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การศึกษานี้ไดทําการตรวจวัดการสังเคราะหฮอรโมนเซสควิเทอรพีนอยดและไอโคซานอยดจาก

เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายดวยเทคนิค Radiochemical assay  โดยบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับ
สารต้ังตนฟารนีโซอิก เอซิดที่ติดฉลากรังสีทริเทียม L-[methyl-3H]methionine ที่ระยะเวลาตาง ๆ (3, 6, 9 และ 
12 ช่ัวโมง) เปรียบเทียบกับสมอง และกลามเนื้อ พบวาไดสารเซสควิเทอรพีนอยดและไอโคซานอยดสูงสุด 
(1903.83+464.2 dpm)  เมื่อบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลนาน 12 ช่ัวโมง   
 
 จําแนกชนิดของสารผลิตภัณฑจากการบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลแมเพรียงทรายดวยวิธีการ TLC, 
HPLC, GC และ GC/MS ตามลําดับ  พบวาเมื่อวิเคราะหดวย TLC สารผลิตภัณฑมีคา Rf  ตรงกับสารมาตรฐาน  
เมทธิลฟารนีโซเอท แตเมื่อวิเคราะหดวย HPLC และ Liquid Scintillation Counter กลับมีคา Retention time 
ใกลเคียงกับอะราคิโดนิค เอซิด เมทธิล เอสเทอร และ ไอโคซาไตรอิโนอิก เอซิด เมทธิล เอสเทอร จึงทดลอง
เปลี่ยนสารตั้งตนในการบมจากฟารนีโซอิก เอซิด เปนอะราคิโดนิก เอซิด และพบวาอะราคิโดนิค เอซิด ให
ปริมาณการแผรังสีสูงยิ่งกวาเมื่อใชฟารนีโซอิก เอซิกเปนสารตั้งตน (3322.0+1362.1dpm) ตอมา เมื่อทําการ
จําแนกชนิดและหาโครงสรางของสารสกัดตัวอยางดวย Mass spectrometry  พบวาเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทรายสามารถสังเคราะหสารไดหลายตัว ในลําดับ 1 และ 2 เปน Unidentified fatty acids ที่มีคารบอน 16 
ถึง 22 ตัว โดยพบฮอรโมนเมทธิล ฟารนีโซเอทเปนลําดับที่ 3   
 
 การศึกษาการสังเคราะหฮอรโมนเซสควิเทอรพีนอยดและไอโคซานอยด จากการศึกษา Activity ของ
เอ็นไซม Methyl transferase พบการกระจายตัวของเอ็นไซมนี้ในหลายอวัยวะ เชน เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  สมอง  
คอหอย และกลามเนื้อ โดยที่เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลแมเพรียง ยังคงเปนอวัยวะที่มี Activity ของ Methyl 
transferase สูงสุด 
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Radiochemical assay was used to study the synthesis of sesquiterpenoids and 

eicosanoids in sandworm tissues (Perinereis sp.). Different sandworm tissues were incubated 
with farnesoic as a precursor was incubated and L-[methyl-3H]methionine at different period of 
time (3, 6, 9, 12 hrs).  It was found that tissues surrounding mandibles of sandworm (MO) at 12  
hrs incubation produced highest radioactivity over brain and muscle (1903.83+464.2 dpm).   
 
 Identity of sandworm MO products was carried out on TLC, HPLC, GC and GC/MS.  
Originally, the MO products was identical with methyl farnesoate standard by TLC.  However, 
when injected by HPLC, the highest radioactive section was shown not to be methyl farnesoate 
but more closely to arachidonic acid methyl ester. Moreover, when the substrate was changed 
from farnesoic acid to arachidonic acid higher radioactivity from the incubation was obtained.  
GC/MS analysis revealed that the highest amount of the sandworm MO incubation were C16-
C22.  Methyl farnesoate was appeared to be at the third rank of compound produced from the 
sandworm MO tissues.    
  
