภา สภากาชาดไทย
จึงริเร่ิมโครงการนํางูเหาไทยมาเลี้ยงในกรงเลี้ยงเพื่อทําการรีดพิษสําหรับใชในการผลิตเซรุม 
กระตุนใหกลุมนักวจิัยทําการศึกษาวจิยัมากมายเกี่ยวกับชีววิทยาของงูเหา  เปนตนวา Salakij et al. 
(2002) ศึกษาเปรียบเทียบโลหิตวิทยาในงูเหา 3 ชนิด คือ งูเหาไทย งูเหาพนพิษสยาม และงูเหาทอง
พนพิษ Chanhome et al. (2001) ศึกษาการเพาะเลี้ยงงพูิษในประเทศไทย ไดแกงูเหาไทย งูเหาพน
พิษสยาม งูจงอาง งูสามเหลี่ยม งูทับสมิงคลา งูกะปะ และงูแมวเซา ณฏัฐิณี (2544) ศึกษาลําดับ
กรดอะมโินของอะโปไลโปรตีนชนิดอีของสัตวเล้ือยคลาน 4 ชนิดที่พบในประเทศไทย ไดแก 
จระเขน้ําจืด จระเขน้ําเค็ม งูเหาไทย และแย ประทานพร (2538) ศึกษาผลของพิษงูเหาและสวนสกดั
ที่เปนพิษตอการทํางานหัวใจและไตในสนุัขที่สลบ และวรรณา (2534) ศึกษาองคประกอบของพษิ      
งูเหาไทยที่มีผลตอการตายของเนื้อเยื่อเฉพาะบริเวณ เปนตน อยางไรกต็ามการวิจยัดานชีววิทยาการ
สืบพันธุของงูเหาไทยในกรงเลี้ยงเพื่อการขยายพนัธุมีการศึกษากนันอยมาก ซ่ึงเปนศาสตรที่มีความ
จําเปนอยางยิ่งตอการเพาะเลี้ยงงูเหาไทยในอนาคต เพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานการเพาะเลี้ยงขยายพนัธุ
งูเหาที่กําลังถูกคุกคามจนใกลสูญพันธุจากธรรมชาติ การวิจัยคร้ังนี้จึงมุงเนนศึกษา กายวภิาคศาสตร
ระบบขับถายสืบพันธุของงูเหาไทยเพศเมยีและเพศผู จุลกายวิภาคของรังไขและอัณฑะของงูเหาไทย 
นอกจากนั้นการประสบความสําเร็จสวนหนึ่งควรใชวิทยาตอมไรทอตรวจสอบความแปรปรวนของ
ฮอรโมนควบคุมพฤติกรรมการสืบพันธุของงูเหาไทย แมไมมีงูเหาไทยจากแหลงธรรมชาติไวศึกษา
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เปรียบเทียบกต็าม นิเวศกรงเลี้ยงจึงเปนแนวทางหนึ่งในการศึกษาวจิัยวงรอบการเปลี่ยนแปลงของ
ฮอรโมนการสืบพันธุในรอบปของงูเหาไทย 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 

 
1.  ศึกษากายวิภาคศาสตรระบบขับถายสืบพันธุงูเหาไทยเพศเมียและเพศผู 
2.  ศึกษาเปรียบเทียบจุลกายวิภาคศาสตรรังไขและอัณฑะของงูเหาไทย 
3.  ศึกษารอบปของฮอรโมนเอสตราไดออลในงูเหาไทยเพศเมีย 
4.  ศึกษารอบปของฮอรโมนเทสทอสเทอโรนในงูเหาไทยเพศผู 



การตรวจเอกสาร 
 
 
 

1. ชีววิทยาของงูเหาไทย 
1.1 อนุกรมวิธาน 

 
   งูเหาไทย มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Naja kaouthia Lesson, 1831 มีช่ือสามัญวา 
Monocled cobra งูเหาหมอ            Lesson (1831) ไดจัดลําดับทางอนุกรมวิธานดังนี้  

Phylum Chordata 
Class Reptilia 

Order Squamata 
Suborder Serpentes 

Family Elapidae 
Genus Naja Laurenti, 1768 

Species Naja kaouthia Lesson, 1831 
  

1.2 ลักษณะทั่วไปของงูเหาไทย 
1.2.1 รูปราง 

 
งูมีลําตัวยาว โคงงอได สวนหัว อก ทอง และหางไมแตกตางกัน แบงแยก

โดยใชขนาดเสนผานศูนยกลาง ลําตัวเปนสวนที่ใหญที่สุด ลักษณะเปนทรงกระบอกตัน มีสัน
เล็กนอยดานขางลําตัว เปนรอยตอระหวางลําตัวดานบนและดานลาง สวนหางเริ่มจากรูเปดทวาร
รวม (cloacal opening) ไปจนสุด งูเหาไทยเปนงูพิษขนาดกลาง คอนขางใหญ ตัวโตเต็มที่ยาว
ประมาณ  1-1.8 เมตร (ไพบูลย, 2547) งูเหาไทยเพศผูมักมีขนาดหัวใหญกวา และมีหางยาวกวาเพศ
เมีย (Shine et al., 2007) 
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1.2.2 สีผิวหนัง ลักษณะผิวหนัง  
 

งูมีเกล็ดปกคลุมตัวเพื่อปองกันการสูญเสียน้ํา และอันตรายจากการเสียดสี
เมื่อเคลื่อนที่โดยการเลื้อย งูมีการลอกคราบเพื่อการเจริญเติบโต เกล็ดดานทองของลําตัวมีขนาด
ใหญเรียงตัวแถวเดียวตั้งแตลําคอถึงรูเปดทวารรวม เกล็ดดานทองของหางเรียงตัวเปนสองแถว  
งูเหาไทยมีความแปรผันของสีตัวคอนขางสูง แตสวนใหญมักมีสีน้ําตาล น้ําตาลออน น้ําตาลดํา สี
ออกเหลือง หรือสีนวล (ไพบูลย, 2547) เมื่อแผแมเบี้ย จะเห็นลายดอกจัน (hood mark) เปน      รูป
วงแหวนเดี่ยว (monocellate) ดานหลังของสวนคอ (Slowinski and Wüster, 2000) 

 

1.2.3 อวัยวะรับสัมผัส 
 

ตาของงูไมมีรอยบุม (fovea) จึงมองเห็นภาพไมชัดเจนโดยเฉพาะวัตถุที่ไม
เคลื่อนไหว งูในธรรมชาติจึงกินเฉพาะเหยื่อที่มีชีวิตเทานั้น งูไมมีหูช้ันนอก และหูช้ันกลาง แตมีหู
ช้ันใน งูรับเสียงจากแรงสั่นสะเทือนจากพื้นผานทางกระดูกขากรรไกรลางและกระดูกตางๆ สงไป
ยังหูช้ันในแลวสงตอไปยังสมอง อวัยวะจาคอบสันส (Jacobson’s organ) เปนอวัยวะที่ใชในการรับ
กล่ิน โดยงูแลบลิ้นรับสัมผัสอากาศที่มีกล่ินกระจายอยูแลวหดล้ินกลับมาแตะกับอวัยวะจาคอบสันส
ที่บริเวณเพดานปากซึ่งเชื่อมตอกับประสาทรับกลิ่น (olfactory nerve) และสงกระแสประสาทตอไป
ยังสมองเพื่อแปลความหมายของกลิ่น งูเหาไมมีพิท (pit organ) ซ่ึงเปนอวัยวะที่ใชสําหรับตรวจสอบ
รังสีอินฟราเรด (infrared) ทําใหงูสามารถหากินในเวลากลางคืนและลาสัตวเลือดอุนไดดี เพราะ
เวลากลางคืนอุณหภูมิของสิ่งแวดลอมลดต่ําลงในขณะที่อุณหภูมิรางกายของสัตวเลือดอุนยังคงที่อยู 
งูจึงคนหาตําแหนงเหยื่อได  

 

1.2.4 ระบบพิษงู 
 
สวนประกอบของระบบพิษงู (ไพบูลย, 2547) ที่สําคัญมีดังนี้ 

 
1.  ตอมพิษ (venom gland) เปนตอมสรางน้ําพิษพบในงูพิษวงศอีลาพิดี 

(Elapidae) และไวเพอริดี (Viperidae) ตอมพิษจะพัฒนาจนมีขนาดใหญ ตําแหนงของตอมพิษอยู
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หลังลูกตาทั้งสองขางในตําแหนงที่เทียบไดกับกระพุงแกม บนตอมพิษมีกลามเนื้อที่ใชควบคุมการ
หล่ังน้ําพิษ โดยการหดตัวของกลามเนื้อใหตอมพิษบีบตัวและหล่ังน้ําพิษออกมา 
 

2.  ทอนําน้ําพิษ (venom duct) เปนทอเชื่อมระหวางตอมพิษและโคนของ
เขี้ยวพิษ เพื่อลําเลียงน้ําพิษจากตอมพิษไปสูเขี้ยวพษิ 
 

3.  เขี้ยวพิษ (venom fangs) ใชฉีดพิษเขาสูตัวเหยื่อ เขี้ยวพิษที่แหลมคมใช
เจาะเขาไปในตัวเหยื่อ เขี้ยวพิษอยูที่ขากรรไกรบนขางละ 1 ซ่ี แตมีเขี้ยวพิษสํารองหลายชุดอยูใน
เหงือก  เมื่อเขี้ยวพิษจริงหักไปเขี้ยวพิษสํารองจะทําหนาที่แทน  งู เหาจัดเปนงู เขี้ยวพิษสั้น 
(proteroglyph) งูที่มีเขี้ยวพิษประเภทนี้มีพิษรุนแรง เขี้ยวพิษยึดติดกับขากรรไกรบนและมีรอง
ตามยาวอยูดานหนาของเขี้ยวสําหรับใหน้ําพิษไหลผาน งูที่มีเขี้ยวพิษสั้นในประเทศไทย ไดแกงูใน
วงศอีลาพิดี เชน งูเหา งูจงอาง งูสามเหลี่ยม งูทับสมิงคลา และงูทะเลชนิดตางๆ เปนตน นอกจากนี้งู
ยังมีการจัดเรียงตัวของฟนและเขี้ยวพิษแบบอื่นๆ ไดแก 
 