 Methyl transferase, an enzyme which was responsible in changing farnesoic acid into 
methyl farnesoate, was discovered in several sandworm tissues ie. mandibular tissues, muscle, 
brian and pharynx.  The highest activity of such enzyme was presented in mandibular tissues.  
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แมเพรียงทราย (Perinereis sp.) บริเวณชายหาดในจังหวดัชลบุรี 
แสดงลักษณะของคอหอย (Pharynx)  หลอดอาหาร (Esophagus)  แมนดิเบิล 
(Mandible)  และตอมพิษ (Venom gland) ภายในโพรสโตเมียม (Prostomium) 
ของแมเพรียง 
โครงสรางของ Farnesoic acid, Methyl farnesoate และ Juvenile hormone III 
Chromatogram และ Mass spectrum ของสารมาตรฐาน Methyl farnesoate 
กระบวนการสงัเคราะห Juvenile hormone และ Methyl farnesoate ในแมลง 
และครัสเตเชียน 
แสดงตําแหนงแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย (Perineries sp.) 
แสดงตําแหนงเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย (Perineries sp.) 
ขั้นตอนการศกึษาการสังเคราะหฮอรโมน Sesquiterpenoida และ Eicosanoids จาก
อวัยวะตาง ๆ ของแมเพรียงทราย 
ขั้นตอนการจําแนกชนิดของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล ดวย TLC, HPLC 
และ GC/MS 
คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl-3H]methionine จากการบมเนื้อเยื่อ
รอบแมนดิเบลิของแมเพรียงทรายโดยเปลีย่นน้ําเล้ียงเซลลทุก 3 ช่ัวโมง (n=10) 
คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl-3H]methionine จากการบมเนื้อเยื่อ
รอบแมนดิเบลิของแมเพรียงทราย โดยไมเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล (n=10) 
คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl-3H]methionine จากการบมเนื้อเยื่อ
รอบแมนดิเบลิ  สมอง  กลามเนื้อของแมเพรียงทราย (เปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล) ที่ 3, 6, 
9 และ 12 ช่ัวโมง (n=10) 
อัตราการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จาก
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  สมอง และกลามเนื้อของแมเพรียงทราย (เปลี่ยนน้ําเล้ียง
เซลล) ในหนึ่งหนวยเวลา 
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Chromatogram ของสารมาตรฐาน Methyl farnesoate จากการวิเคราะหดวย HPLC 
แสดงแถบสารสีของตัวอยางที่มี Arachidonic acid และ Farnesoic acid เปนสารตั้ง
ตนที่ Co-migrate ตรงกับ Methyl farnesoate บน TLC plate (ดวยไอระเหยของ
เกร็ดไอโอดีน) 
(A) Chromatogram และ (B) Mass spectrum ของสารมาตรฐาน Methyl farnesoate 
จากการวิเคราะหดวย GC/GC-MS 
(A) Chromatogram ของสารสกัดจากเนื้อเยือ่รอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย 30 
ตัว (B) Chromatogram ของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล (MO) ของแม
เพรียงทราย 30 ตัว ที ่Spike สารมาตรฐาน Methyl farnesoate และ (C) Mass 
spectrum ของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบลิของแมเพรียงทราย 30 ตัว เมื่อ
วิเคราะหดวย GC/GC-MS 
คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสี S-Adenosyl-L-[methyl-3H]methionine (SAM) 
จากการบมเนือ้เยื่อตาง ๆ  ของแมเพรียงทราย (n = 10)    
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การสังเคราะหสารคลายฮอรโมน-เซสควิเทอรพีนอยดและไอโคซานอยดจากเนื้อเยื่อแม
เพรียงทราย (Perinereis sp.) 

 
Biosynthesis of Sesquiterpenoids and Eicosanoids in Tissues of Sandworm 

(Perinereis sp.) 
 

คํานํา 
 

 ปจจุบันพอแมพันธุกุงทั่วไปมักจะมีคุณภาพที่ลดลง มีผลใหไดลูกกุงที่จะนําไปสูระบบ
ธุรกิจการเพาะเลี้ยงมีคุณภาพต่ํา ซ่ึงการเสริมคุณคาของอาหารที่ใชเล้ียงพอแมพันธุกุงใหมีการ
พัฒนาระบบสืบพันธุที่สามารถผลิตลูกกุงที่มีคุณภาพที่ดีได    อนึ่งเกษตรกรไดมีการนําแมเพรียงมา
เปนอาหารในการเลี้ยงพอแมพันธุกุงทะเล  ซ่ึงจากรายงานการวิจัยของ Middleditch (1979) และ 
Lytle et al. (1990)  พบวาในตัวแมเพรียงมีคุณคาทางโภชนาการ เชน ปริมาณโปรตีนที่สูง  รวมทั้ง
ไขมันและแรธาตุ    จากงานทดลองของปริญญา (2546) พบวาแมเพรียงมีปริมาณโปรตีนสูงถึง 
45.35 เปอรเซ็นต  นอกจากโภชนาการดังกลาวแลวยังมีปจจัยของฮอรโมนที่มีความสําคัญตอระบบ
สืบพันธุของพอแมพันธุกุง เชน ฮอรโมนเมทธิลฟารนีโซเอท (Methyl farnesoate) (Laufer et al., 
1997)  ฮอรโมนโพรเจสเทอโรน (Progestorone) (เสาวลักษณ, 2548)    ฮอรโมนโพรสตาแกลนดิน 
อีทู (Prostaglandin E2) (เอกชัย, 2548)  ฮอรโมนโพรสตาแกลนดิน เอฟ ทู แอลฟา (Prostaglandins 
F2α) (Poltana, 2004)   ดังนั้นเกษตรกรสามารถนําแมเพรียงมาเลี้ยงพอแมพันธุกุงซึ่งมีผลทางออมตอ
กุงที่จะไดรับปริมาณฮอรโมนเพิ่มขึ้นมีผลตอระบบสืบพันธุ  ซ่ึงเปนเปาหมายในการวิจัยในครั้งนี้
โดยการสังเคราะหสารคลายฮอรโมนจากแมเพรียงทราย เชน Methyl farnesoate หรือกลุมของ
ฮอรโมนเซสควิเทอรพีนอยด (Sesquiterpenoids) และไอโคซานอยด (Eicosanoids) ที่มีผลตอระบบ
สืบพันธุของพอแมพันธุกุงหรือไม รวมทั้งสรางมาจากสวนใดของตัวแมเพรียงทราย  แลวศึกษา
ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จาก
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล   พรอมทั้งจําแนกชนิด และศึกษาโครงสรางที่แทจริงของสารสังเคราะห
ดังกลาว   อนึ่งขอมูลที่ไดจากการวิจัยในครั้งนี้จะเปนประโยชนอยางมากตอการสงเสริมธุรกิจการ
เพาะเลี้ยงแมเพรียงทราย  เพื่อเปนอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงพอแมพันธุกุงตอไปที่จะมีประโยชน
ตอคุณภาพลูกกุง 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาการสังเคราะหสารคลายฮอรโมนเซสควิเทอรพีนอยด และไอโคซานอยด จาก
อวัยวะตาง ๆ ของแมเพรียงทราย 
 