งูเขี้ยวพิษยาว (solenoglyph) งูเขี้ยวพิษประเภทนี้มีพิษรุนแรง เขีย้วพษิอยู
ดานหนาของขากรรไกรบน พับเก็บหรือกางออกไดและมีเยื่อหุมเขี้ยว เขี้ยวมีชองกลวงภายในใหน้ํา
พิษไหลผาน เขี้ยวพิษประเภทนี้เปนเขี้ยวพิษที่มีการพัฒนามากที่สุด ในประเทศไทยงูที่มีเขี้ยวพิษ
ประเภทนี้พบในงูวงศไวเพอริดี เชน งูแมวเซา งูกะปะ และงูเขียวหางไหมชนิดตางๆ เปนตน 
 

งูเขี้ยวพิษหลัง (opistoglyph) งูเขี้ยวพิษหลังบางชนิดมีรองบนเขี้ยว 
เพื่อใหน้ําพิษไหลผาน แตบางชนิดเขี้ยวไมมีรอง มนุษยที่ถูกงูเขี้ยวพิษประเภทนี้กัดโดยเฉพาะงูที่
พบในประเทศไทยมักไมเปนอันตรายถึงชีวิต แตทําใหเกิดอาการบวม แดง ปวดบาดแผล ยกเวนใน
บางชนิดที่อาจมีอาการรุนแรง เชน งูลายสาบคอแดง งูตองไฟ งูมานทอง เปนตน 
 

งูไมมีเขี้ยวพิษ (aglyph) เปนงูที่มีฟนซี่เล็กขนาดใกลเคียงกัน เรียงตอกัน
เปนจํานวนมาก ใชยึดและชวยกลืนเหยื่อ เชน งูเหลือม งูหลาม เปนตน 
 

4.  น้ําพิษ (venom) ประกอบดวยสวนที่เปนโปรตีนและไมใชโปรตีน สวน
ที่เปนโปรตีนมีประมาณ 90 เปอรเซ็นตของน้ําพิษ สวนโปรตีนแบงยอยเปน 2 สวน คือ สวนที่เปน
พิษ (toxin) และสวนที่เปนเอนไซม (enzyme) ในประเทศไทยมีรายงานการพบงูจํานวน 163 ชนิด 
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ในจํานวนนี้มีงูพิษอันตรายอยู 48 ชนิด จาก 2 วงศ คือ วงศอีลาพีดี และวงศไวเพอริดี (ไพบูลย, 
2547) 

 

2. ชีววิทยาการสืบพันธุของงูเหา 
 

อัณฑะ (testes) อยูภายในชองทองบริเวณเหนือไต และติดกับตอมหมวกไต อัณฑะขาง
ขวายาวกวาและอยูในระดับสูง (anterior) กวาขางซาย ขนาดอัณฑะของงูขึ้นอยูกับกระบวนการ
สรางอสุจิ (spermatogenesis) อัณฑะงูที่จําศีลมีขนาดใหญที่สุดชวงออกจําศีล (ฤดูใบไมผลิ) 
(Jacobson, 2007)  ตัวอสุจิเคลื่อนที่จากเซมินิเฟอรัสไปยังดัคตัสเอฟเฟอเรนส เอพิดิไดมิส และ
หลอดนําอสุจิ เซลลที่บุเอพิดิไดมิสเปนเซลลที่มีขน (ciliated cells)  (Jacobson, 2007) ตัวอสุจิ 
(spermatozoa) ของงูประกอบดวยสวนหัว สวนกลาง และสวนหาง รูปรางและขนาดของตัวอสุจิ
ของงูแตละชนิดแตกตางกัน แตรูปรางเปนรูปทวนเหมือนกัน สวนหัวมีนิวเคลียส (nucleus) สวน
ปลายหัวมีอโครโซม (acrosome) หุมทําใหตัวอสุจิสามารถผานเขาไปในเยื่อหุมเซลลไข สวนกลางมี
ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) เปนแหลงพลังงานของเซลล การโบกหางทําใหอสุจิเคลื่อนที่ได 
(Zug, 1993)  กระบวนการสรางอสุจิเปนผลมาจากฮอรโมนเทสทอสเทอโรน (Withers, 1992) เร่ิม
โดยเซลลตนกําเนิดตัวอสุจิ (spermatogonium) เจริญเปนเซลลอสุจิปฐมภูมิ (primary spermatocyte) 
ที่มีขนาดใหญขึ้น ตอจากนั้นมีการแบงเซลลแบบไมโอซิส I (meiosis I) ไดเซลลอสุจิทุติยภูมิ 
(secondary spermatocyte) และแบงไมโอซิส II (meiosis II) ไดสเปอรมาติด (spermatid) แลวมีการ
เปลี่ยนแปลงรูปราง (metamorphosis) เปนตัวอสุจิ (sperm) ระดับฮอรโมนเทสทอสเทอโรนในเลือด
งูกาเตอรเพิ่มขึ้นในชวงที่มีกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุ (Edwards and Jones, 2001) คือเดือน
กันยายน  สวนฤดู สืบพันธุของงูการ เตอรอยู ในชวงเดือนกุมภาพันธ ถึง เดือนพฤษภาคม           
(Moore et al., 2000) 

 
การสรางไขเกิดขึ้นโดยเซลลตนกําเนิดเซลลไข (oogonium) เจริญเปนเซลลไขปฐมภูมิ 

(primary oocyte) เซลลไขปฐมภูมิแตละเซลลถูกลอมรอบดวยเซลลฟอลลิเคิล (follicular cell) ได
เปนฟอลลิเคิลปฐมภูมิ (primary follicle) เซลลฟอลลิเคิลสรางหลายชั้นกลายเปนฟอลลิเคิลทุติยภูมิ 
(secondary follicle) ตอมาเซลลไขปฐมภูมิภายในฟอลลิเคิล แบงเซลลแบบไมโอซิสครั้งที่ 1 ได
เซลลไขทุติยภูมิ (secondary oocyte) ที่มีสารอาหารในเซลลและมีเซลลขั้ว (polar body) เกิดขึ้น 
เซลลไขปฐมภูมิเร่ิมแบงเซลลแบบไมโอซิส II และหยุดอยูที่ระยะเมตาเฟส II (metaphase II) 
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จากนั้นเกิดการตกไข (ovulation) เขาไปในทอนําไข เมื่อเกิดการปฏิสนธิ (fertilization) จะมีการแบง
เซลลแบบไมโอซิส II ตอจนสิ้นสุดการแบงเซลล (Zug, 1993) 

 
การปฏิสนธิเกิดขึ้นที่อินฟนดิบูลัม (infundibulum) เมื่อไข เคลื่อนเขามาในทอนําไข 

กอนที่จะมีการสรางเปลือกไข (egg shell) (Pough et al., 2004) และงูไมมีมดลูก (Mader, 1996) 
 
ในงูเพศผู ฟอลลิเคิลสติมูเลทิงฮอรโมน (Follicle-stimulating hormone; FSH) กระตุน

ใหหลอดสรางอสุจิเจริญและสรางอสุจิ สวนลูทิไนซิงฮอรโมน (Luteinizing hormone; LH) กระตุน
เซลลลัยดิก (Leydig cell) ที่อยูระหวางทอเซมินิเฟอรัส (seminiferous tubule) ใหเจริญและสราง
ฮอรโมนเทสทอสเทอโรน (testosterone) (อาจ, 2521) Shine (1977) ทําการศึกษาระบบสืบพันธุของ
งูเพศผูในวงศอีลาพิดีในประเทศออสเตรเลีย พบวาน้ําหนักของอัณฑะมีความสัมพันธกับปริมาณ
อสุจิในงูที่ออกลูกเปนตัว 6 ชนิด คือ Austrelaps superbus,  Hemiaspis daemelii,  H. signata,  
Notechis scutatus,  Pseudechis porphyriacus และ Unechis gouldii และงูที่ออกไข 2 ชนิด คือ 
Pseudonaja nuchalis และ P. textilis ซ่ึงงูทั้ง 8 ชนิดที่ทําการศึกษาอยูในวงศอีลาพิดี ซ่ึงเปนวงศ
เดียวกับงูเหา และงูจงอางที่พบในประเทศไทย 

 
ไขถูกจัดเปน 2 ระยะ คือระยะกอนสะสมไขแดง ไขขนาดเล็กมีสีขาว และระยะสะสม

ไขแดง ไขขนาดใหญขึ้นและมีสีเหลือง (Jocobson, 2007) ฟอลลิเคิลติมูเลทิงฮอรโมน จาก            
ฮัยโปธาลามัส (hypothalamus) กระตุนใหฟอลลิเคิลเจริญและสรางเอสตราไดออล เอสตราไดออล 
กระตุนการเจริญของเซลลไข (oocyte) และทําใหมีการสรางไขแดง (vitellogenesis) (Withers, 
1992) เมื่อไขสุก ลูทีไนซิงฮอรโมนกระตุนการตกไข (นทีทิพย, 2538) ฟอลลิเคิลซ่ึงเปลี่ยนแปลง
เปนคอรปสลูเตียม (corpus luteum) (Edwards and Jones, 2001) ทําหนาที่ผลิตฮอรโมน                
โพรเจสเทอโรน (progesterone) (Ragsdale et al., 1993) โพรเจสเทอโรนมีหนาที่ทําใหผนังทอนํา
ไขหนาตัวพรอมสําหรับการตั้งทอง (อาจ, 2521) ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในพลาสมาจะอยู
ในระดับปรกติจนกระทั่งเริ่มมีการตั้งครรภ (Edwards and Jones, 2001)  

 
กอนเขาสูฤดูผสมพันธุ งูเพศเมียสะสมไขมันจํานวนมากสําหรับสรางพลังงานที่จะใช

ในการสืบพันธุ ตางจากงูเพศผูที่ใชพลังงานเพื่อสรางตัวอสุจิ (Aubret et al., 2002) เมื่อถึง     ฤดู
ผสมพันธุแลว งูเพศเมียปลอยฟโรโมน (pheromone) ตามทางที่เล้ือยผานไป งูเพศผูรับรูถึงฟโรโมน
ที่งูเพศเมียปลอยไว จะเลื้อยตามหางูเพศเมีย เมื่อพบกัน งูจะแสดงพฤติกรรมเกี้ยวพาราสี โดยงูเพศผู
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เล้ือยไปอยูบนลําตัวของงูเพศเมีย (Parker, 1977) ใชคางถูดานหลังคองูเพศเมีย เพื่อกระตุนใหงูเพศ
เมียยอมรับการผสมพันธุ ในงูบางชนิดพฤติกรรมการเกี้ยวพาราสีชวยกระตุนการตกไข  ระดับ 
เทสทอสเทอโรนมีผลตอการเกิดพฤติกรรมเกี้ยวพาราสี (Aubret et al., 2002) Parker (1977) กลาววา
การเกี้ยวพาราสีในงูสกุลบอ (Boa) และไพธอน (Python) จะแสดงพฤติกรรมการเกี้ยวพาราสี
เชนเดียวกับที่กลาวมาแลว หลังจากนั้นงูเพศผูใชติ่งขาหลังถูงูเพศเมียเปนการกระตุนการตอบสนอง
ของงูเพศเมีย เมื่องูเพศเมียยอมรับการผสมพันธุจะยกหางขึ้น งูเพศผูใชหางพันหางงูเพศเมียแลวใช
ชองเปดทวารรวมแตะกัน โดยงูเพศผูใชอวัยวะที่เรียกวาเฮมิเพนิสขางหนึ่งสอดเขาในทวารรวมของ
งูเพศเมีย Pope (1956) กลาววาการเลือกสอดเฮมิเพนิสขางใดนั้นขึ้นกับวาขางใดอยูใกลเพศเมีย
มากกวา และเฮมิเพนิสของงูแตละชนิดมีรูปรางแตกตางกัน (ไพบูลย, 2547) 

 
งูสวนใหญผสมพันธุปละครั้ง บางชนิดผสมพันธุในฤดูใบไมผลิ บางชนิดผสมพันธุ

ปลายฤดูรอนหรือฤดูใบไมรวง งูเพศเมียอาจผสมพันธุหลายครั้งกับงูเพศผูตัวเดิมหรือหลายตัว 
พฤติกรรมเชนนี้ทําใหงูเพศเมียสามารถเก็บตัวอสุจิไดเพียงพอสําหรับปฏิสนธิกับเซลลไข และทํา
ใหลูกงูมีความหลากหลายของยีนสูง งูบางชนิดไมสามารถผลิตลูกไดทุกปเพราะมีพลังงานที่ใชใน
การสืบพันธุจํากัด งูเพศเมียที่ออกลูกเปนตัว (viviparous snake) ซ่ึงอยูในชวงที่มีตัวออนเจริญอยูใน
ทอนําไขไมกินอาหารแตใชพลังงานจากไขมันและแหลงพลังงานอื่นๆ ที่สะสมไวกอนหนา
จนกระทั่งตกลูกออกมาจึงจะกินอาหารอีกครั้ง หากลูกงูเกิดในชวงปลายฤดูรอนหรือฤดูใบไมรวง   
งูเพศเมียซ่ึงซูบผอมจะมีเวลาเพียงเล็กนอยเพื่อสะสมอาหารกอนการจําศีล (hibernation) และอาจ
ตองใชเวลา 1 ปหรือมากกวาเพื่อสะสมพลังงานใหเพียงพอกอนเขาสูวงรอบการสืบพันธุคร้ังตอไป  
งูเพศเมียบางชนิดไมเขาสูฤดูสืบพันธุในปที่ใหกําเนิดลูก ปกติงูเพศเมียสามารถเก็บอสุจิที่ไดรับจาก
การผสมพันธุกับงูเพศผูโดยเก็บไวในเซมินัลรีเซพตาเคิล(seminal receptacle) ซ่ึงอยูในผนังของทอ
นําไขไดเปนเวลาหลายป เชน งูอินดิโก (Indigo snake; Drymarchon corais) งูเพศเมียในกรงเลี้ยง
วางไขหลังการผสมพันธุผานไป 4 ป และไขยังไดรับการปฏิสนธิดวย นอกจากนี้ งูดินธรรมดา
(brahminy blind snake; Ramphotyphlops braminus) สามารถสืบพันธุโดยไมตองไดรับการผสม
พันธุจากงูเพศผู ซ่ึงใหลูกเพศเมียที่มีสารพันธุกรรมเหมือนแมทุกประการ กระบวนการนี้เกิดจาก
การสืบพันธุไมอาศัยเพศ (parthenogenesis) (Ernst and Zug, 1996) 

 
ไขงูมีสารอาหารเพียงพอสําหรับการเจริญของตัวออน โดยไดรับความชื้นและ

ออกซิเจนโดยการแพรผานทางเปลือกไข ในงูที่วางไข ไขใชเวลาฟกอยูภายนอกตัวแมนาน โดย
ไดรับการปกปองจากเปลือกไข งูวางไขในโพรงตื้นๆ และคลุมดวยดินบางๆ  นอกจากนี้ดินยังชวย
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ปองกันความรอนจากแสงอาทิตยโดยตรงและชวยควบคุมอุณหภูมิภายในรังจากอุณหภูมิที่ลดต่ําลง
ในเวลากลางคืน การเลือกสถานที่ทํารังเปนสิ่งสําคัญมากเพราะมีผลตออัตราการเจริญของตัวออน
โดยขึ้นกับอุณหภูมิภายในรัง งูหลายตัวอาจเลือกสถานที่เดียวกันเพื่อวางไข อาจพบไขงูหลายรอย
ฟองในสถานที่เดียวกัน ไขงูในเขตหนาวมีอัตราการฟกต่ําจึงพบการแพรกระจายของการวางไขนอย 
(Mader, 1996) 

 
ไขแดง (yolk) เปนอาหารสําหรับการเจริญเติบโตของตัวออน ขณะที่ตัวออนพัฒนา

ใกลสมบูรณถุงไขแดงจะถูกดึงเขาไปในชองตัว ตัวออนของงูกลุมที่ออกลูกเปนไข (oviparous) มี
ฟนเจาะเปลือกไข (egg teeth) ฟนงอกมาจากเหงือกที่กระดูกขากรรไกรบน (premaxilla) ซ่ึงอยูที่
ปลายปากบนมีลักษณะคลายมีดโกน สวนงูกลุมที่ออกลูกเปนตัว ฟนเจาะเปลือกไขไมมีความจําเปน 
และเปนอันตรายตอตัวแม แตจะปรับตัวใหโคงลงไปขางหลัง และไมไดทําหนาที่ใดเลย (Parker, 
1977) เอสโทรเจน ชวยเสริมการเจริญเติบโตของลูกงูเพศเมีย การที่ลูกงูเพศผูมีเอสโทรเจนและ  
เทสทอสเทอโรนอยูในระดับปกติทําใหลูกงูเจริญเติบโตมากที่สุด (Lerner and Mason, 2001) งูเพศ
เมียที่วางไข ไขที่ออกมาเจริญอยางรวดเร็วภายใน 4-6 สัปดาห หลังวางไขแมงูสามารถกินอาหารได
อีกครั้ง และในทางกลับกันงูที่ออกลูกเปนตัวตองแบกน้ําหนักของลูก ทําใหงูไมสามารถกินอาหาร
ไดมากเปนเวลา 2-3 เดือนกอนตกลูก แมงูสูญเสียพลังงานที่สะสมไว การเขาสูการสืบพันธุคร้ัง
ตอไปอาจใชเวลา 1 ป หรือมากกวา (Ernst and Zug, 1996) งูแตละชนิดมีชวงเวลาในการผสมพันธุ 
วางไข และไขฟกแตกตางกันไป (ตารางที่ 1) 
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                        เดือน             
    ชนิด 

ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. 

            
            

งูจงอาง 
(Ophiophagus hannah) 

            
            
            

งูเหาไทย 
(Naja kaouthia) 

            
            
            

งูเหาพนพิษสยาม 
(Naja siamensis) 

            
            
            

งูสามเหลี่ยม 
(Bungarus fasciatus) 

            
            
            

งูกะปะ 
(Calloselasma rhodostoma) 

            

 
 
 
 

 
 

 
 
 

ตารางที่ 1  ชวงเวลาในการผสมพันธุ วางไข และไขฟกของงูพิษชนิดตางๆ  

 ชวงผสมพันธุ 
 ชวงวางไข 
 ชวงฟกออกจากไข 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Chanhome et al., (2001) 



อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  เข็มฉีดยาขนาด 21 ยาว 1 นิ้ว 
2.  กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 3 มิลลิลิตร 
3.  เอพเพนดรอฟ (eppendorf) 
4.  เฮปพาริน (heparin) 
5.  เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
6.  ไมโครปเปต (micropipet) 
7.  หลอดโพลิโพรไพลีนขนาด 12x75 มิลลิลิตร 
8.  ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 
9.  ไดเอธิลอีเธอร (diethyl ether) 
10.  กาซไนโตรเจน 
11. ชุดทดสอบฮอรโมนเทสทอสเทอโรน 
12. ชุดทดสอบฮอรโมนเอสตราไดออล 
13. เวอรเทคมิกซ 
14. เครื่องมือผาตัด 
15. ถาดพาราฟน 
16. เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) 
17. เครื่องตัดเนื้อเยื่อ (microtome) 
18. อางลอยเนื้อเยื่อ (water bath) 
19. ภาชนะสําหรับยอมสี (jar) 
20. สีฮีมาทอกซิลิน (haematoxilin) 
21. สีอีโอซิน (eosin) 
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วิธีการ 

 

1. การศึกษาระบบขับถายสืบพันธุ (urogenital system) 
 

การศึกษาระบบขับถายสืบพันธุ ใชงูเหาไทยจากสถานเสาวภาผาตลอดความยาวลําตัวดาน
ทอง กําจัดไขมันที่ปกคลุมอยูออก ศึกษาระบบขับถายสืบพันธุของงูเหาไทย บันทึกภาพเพื่อวาดภาพ
ลายเสนแสดงรายละเอียดระบบขับถายสืบพันธุ 

 
2. การตัดเนื้อเยื่อ (histological study) 
 

ศึกษาเปรียบเทียบตอมบงเพศ (gonads) ของงูเหาไทยเพศผูและเพศเมีย ตัวอยางงูเหาไทย
จากสถานเสาวภา ใชตอมบงเพศของงูเหาไทยในเดือนพฤศจิกายน (เปนตัวแทนตอมบงเพศชวงฤดู
สืบพันธุ) และใชตอมบงเพศของงูเหาไทยในเดือนพฤษภาคม (เปนตัวแทนตอมบงเพศนอกชวงฤดู
สืบพันธุ) (Chanhome et al., 2001) (ภาคผนวก ก) 
 

3. การวิเคราะหฮอรโมนในเลือด (radio immunoassay) 
 

1. เก็บเลือดงูเหาไทยของสถานเสาวภาโดยเจาะหลอดเลือดดําบริเวณหาง (ventral caudal 
vein) จํานวน 16 ตัว (ตัวผู 8 ตัว และตัวเมีย 8 ตัว) เปนเวลา 1 ป ตั้งแตเดือนธันวาคม ถึงเดือน
พฤศจิกายน สารปองกันเลือดแข็งตัวคือเฮปพาริน (ภาคผนวก ข) 

2. ปนเหวี่ยงเลือดดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง แยกสวนพลาสมา (plasma) เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียสเพื่อรอการวิเคราะหฮอรโมน 

3. นําพลาสมาของงูเหาไทยเพศเมียสกัดฮอรโมนเอสตราไดออล (ภาคผนวก ค)  
4. นําพลาสมางูเหาไทยเพศผูสกัดฮอรโมนเทสทอสเทอโรน (ภาคผนวก ง)  
5. วิเคราะหฮอรโมนเอสตราไดออลดวยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสย (radioimmunoassay) 

(ภาคผนวก จ) 
6. วิเคราะหฮอรโมนเทสทอสเทอโรน ดวยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสย (radioimmunoassay) 

(ภาคผนวก ฉ) 
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4. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Statistical analyses) 
 

ขอมูลทั้งหมดแสดงในรูปคาเฉลี่ยและคาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน ( X + S.E.) วิเคราะห
ความแปรปรวน (ANOVA; analysis of Variance) ของขอมูลดวยวิธี Kruskal-Wallis H test ที่       
P< 0.05 และทดสอบความแตกตางระหวางคากลาง (median) ของแตละคูกลุมขอมูลดวยวิธี Mann-
Whitney U test ที่ P<0.05 โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS รุน 16 
 
 
 



ผลและวิจารณ 

ผล 
 

1. มหกายวิภาคระบบขับถายสืบพันธุ (urogenital system) ของงูเหาไทยเพศเมีย 
 

ระบบสืบพันธุของงูเหาไทยเพศเมียประกอบดวยรังไข (ovary) ทอนําไข (oviduct) และ
ทวารรวม (cloaca) รังไขสองขางมีลักษณะเปนถุงยาวรีสีขาวอยูเหนือไตโดยรังไขขางขวาอยูหนา 
(anterior) กวาและยาวมากกวาขางซาย และฟอลลิเคิล (follicles) มองเห็นดวยตาเปลา สวนทอนําไข
เปนทอยาวไปเปดออกที่รูสืบพันธุ (genital pore) อยูตรงปลายของปุมสืบพันธุ (genital papilla) ตรง
บริเวณทวารรวม สวนระบบขับถายของงูเหาไทยเพศเมียประกอบดวยไต 2 ขาง ทอไต  และ 
ทวารรวม ไตงูเหาไทยสีน้ําตาลคล้ําโดยไตขางขวาวางตัวอยูในแนวดานหนากวาไตขางซายและไป
เปดออกที่ทวารรวมตรงปุมขับถาย (urinary papilla) บริเวณยูโรโพเดียม (uropodeum) ของ 
ทวารรวม(ภาพที่ 1) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  ระบบขับถายสืบพันธุของงูเหาไทยเพศเมีย: รังไขขางขวา (rO, right ovary); รังไขขางซาย 
(lO, left ovary); ทอนําไขขางขวา (rOd, right oviduct); ทอนําไขขางซาย (lOd, left 
oviduct); ไตขางขวา (rK, right kidney); ไตขางซาย (lK, left kidney) และฟอลลิเคิล (F, 
follicles) 
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2. มหกายวิภาค (gross anatomy) ระบบขับถายสืบพันธุงูเหาไทยเพศผู 
 

ระบบสืบพันธุงูเหาไทยเพศผู ประกอบดวยอัณฑะ (testis) 1 คู หลอดนําอสุจิ (vas deferens) 
และเฮมิเพนิส (hemipenes) 2 อัน อัณฑะรูปยาวรีสีขาว ขางขวาอยูหนากวาและยาวมากกวาขางซาย 
หลอดนําอสุจิออกจากอัณฑะ ทอดตัวติดกับไต และไปเปดที่เฮมิเพนิสซึ่งเปนอวัยวะท่ีใชในการฉีด
น้ําเชื้อ เปลี่ยนแปลงมาจากสวนพรอคโตเดียม (proctodaeum) ของทวารรวม พบเฉพาะในงูและ
กิ้งกาที่โคนหาง เก็บเขารางกายไดโดยการมวนเขา (invaginate) เวลาผสมพันธุ ใชเฮมิเพนิสเพียง
ขางเดียว สวนระบบขับถายของงูเหาไทยเพศผูประกอบดวยไต 2 ขาง ทอไต และทวารรวม ไตงูเหา
มีสีน้ําตาลคล้ํา ขางขวาวางตัวหนากวาขางซาย เปดออกที่ทวารรวมตรงบริเวณปุมขับถาย (urinary 
papilla) (ภาพที่ 2) เมื่อฉีดน้ําเขาโคนหาง พบวาเฮมิเพนิสรูปรางคอนขางกลม มีรอง (falk) ปกคลุม
ดวยหนาม (spine) จํานวนมาก (ภาพที่ 3) การที่ผูศึกษาทําการฉีดน้ําเขาไปในเฮมิเพนิส เพราะเรา
สามารถใชลักษณะของเฮมิเพนิสในการจําแนกชนิดของงูได เฮมิเพนิสในกลุมงูเหาจะแตกตางกับงู
กลุมอื่นๆ รูปรางของเฮมิเพนิสแตกตางกันในงูแตละชนิด 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  ระบบขับถายและสืบพันธุของงูเหาไทยเพศผู: อัณฑะขางขวา (rT, right testis) อัณฑะขาง

ซาย (lT, left testis) หลอดนําอสุจิ (v, vas deferens) ไตขางขวา (rK, right kidney) และ ไต
ขางซาย (lK, left kidney) 
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ภาพที่ 3  เฮมิเพนิสของงูเหาไทย เมื่อฉีดน้ําเขาโคนหาง 
 

3. จุลกายวิภาคศาสตร (microanatomy) ระบบสืบพันธุของงูเหาเพศเมีย  
 

จากการศึกษาทางจุลกายวิภาครังไขงูเหาไทย พบฟอลลิเคิลเจริญอยูภายในรังไข มีทอเลือด
และทอน้ําเหลืองมาเลี้ยง (ภาพที่ 4) ฟอลลิเคิลแบงตามระยะการเจริญออกเปน 2 ชนิดคือ ฟอลลิเคิล
ระยะกอนสะสมไขแดงและฟอลลิเคิลระยะสะสมไขแดง ซ่ึงมีขนาดแตกตางกันอยางชัดเจน      
ฟอลลิเคิลฝอเรียกวาอะทรีติคฟอลลิเคิล (atretic follicle) (ภาพที่ 5 และ 6) ฟอลลิเคิลประกอบดวย 
โอโอไซต (oocyte) และ เซลลแกรนูโลซา (granulosa cell) ซ่ึงแบงยอยออกเปนเซลลขนาดเล็ก 
(small cell) ขนาดกลาง (intermediate cell) และขนาดใหญ (pyriform cell) ตอมาถูกลอมดวย   
เซลลทีกา (Theca cell) จากนั้นมีการสะสมไขแดง (yolk) เปนเกล็ดกระจายในไซโทพลาซึม 
(cytoplasm) (ภาพที่ 7 และ 8) ลักษณะของคอรปสลูเตียม (corpus luteum) ไซโทพลาซึมเปนฟอง 
นิวเคลียส (nucleus) ยอมติดสีน้ําเงินอยูริมเซลล (ภาพที่ 9) 
 
 
 
 
 
 
 
 

hemipenis 

tail 

body 
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ภาพที่ 4  แสดงทอเลือด ทอน้ําเหลืองบริเวณรังไข: ฟอลลิเคิล (F; follicle); ทอเลือด (BV, blood 

vessel); ทอน้ําเหลือง (LD, lymphatic duct) (H&E x100) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  ฟอลลิเคิลของงูเหาไทย 2 ชนิด: ฟอลลิเคิลระยะกอนสะสมไขแดง (PF, previtellogenic 

follicle); ฟอลลิเคิลระยะสะสมไขแดง (VF, vitellogenic follicle); ฟอลลิเคิลฝอ (AF, 
atretic follicle) (H&E x40) 
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ภาพท่ี 6  เปรียบเทียบขนาดของฟอลลิเคิลระยะกอนสะสมไขแดง (PF, previtellogenic follicle) 

และระยะสะสมไขแดง (VF, vitellogenic follicle) นิวเคลียสของโอโอไซต (N, nucleus) 
(H&E x 40) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  แสดงสวนประกอบของฟอลลิเคิล: นิวเคลียสของโอโอไซต (N, nucleus) และ                 

เซลลแกรนูโลซา (G, granulosa cell) ซ่ึงลอมรอบดวยเซลลทีกา (T, Theca cell) และมี
การสะสมไขแดง (Y, yolk) (H&E x 100) 
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ภาพที่ 8  แสดงเซลลแกรนูโลซา 3 ชนิด: ขนาดเล็ก (S, small cell); ขนาดกลาง (I,  intermediate 

cell); และขนาดใหญ (P, pyriform cell)  (H&E x 400) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9  คอรปสลูเตียม (CL; corpus luteum) พบในตัวอยางที่เก็บในเดือนพฤศจิกายน(H&E x 200) 
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4. จุลกายวิภาคศาสตรระบบสืบพันธุของงูเหาเพศผู 
 

ระบบสืบพันธุของงูเหาประกอบดวย อัณฑะและทอสืบพันธุ ไดแก ดัคตัสเอฟเฟอเรนส 
(ductus efferens) เอพิดิไดมิส และหลอดนําอสุจิ ภายในอัณฑะประกอบดวยทอเซมินิเฟอรัสที่ขดอยู
แนน ภายนอกทอ มีเซลลลัยดิก หรือเซลลอินเตอรสติเชียล (interstitial cell) (ภาพที่ 10) การเจริญ
ของเซลลอสุจิภายในทอเซมินิเฟอรัสระยะตางๆ เซลลตนกําเนิดตัวอสุจิ เซลลอสุจิปฐมภูมิ     
สเปอรมาติด และตัวอสุจิ จากการศึกษาทางจุลกายวิภาคเอพิดิไดมิส(epididymis) และทอดัคตัสเอฟ
เฟอเรนสของงูเหาไทยที่เล้ียงในกรงเลี้ยงในเดือนพฤษภาคม และเดือนพฤศจิกายน พบวาไมมีความ
แตกตางกันทางจุลกายวิภาคของเอพิดิไดมิส และกลุมทอดัคตัสเอฟเฟอเรนส (ภาพที่ 12 และ 13)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  แสดงภาพตัดขวางอัณฑะ: เซลลอินเตอรสติเชียล (I, interstitial cell); เซมินิเฟอรัส  
 (S, seminiferous tubule) (H& E x40) 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                           B 
 
 
 
ภาพที่ 11  แสดงการเจริญของเซลลอสุจิภายในทอเซมินิเฟอรัส A คือทอเซมินิเฟอรัสจากอัณฑะที่

เก็บในเดือนพฤษภาคม B คือทอเซมินิเฟอรัสจากอัณฑะที่เก็บในเดือนพฤศจิกายน   
กระบวนการสรางอสุจิภายในทอเซมินิเฟอรัส: เซลลตนกําเนิดตัวอสุจิ  

 (G, spermatogonium); เซลลอสุจิปฐมภูมิ (P, primary spermatocyte); สเปอรมาติด  
(T, spermatid) และตัวอสุจิ (Z, sperm): (H & E, x400)   
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                                                                                                                                                 A 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                B 
 
ภาพที่ 12  แสดงกลุมทอดัคตัสเอฟเฟอเรนส A คือทอดัคตัสเอฟเฟอเรนส (DE; ductus efferens) 

จากอัณฑะที่เก็บในเดือนพฤษภาคม B คือทอดัคตัสเอฟเฟอเรนสจากอัณฑะที่เก็บในเดอืน
พฤศจิกายน (H&E; x 100) 
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                                                                                                                                              A 
                                                                                                                                               
 
 
 

 

 

 

                                                                                                                                              B                                        

 

ภาพที่ 13  แสดงเอพิดิไดมิส A คือเอพิดิไดมิส (E; epididymis) ที่เก็บในเดือนพฤษภาคม B คือ  
เอพิดิไดมิสที่เก็บในเดือนพฤศจิกายน เอพิดิไดมิสอยูใกลกับกลุมทอดัคตัสเอฟเฟอเรนส 
(DE; ductus efferens) อัณฑะของเดือนกันยายนพบกลามเนื้อเรียบ (SM; smooth 
muscle) ใกลกับ     เอพิดิไดมิส (H& E; x 40)  
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5. รูปแบบการคัดหลั่งเอสตราไดออลงูเหาเพศเมียในรอบป 
 

การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนเอสตราไดออลของงูเหาเพศเมียในรอบป (Fig. 14) คาเฉลี่ย
ฮอรโมนเอสตราไดออลของงูเหาเพศเมียมีความแตกตางกันในแตละเดือน (Kruskal Wallis H test; 
P<0.05, χ2= 74.23): เดือนมกราคมแตกตางกับเดือนพฤษภาคม, มิถุนายน, กรกฎาคม, สิงหาคม, 
กันยายน, ตุลาคม พฤศจิกายนและธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.028, 0.015, 0.021, 0.005, 
0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.038 ตามลําดับ) เดือนกุมภาพันธแตกตางกับเดือนพฤษภาคม, 
มิถุนายน, กรกฎาคม, สิงหาคม, กันยายน, ตุลาคม และพฤศจิกายน (Mann-Whitney U test; 
P = 0.002, 0.003, 0.0001, 0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.0001 ตามลําดับ) เดือนมีนาคมแตกตางกับ
เดือนสิงหาคม, กันยายน, ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.015, 
0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.038 ตามลําดับ) เดือนเมษายนแตกตางกับเดือนพฤษภาคม, มิถุนายน, 
กรกฎาคม, สิงหาคม, กันยายน, ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test;  
P = 0.001, 0.001, 0.001, 0.0001, 0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.01 ตามลําดับ) เดือนพฤษภาคม
แตกตางกับเดือนกันยายน, ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.001, 
0.0001, 0.0001 และ 0.003 ตามลําดับ) เดือนมิถุนายนแตกตางกับเดือนกันยายน, ตุลาคม, 
พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.003 ตามลําดับ) 
เดือนกรกฎาคมแตกตางกับเดือนกันยายน, ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U 
test; P = 0.0001, 0.0001, 0.0001 และ 0.003 ตามลําดับ) เดือนสิงหาคมแตกตางกับเดือนกันยายน, 
ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.002, 0.0001, 0.0001 และ 0.001 
ตามลําดับ) เดือนกันยายนแตกตางกับเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.0001) เดือน
ตุลาคมแตกตางกับเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.0001) เดือนพฤศจิกายนแตกตางกับ
เดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.0001) 

 
ความเขมขนของฮอรโมนเอสตราไดออลเฉลี่ยในแตละเดือนคอยๆ เพิ่มขึ้นจากเดือน

มกราคม เพิ่มขึ้นอยางเฉียบพลันในเดือนกันยายน มีคามากที่สุดในเดือนตุลาคมและพฤศจิกายน 
และลดลงอยางรวดเร็วจนถึงระดับต่ําสุดในเดือนธันวาคม 
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A,a;  B,b;  C,c;  D,d;  E,e;  F,f;  G,g; H,h;  I,i;  J,j and K,k;  อักษรพิมพใหญและพิมพเล็กของพยัญชนะเดียวกันแสดงความ
ตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P < 0.05.  
ภาพที่ 14  ระดับความเขมขนของฮอรโมนเอสตราไดออล ( x + S.E.) ของงูเหาเพศเมียในกรงเลี้ยง

รอบป: J-D แสดงถึง เดือนมกราคม-ธันวาคม 
 

6. รูปแบบการคัดหลั่งเทสทอสเทอโรนงูเหาเพศผูในรอบป 
 

การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนเทสทอสเทอโรนของงูเหาเพศผูในรอบป (Fig. 15) 
คาเฉลี่ยฮอรโมนเทสทอสเตอโรนของงูเหาเพศผูมีความแตกตางกันในแตละเดือน (Kruskal Wallis 
H test; P<0.05, χ 2=59.53): เดือนมกราคมแตกตางกับเดือนมีนาคม เมษายน พฤษภาคม มิถุนายน 
กรกฎาคม สิงหาคม กันยายน ตุลาคม และพฤศจิกายน (Mann-Whitney U test; P = 0.002,  0.001, 
0.001, 0.001, 0.001, 0.002, 0.002, 0.029 และ 0.045 ตามลําดับ) เดือนกุมภาพันธแตกตางกับเดือน
มีนาคม เมษายน พฤษภาคม มิถุนายน กรกฎาคม สิงหาคม และกันยายน (Mann-Whitney U test;    
P = 0.021, 0.001, 0.001, 0.001, 0.001, 0.002 และ 0.002 ตามลําดับ) เดือนมีนาคมแตกตางกับเดือน 
พฤษภาคม, กรกฎาคม, สิงหาคม, กันยายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P =0.038, 0.038, 
0.021, 0.019, 0.011 และ 0.005 ตามลําดับ) เดือนเมษายนแตกตางกับเดือนสิงหาคม, กันยายน, 
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พฤศจิกายน และ ธันวาคม (Mann-Whitney U test; P =0.019, 0.011, 0.019 และ 0.001 ตามลําดับ) 
เดือนพฤษภาคมแตกตางกับเดือนพฤศจิกายน และเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P =0.003 
และ 0.001 ตามลําดับ) เดือนมิถุนายนแตกตางกับเดือนสิงหาคม, กันยายน, พฤศจิกายน และ
ธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.045, 0.03, 0.002 และ 0.001 ตามลําดับ) เดือนกรกฎาคม
แตกตางกับเดือนพฤศจิกายน และเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.002 และ 0.001 
ต ามลํ า ดั บ )  เ ดื อนสิ งห าคมแตกต า ง กั บ เ ดื อนตุ ล า คม ,  พฤศจิ ก า ยน  และ ธันว าคม  
(Mann-Whitney U test; P = 0.018, 0.008 และ 0.002 ตามลําดับ) เดือนกันยายนแตกตางกับเดือน
ตุลาคม, พฤศจิกายน และธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.005, 0.008 และ 0.002 ตามลําดับ) 
เดือนตุลาคมแตกตางกับเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.009) เดือนพฤศจิกายน
แตกตางกับเดือนธันวาคม (Mann-Whitney U test; P = 0.03) 

 
ความเขมขนของฮอรโมนเทสทอสเทอโรนเฉลี่ยในแตละเดือนคอยๆ เพิ่มขึ้นจากเดือน

มกราคม และมีคามากที่สุดในเดือนกันยายน แลวลดลงอยางรวดเร็วจนถึงระดับต่ําสุดในเดือน
ธันวาคม 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A,a;  B,b;  C,c;  D,d;  E,e;  F,f;  G,g; H,h;  I,i;  J,j and K,k;  อักษรพิมพใหญและเล็กพิมพของพยัญชนะเดียวกันแสดงความ
ตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05.  
ภาพที่ 15  ระดับความเขมขนของฮอรโมนเทสทอสเทอโรน ( x + S.E.) ของงูเหาเพศผูในกรงเลี้ยง

รอบป: J-D แสดงถึง เดือนมกราคม-ธันวาคม 
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วิจารณ 
 

 1. ชีววิทยาระบบขับถายสืบพันธุงูเหาไทยเพศเมีย 
 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวารังไขของงูเหาไทยเปนรูปยาวรี ขางขวาใหญกวา และอยูหนากวา
ขางซาย สันนิษฐานวาเปนไปไดวาเปนการปรับตัวอยางหนึ่งของงูใหเหมาะสมกับรูปรางที่เพรียว
ยาว สอดคลองกันกับที่รายงานไวมากมายในงูชนิดตางๆ เชน งู Thamnophis radix (Cieslak , 1945) 
งู Xenochrophis vittata  (Bergman, 1951) งู Natrix sipedon (Bragdon, 1953) งู N. rhombifera 
(Betz, 1963) และงู Ptyas mucosus (Das, 1960) สวนสัตวเล้ือยคลานอื่นๆ มีรายงานไวแตกตางกัน
ออกไป โดย Parker (1931) รายงานไววารังไข 2 ขางของเตาอยูในระดับตําแหนงเทากัน  และใน
กิ้งกาบางชนิดเชน Crotaphylus collaris, Eumeces obsoletus, Gerrhonotus liocephalus infernalis 
และ Cnemidophorus sackii gularis  รังไขซายและขวาก็อยูในตําแหนงเทากันเชนกัน (Brooks, 
1906)  สวนในนก วีรยุทธ (2528) รายงานไววารังไขและทอนําไขของนกสวนมากเหลือแคขางซาย
ขางเดียวที่พัฒนาขึ้นมาสวนขางขวาลดรูปไป  ในทํานองเดียวกันกับไตขางขวาวางตัวอยูดานหนา 
(anterior) กวาดานซาย  เพื่อใหเหมาะสมกับรูปรางเพรียวยาว  ไตงู เปนแบบมีโซเนฟรอส 
(mesonephros) (Porter, 1972) ความยาวไตกินพื้นที่ประมาณ 10-15% ของความยาวลําตัว (Mader, 
2006) 
 

2. ชีววิทยาระบบขับถายสืบพันธุงูเหาไทยเพศผู 
 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาอัณฑะของงูเหาไทยเปนรูปยาวรี ขางขวาใหญกวาและอยูหนา
กวาขางซายเชนเดียวกันกับของเพศเมีย  Huang (1983) กลาวไววากิ้งกาและงูทั่วไปมีอัณฑะขางขวา
ยาวกวา และอยูหนา (anterior) กวาขางซาย แตมีบางชนิดที่อัณฑะขางซายอยูหนากวาขางขวา เชน 
Eumaces obsoletus และ Crotaphytus collaris (Brooks, 1906) เชนเดียวกับในกิ้งกาดวงทุกชนิด
อัณฑะขางขวาวางตัวอยูหนากวาขางซาย (Gans, 1977) อยางไรก็ตามอัณฑะของกิ้งกา Agama 
tuberculata วางตัวอยูในระดับเดียวกัน (Duda, 1972) การที่อัณฑะสองขางอยูเยื้องกันอาจเปนการ
ปรับตัวให เหมาะสมกับรูปรางที่ เพรียวยาว  และขนาดอัณฑะของงูขึ้นอยูกับชวงเวลาที่มี
กระบวนการสรางตัวอสุจิ โดยอัณฑะงูชนิดที่มีการจําศีลมีขนาดใหญที่สุดในชวงออกจําศีลตรงกับ
ฤดูใบไมผลิ (Jacobson, 2007) 
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3. จุลกายวิภาคระบบสืบพันธุงูเหาไทยเพศเมีย 
 

จากการศึกษาครั้งนี้จําแนกฟอลลิเคิลได 2 กลุม คือฟอลลิเคิลกลุมระยะกอนสะสมไขแดง 
และกลุมระยะสะสมไขแดงในงูเหาไทยที่เก็บตัวอยางศึกษาทั้งในเดือนพฤษภาคมและเดือน
พฤศจิกายน การเจริญของฟอลลิเคิลแปรผันตามฤดูกาล กลุมฟอลลิเคิลสามารถจําแนกไดโดยการ
สังเกตสีและขนาดของฟอลลิเคิล และพบคอรปสลูเตียมในรังไขงูเหาเพศเมียที่เก็บในเดือน
พฤศจิกายน แตไมพบในเดือนพฤษภาคม ซ่ึงตรงกับแนวคิดของ Jacobson (2007) กลาวไววา     
คอรปสลูเตียมซึ่งเกิดจากการตกไขจะเกิดขึ้นเฉพาะชวงเดือนที่คาดวาเปนฤดูผสมพันธุเทานั้น 

 

4. จุลกายวิภาคระบบสืบพันธุงูเหาไทยเพศผู 
 

อัณฑะของงูเหาไทยประกอบดวยทอเซมินิเฟอรัสมากมาย ภายในทอมีตัวอสุจิระยะตางๆ 
ลักษณะของเซลลสเปอรมาโทเจนิคระยะตางๆ ที่พบในงูเหาไทยไมตางจากในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
(Junqueira et al., 1986) การวิจัยคร้ังนี้ พบลักษณะทอบุดวยเซลลที่มีขน ซ่ึงเปนลักษณะใกลเคียงกับ
เอพิดิไดมิส (Jacobson, 2007) รอบทอเอพิดิไดมิสของงูเหาไทยที่เก็บในเดือนพฤศจิกายนมี
กลามเนื้อเรียบเรียงลอมอยู สันนิษฐานวาใชในการบีบไลเชื้ออสุจิใหผานหลอดนําอสุจิไปที่           
เฮมิเพนิส ในขณะที่ Mader (1996) รายงานวางูไมมีเอพิดิไดมิส แตมีหลอดนําอสุจินําอสุจิเขาสู                
เฮมิเพนิสซึ่งอยูในโคนหาง  
 

5. รูปแบบการคัดหลั่งฮอรโมนเอสตราไดออลในรอบป 
 

ระดับความเขมขนเฉลี่ยของเอสตราไดออลในพลาสมางูเหาไทยเพศเมียสูงสุดในเดือน
ตุลาคมและพฤศจิกายน เปนไปไดวาฤดูสืบพันธุนาจะอยูในชวงเดือนพฤศจิกายน แมไมสามารถ
ศึกษาพฤติกรรมสืบพันธุในกรงเลี้ยงอันเนื่องมาจากอุณหภูมิในกรงเลี้ยงต่ํา กระทบตอเมแทบอลิซึม
ของงูเหาในกรงเลี้ยง สอดคลองกับที่ Chanhome และคณะ (2001) รายงานไววางูเหาไทยมีฤดู
สืบพันธุประมาณเดือนพฤศจิกายน-มกราคม 
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6. รูปแบบการคัดหลั่งฮอรโมนเทสทอสเทอโรนในรอบป 
 

ความเขมขนเฉลี่ยของเทสทอสเทอโรนในพลาสมางูเหาไทยเพศผูสูงสุดในเดือน
สิงหาคมและกันยายน สอดคลองกับที่ Chanhome และคณะ (2001) รายงานไววางูเหาไทยมีฤดู
สืบพันธุ ประมาณเดื อนพฤศจิ ก ายน -มกราคม  Moore และคณะ  ( 2000)  รายงานไว ว า                     
เทสทอสเทอโรนในพลาสมาของงูการ เตอรสูงสุดเดือนกันยายนเชนกัน  ระดับเฉลี่ยของ              
เทสทอสเทอโรนของงูเหาเพศผูมีแนวโนมสงูสุดกอนระดับสูงสุดเฉลี่ยของเอสตราไดออลของงูเหา
เพศเมีย อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไมสามารถศึกษาพฤติกรรมการสืบพันธุรอบปของงูเหา
ไทยในกรงเลี้ยงควบคูกับการศึกษาระดับการเปลี่ยนของฮอรโมนรอบป  
 
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

1. ระบบสืบพันธุงูเหาไทยเพศเมียประกอบดวยรังไข 2 ขาง ทอนําไข 2 ขางที่ทอดตัว
ตามยาว และทวารรวมโดยรังไขขางขวายาวกวาและอยูหนากวารังไขขางซาย ฟอลลิเคิลคอนขางรี
เรียงเปนแนวอยูในรังไขรูปยาวรี สวนระบบขับถายของงูเหาไทยเพศเมียประกอบดวยไต 2 ขาง   
ทอไตทั้ง 2 และทวารรวม ไตขางขวาวางตัวหนากวาไตขางซาย 

2. ระบบสืบพันธุงูเหาไทยเพศผูประกอบดวยอัณฑะ 2 ขาง หลอดนําอสุจิตอจากอัณฑะทั้ง
สองไปยังเฮมิเพนิส สวนระบบขับถายของงูเหาไทยเพศผูเหมือนกับของเพศเมีย 

3. รังไขงูเหาไทยมีฟอลลิเคิล 2 ระยะ ไดแก ฟอลลิเคิลระยะกอนสะสมไขแดงและ         
ฟอลลิเคิลระยะสะสมไขแดง ฟอลลิเคิลประกอบดวยโอโอไซต และเซลลแกรนูโลซา ซ่ึงถูกลอม
ดวยเซลลทีกา และพบคอรปสลูเทียมในรังไขงูเหาที่เก็บในเดือนพฤศจิกายนเทานั้น 

4. ไมพบความแตกตางทางจุลกายวิภาคของอัณฑะของงูเหาไทย อัณฑะประกอบดวยทอ                
เซมินิเฟอรัสที่ภายในมีอสุจิระยะตางๆ ไดแก เซลลตนกําเนิดตัวอสุจิ อสุจิขั้นปฐมภูมิ สเปอรมาติด
และตัวอสุจิ นอกจากนี้พบตัวอสุจิในทอดัคตัสเอฟเฟอเรนส และเอพิดิไดมิส  

5. ความเขมขนเฉลี่ยของฮอรโมนเอสตราไดออลสูงสุดในเดือนตุลาคม-พฤศจิกายน 
6. ความเขมขนเฉลี่ยของฮอรโมนเทสทอสเทอโรนสูงสุดในเดือนสิงหาคม-กันยายน 

 

 ขอเสนอแนะ 

 

การศึกษาการทํางานของตอมไรทอและการสืบพันธุควรศึกษาพฤติกรรมการสืบพันธุใน
รอบปควบคูกับการศึกษาฮอรโมนจากตอมบงเพศเปนอยางยิ่ง เนื่องจากจากการงานวิจัยคร้ังนี้ไม
สามารถสังเกตพฤติกรรมการสืบพันธุของงูเหาไทยในกรงเลี้ยง เสนอแนะใหศึกษาขีดจํากัดและ
กระบวนการศึกษาพฤติกรรมโดยการเฝาสังเกตตอไป 
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การเก็บตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางตอมบงเพศ และลางตัวอยางเนื้อเยื่อดวยนอรมอลซาไลน (normal saline) 0.7 
เปอรเซ็นต ตัดเปนชิ้นใหญๆ กอนนําไปใสในน้ํายาคงสภาพ (fixative) จนภายนอกของเนื้อเยื่อแข็ง
พอ จึงนําออกมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ดวยมีดผาตัดบนถาดเทียน ใหช้ินเนื้อหนาประมาณ 4 มิลลิเมตร 
และพื้นที่หนาตัดไมเกิน 1-2 ตารางเซนติเมตร นําเนื้อเยื่อที่ไดไปใสในน้ํายาคงสภาพ (fixative) 
นิวทรอลบัฟเฟอรฟอรมาลิน (neutral buffer formalin) (เวคิน, 2524) (ภาคผนวก 5.1.2) 
1. การลาง 

หลังจากเก็บตัวอยางในสารละลายนิวทรอลบัฟเฟอรฟอรมาลินได 24 ช่ัวโมง ใหนํา
เนื้อเยื่อออกมาหอดวยผาขาวบาง ใสภาชนะ ไปรองใตกอกน้ํา เปดน้ําใหไหลผานเปนเวลา 30 นาที
ถึง 1 ช่ัวโมง แลวนําตัวอยางเนื้อเยื่อแชในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 
2. การขจัดน้ําดวยแอลกอฮอล ทําใหเนื้อเยื่อใสและการแทรกซึมพาราฟน 

เนื่องจากสารที่ใชในการฝงเนื้อเยื่อไมละลายในน้ํา จึงตองกําจัดน้ําออกจากเซลลอยาง
สมบูรณ (Kiernan, 1999) สวนสารที่ใชขจัดแอลกอฮอล นิยมใชไซลีน (zylene) (Humason, 1979) 

ใชเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ตั้งโปรแกรมเครื่อง 18 
ช่ัวโมง นําตัวอยางเนื้อเยื่อออกจากแอลกอฮอล 70เปอรเซ็นต ใสในตลับพลาสติก นําตลับใสตะกรา
ที่มีรูพรุน แขวนตะกรากับตะขอของเครื่องอัตโนมัติ ตะกราจะหมุนไปยังสารเคมีที่เตรียมไว 
3. การฝงเนื้อเยื่อ 

ใชเครื่องหยอดพาราฟน (dispenser) โดยนํากระทงโลหะทาดวยกลีเซอรอล เปดพาราฟน
ใหไหลลงในกระทงโลหะ (mold) นําเนื้อเยื้อมาวางในกระทง ใชกรอบพลาสติก (embedding ring) 
ครอบดานบนกระทง กดกรอบพลาสติกใหแนนแลวปลอยพาราฟนใหไหลจนเต็ม นําไปวางไวที่
แผนเย็นใหพาราฟนแข็งตัว (ศุภลักษณ, 2545) 
4. การตัดเนื้อเยื่อใหเปนแผนบาง  

ตัดแตงหนาบล็อก (trimming) ใหเปนรูปสี่เหล่ียมคางหมู นํามีดมาใสในตัวจับมีด ปรับ
มีดใหเอียง 5 องศา นําบล็อกมาใสตัวจับบล็อก (block holder) ปรับหนาบล็อกใหตรง ขนานกับหนา
ใบมีด ลงมือตัดเนื้อเยื่อเปนแผนขนาด 5 ไมครอนดวยความเร็วสม่ําเสมอ จนไดแถบเนื้อเยื่อเปน
แผนยาว (ribbon) วางไวบนกระดาษสีเขม ตัดเปนแผนขนาดพอดี 
5. ติดเนื้อเยื่อแผนบางบนสไลด 

นําเนื้อเยื่อที่ตัดแลวมาลอยในอางลอยเนื้อเยื่อ (water bath) ในอางใสน้ํากลั่นที่มีเจลาติน
อยู ใชสไลดชอนเนื้อเยื่อขึ้นมา นําไปวางบนเครื่องอุนสไลด (slide warmer) 
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6. การยอมสี 
ลางพาราฟนโดยจุมในไซลีน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นทําการเอาน้ําเขาเนื้อเยื่อ 

(hydration) โดยเริ่มจากแอลกอฮอลที่มีระดับความเขมขนสูงมาต่ํา แอลกอฮอล 100เปอรเซ็นต 2 
นาที แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2 นาที แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 นาที แลวลางน้ําประปา เปดน้ํา
ไหลผาน 1-2 นาที แลวจึงยอมดวยสีแฮรีสฮีมาท็อกซิลิน (Harris’ hematoxylin) ใช 1 เปอรเซ็นต 
แอซิดแอลกอฮอล (acid alcohol) ลางสีสวนเกินออก ทําใหสไลดเปนกลางโดยจุมในสารละลาย
ลิเทียมคารบอรเนตแลวลางในน้ําไหลนําสไลดที่ไดไปเช็คสี ถาติดสีจางไปใหยอนกลับไปขั้น      
แฮรีสฮีมาท็อกซิลิน ถาสีเขมไป ยอนกลับไปขั้น 1เปอรเซ็นต แอซิดแอลกอฮอล เมื่อไดสีที่พอใจ
แลวจึงนําสไลดไปยอมสีอีโอซิน (eosin) 2 นาที จากนั้นนําสไลดไปขจัดน้ําออกโดยใหผาน
แอลกอฮอลที่มีระดับความเขมขนจากต่ําไปสูง แอลกอฮอล 70เปอรเซ็นต 30 วินาที แอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาทีแลวตรวจสอบสีอีโอซิน ถาจางไปใหกลับไปยอมใหม ถาเขมไปให
กลับไปที่แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เมื่อไดสีพอดีแลว นําสไลดจุมใน แอลกอฮอล 100เปอรเซ็นต 2 
คร้ัง คร้ังละ 2 นาที ขจัดแอลกอฮอลและทําใหเนื้อเยื่อใสโดยจุมในไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ปด
ดวยกระจกปดสไลด (cover glass) โดยหยดเปอรเมาท (permount) เพื่อทําเปนสไลดถาวร 

 
การเตรียมสารเคมีและสียอม 

น้ํายาคงสภาพ 
1. น้ํายาลางเนื้อเยื่อกอนคงสภาพ 

Normal saline (NaCl) 0.9 % 
2. น้ํายารักษาสภาพ Neutral Buffer Formalin Solution (Drury et al., 1967) 
Formalin (30 – 40% formaldehyde) 100 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น  900 มิลลิลิตร 
Sodium phosphate monobasic (Na H2 PO4) 4 กรัม 
Sodium phosphate dibasic (Na2 H PO4)  6.5 กรัม 
ผสมเขาดวยกัน 
  เปนที่นิยมใชกันทั่วไปตามหองปฏิบัติการตางๆ เหมาะสําหรับรักษาสภาพเนื้อเยื่อทั่วไป 
ทั้งที่ตองการยอมสีธรรมดาและสีพิเศษ Formalin จะเปนตัวคงสภาพโปรตีนในไซโตพลาสซึม 
ระยะเวลาในการรักษาสภาพประมาณ 24 ช่ัวโมง หรือถาจําเปนตองรักษาสภาพนานกวานี้ก็ยังใชได 
ลางออกดวยน้ําไหลประมาณ 6 ช่ัวโมง (Humason, 1979) 
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สีและวิธีการยอม 
Harris hematoxylin and Eosin stainning method (Luna, 1968) 
1. Harris hematoxylin 
Hematoxylin crystal 5 กรัม 
Absolute ethyl alcohol 50 มิลลิลิตร 
Ammonium alum or potassium alum 100 กรัม 
Mercuric oxide (red)  2.5 กรัม 

น้ํากลั่น   1000 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid 
 นําผลึกสี hematoxylin ละลายใน absolute alcohol แลวนําไปตมแยกไว และละลาย 
ammonium alum ในน้ํากลั่น แลวนําไปตม เมื่อทั้งสองสวนละลายดีแลว ผสมทั้งสองสวนเขา
ดวยกัน จากนั้นนํากลับไปตมใหมใหเร็วที่สุด (จํากัดเวลาในการตมประมาณ 1 นาที) ระหวางนี้ตอง
ใชแทงแกวคนอยูตลอดเวลา แลวยกลง คอยๆ เติม mercuric oxide (red) ลงชาๆ คนใหสารละลาย
เขากัน แลวนําไปตมใหมจนกระทั่งเดือด สีจะกลายเปนสีมวงเขม ยกลงจากเตา แลวแชลงในภาชนะ
ที่มีน้ําหลอเย็นจนเย็นพรอมนําไปใชไดทันที กอนใชเติม glacial acetic acid 2 – 4 มิลลิลิตรตอสี 
100 มิลลิลิตร เพื่อชวยเพิ่มใหการติดสีนิวเคลียสดีขึ้น กอนใชตองกรองสีกอน และควรเก็บไวใน
ขวดสีน้ําตาล 
2. Eosin solution 

2.1 1 % Stock Alcoholic Eosin 
Eosin Y (water solution) 1 กรัม 
น้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร 
ละลายเขาดวยกันแลวเติม 
95 % Ethyl alcohol 80 มิลลิลิตร 

2.2 Working solution 
Stock eosin solution 
Ethyl alcohol 80 % 1 สวน 
Glacial acetic acid 0.5/100มิลลิลิตร 

3. 1 % Acid alcohol 
Ethyl alcohol 70 % 1000มิลลิลิตร 
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Hydrochloric 10 มิลลิลิตร 
4. Saturate lithium carbonate (Li2 CO3) 

น้ํากลั่น  1000มิลลิลิตร 
Lithium carbonate (Li2 CO3) 

ผสม 2 สวนเขาดวยกันจนกระทั่ง Lithium carbonate ไมละลายในน้ํากลั่น 
 
การยอมสี Harris hematoxylin และ Eosin (Luna, 1968) 
1. นําแผนสไลดที่มีช้ินเนื้อเยื่อติดอยูไป deparaffinized โดยจุมใน xylene 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
2. hydration ใน ethyl alcohol ที่มีความเขมขนตางๆ (100 %, 95 % และ 70 %) ความเขมขนละ 2 
นาที แลวนําไปลางดวยน้ํากลั่น 
3. ยอมสี Harris hematoxylin 5 – 8 นาที 
4. ลางในน้ําประปาที่ไหลจนสี Harris hematoxylin ละลายไปหมด 
5. differentiate ใน 1 % acid alcohol โดยจุมแลวยกขึ้นอยางเร็ว แลวนําไปลาง ในน้ําประปาที่ไหล 
1 นาที 
6. จุมใน saturated litium carbonate (Li2 CO3) 1 นาที 
7. นําไปลางในน้ําประปา (tap water) ที่ไหล 1 นาที 
8. ยอมสี eosin solution นาน 2 นาที  
9. จุม ใน 70 % ethyl alcohol แลวยกขึ้นอยางเร็ว 
10. dehydrate ใน ethyl alcohol ที่มีความเขมขนตางๆ (95 % และ 100 %) ความเขมขนละ 2คร้ังๆ 
ละ 2 นาที 
11. clearing ใน xylene 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
12. mount slide โดยใช permount ปดทับดวย cover glass 
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การเก็บเลือดงู 
 

1. เจาะเลือดจากเสนเลือดดําจากดานทองของหาง (ภาพที่16) 
2. นําเลือดที่ไดเขาเครื่องปนเหวี่ยงจนไดพลาสมา (ภาพที่ 17) 
3. ดูดพลาสมาเก็บไวที่อุณหภูมิ -70°C (ภาพที่ 18) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ข1  แสดงวิธีการเจาะเลือดงู; จับงูเหาสอดทอ (บน) เจาะเลือดจากเสนเลือดดําที่หาง 

(ลาง) 
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ภาพผนวกที่ ข2  แสดงเลือดงูที่แยกชั้นจากการปนเหวี่ยง; พลาสมาอยูสวนบนหลังจากนําเลือดเขา

เครื่องปนเหวี่ยง 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ข3  พลาสมางูเหาไทย 
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การสกัดฮอรโมนเอสตราไดออลจากพลาสมา 

1 ดูดตัวอยางพลาสมา 100 ไมโครลิตร และไดเอทิลอีเทอร (diethyl ether) 2 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง (ภาพที่ 19) 

2 เวอรเทคมิกซ นาน 1 นาที 
3 นําไปปนแยกชั้น 1,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
4 นําหลอดทดลองไปแชน้ําแข็งแหงเพื่อแยกชั้น  
5 ดูดของเหลวชั้นบนใสในหลอดทดลองใหมที่สะอาด 
6 นําไประเหยใหแหงดวยกาซไนโตรเจน (ภาพที่ 20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ค1  การดูดพลาสมาดวยไมโครปเปต 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ค2 การเปาดวยกาซไนโตรเจน 
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ภาคผนวก ง 
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การสกัดฮอรโมนเทสทอสเทอโรนจากพลาสมา 
1 ดูดตัวอยางพลาสมา 100 ไมโครลิตร และไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 5 มิลลิลิตร

ลงในหลอดทดลอง (ภาพที่ 21) 
2 เวอรเทคมิกซ นาน 1 นาที 
3 นําไปปนแยกชั้น 1,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
4 เมื่อแยกชั้นแลว ดูดของเหลวชั้นบนออกทิ้ง 
5 ดูดของเหลวชั้นลางปริมาตร 2 มิลลิลิตรในหลอดทดลองใหมที่สะอาด 
6 นําไประเหยใหแหงดวยกาซไนโตรเจน (ภาพที่ 22) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ง1  ใชไมโครปเปตดูดพลาสมาใสหลอดทดลอง 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ง2  เปาใหแหงดวยกาซไนโตรเจน 
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ภาคผนวก จ 
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การวิเคราะหฮอรโมนเอสตราไดออลดวยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสย 
1. เตรียมหลอด 2 ชนิด 

1.1 หลอดธรรมดาใชหลอดโพลิโพรไพลีนขนาด 12x75 มิลลิเมตร ติดฉลากหลอดที และ
หลอดเอ็นเอสบี  

1.2 หลอดที่เคลือบแอนติบอดี เตรียมคามาตรฐาน 6 ระดับ โดยใชหลอดที่เคลือบดวย
แอนติบอดีเอสตราไดออล ติดฉลากบนหลอดเปน เอ (maximum binding, MB) บี ซี ดี อี เอฟ และ
ตัวควบคุม 
2.  ติดฉลากตัวอยาง 

2.1 ปเปตคาลิเบรเตอรเอ (zero calibrator A) 100 มิลลิลิตร ใสในเอ็นเอสบี และหลอดเอ 
2.2 ปเปตคาลิเบรเตอรบี ซี จนถึงจี และตัวควบคุม ใสในหลอดที่ทําฉลากไว 
2.3 ปเปตคาลิเบรเตอรเอ 120 มิลลิลิตร ใสในตัวอยางพลาสมาที่สกัดฮอรโมน                เอ

สตราไดออลแลว นําไปเวอรเท็กซมิกซ แลวปเปตมา 100 มิลลิลิตร ใสในหลอดที่โคดไว 
2.4 ปเปตไอโอดีน-125 (125I Estradiol) ในทุกหลอด แลวเวอรเท็กซมิกซ 
2.5 บม3 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง 
2.6 เทของเหลวในหลอดทิ้ง ยกเวนหลอดที ทําใหแหงโดยใชโฟมดีแคนติงแรค (foam 

decanting rack) คว่ําหลอดแลวเคาะแรงๆ บนกระดาษทิชชู รอใหแหง 
2.7 นับดวยเครื่องนับรังสีแกมมาเปนเวลา 1 นาที 
2.8 บันทึกคาซีพีเอ็ม (cpm) แลวนําไปคํานวณหาปริมาณฮอรโมนเอสตราไดออลดวย

โปรแกรมสาํเร็จรูป GMS Version 3.05: Gamma – 12 (ภาพที่ 23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ จ1  เครื่องวัดรังสีแกมมา 
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ภาคผนวก ฉ
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การวิเคราะหฮอรโมนเทสทอสเทอโรนดวยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสย 
1 เตรียมหลอด 2 ชนิด 

1.1 หลอดธรรมดา (plain tube) ใชหลอดโพลิโพรไพลิน (polypropylin) ขนาด 13x75 
มิลลิเมตร เปนหลอดหลอดที (total counts) 

1.2 หลอดเอ็นเอสบี (nonspecific binding, NSB) เพื่อเตรียมคาฮอรโมนมาตรฐาน 4 ระดับ 
โดยใชหลอดที่เคลือบดวยแอนติบอดีเทสทอสเทอโรน ติดฉลากบนหลอดเปน เอ (maximum 
binding, MB) บี ซี ดี และ ตัวควบคุม (control) 
 
2 ติดฉลากตัวอยาง 

2.1 ปเปตคาลิเบรเตอรเอ (zero calibrator A) 80 มิลลิลิตร ลงในหลอดตัวอยางพลาสมาที่ทํา
การสกัดแลว นําไปเวอรเทคมิกซ แลวปเปตมา 50 ไมโครลิต ใสในหลอดที่โคดไว  

2.2 ปเปตคาลิเบรเตอรเอ 50 ไมโครลิตร ใสในหลอดเอ็นเอสบี และหลอดเอ 
2.3 ปเปตคาลิเบรเตอรบี ซี ดี อี เอฟ และตัวควบคุมลงในหลอดที่ทําการติดฉลากไวแลว 
2.4 ปเปตไอโอดีน-125 (125I Total Testosterone) ในทุกหลอด แลวเวอรเท็กซ (ภาพที่ 25) 
2.5 บม (incubate) 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
2.6 เทของเหลวในหลอดทิ้ง ยกเวนหลอดที ทําใหแหงโดใชโฟมดีแคนติงแรค คว่ําหลอด

แลวเคาะแรงๆ บนกระดาษทิชชู รอใหแหง 
2.7 นับดวยเครื่องวัดรังสีแกมมา (gamma counter) เปนเวลา 1 นาที 
2.8 บันทึกคาซีพีเอม (cpm) แลวนําไปคํานวณหาปริมาณฮอรโมนเทสทอสเทอโรนดวย

โปรแกรมสําเร็จรูป GMS Version 3.05: GAMMA – C12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ฉ1  ชุดทดสอบฮอรโมนเทสทอสเทอโรน 
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