 2.  การจําแนกชนิด และศกึษาโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทรายดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Gas Chromatography/ 
Mass Spectrometry (GC/MS)  
  
 3.  การวิเคราะหเอ็นไซมเมทธิล ทรานเฟอเรส (Methyl transferase assay) ที่ใชสังเคราะห
สารคลายฮอรโมนเซสควิเทอรพีนอยด จากเนื้อเยื่อตาง ๆ ของแมเพรียงทราย เพื่อยืนยันการกระจาย
ตัวของเอ็นไซม และแสดงความสามารถในการสรางสารผลิตภัณฑคลายฮอรโมนของเนื้อเยื่อตางๆ 
ของแมเพรียงทรายได 
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การตรวจเอกสาร 
 
ชีววิทยาของแมเพรียงทราย 
 

แมเพรียงทราย (ภาพที่ 1) เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Day, 1967)  สามารถจัดลําดับ
อนุกรมวิธานไดดังนี ้

 
 Phylum Annelida  
         Class Polychaeta 
                   Subclass Errantia 
                             Order Phyllodocida 
                                  Family Nereidae 
                                       Genus Perinereis  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  แมเพรียงทราย (Perinereis sp.) บริเวณชายหาดในจงัหวัดชลบุรี 
 
 

  0.4 cm. 
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แมเพรียงอาศัยอยูบนพื้นทะเลใกลฝงเขตน้ําทวมตลอดเวลา  พบตามพื้นทราย  ใตกอนหิน หรือ
อาศัยอยูในรู  ปกติจะฝงตัวลึกอยูในทราย และขึ้นมาหาอาหารในเวลาน้ําขึ้น แมเพรียงเปนสัตวกิน
เนื้อ (Carnivore) (Mettam, 1980) หรือกินสารอินทรียที่ลอยตามน้ําโดยการกรอง สําหรับบางชนิดที่
เคลื่อนที่ชามักกินอาหารตามผิวหนาดิน 
 

ลักษณะทั่วไปของแมเพรียงทราย (Sand worm; Polychaetes) คือ มีลําตัวเปนขอปลอง แต
ละขอปลองจะประกอบไปดวยขาเดิน (Parapodia) และซี่ขน (Setae)  ซ่ึงจะมีรูปรางแตกตางกัน
ออกไปตามแตละชนิดของแมเพรียง  แมเพรียงมีลําตัวคอนขางยาวมากกวาสวนกวาง  รางกายแบง
ออกเปน 3 สวน คือ  หัว  ลําตัว และหาง  สวนหัวประกอบดวยโพรสโตเมียม (Prostomium) และ  
เพอริสโตเมียม (Peristomium) โพรสโตเมียม อยูดานหนาสุดของลําตัว  มีอวัยวะรับความรูสึกซึ่ง
ประกอบดวย ตา 2  คู   หนวด (Tentacle) อยางนอย 1 คู    บริเวณดานขางของโพรสโตเมียมคอนไป
ทางดานทองมีพัลพ (Palps) 1 คู มีลักษณะเปนแทงมน ทําหนาที่รับความรูสึกดานเคมี และกิน
อาหาร  เทนทาคูลาร เซอราย (Tentacular cirri) 4 คู เปนอวัยวะชวยในการรวบรวมอาหารเขาปาก 
และพาราแนธ (Paragnaths) บริเวณดานปาก  สวนถัดมา คือ Peristomium เปนปลองที่ไมมีระยางค  
ตอจาก Peristomium คือ สวนของลําตัวที่ประกอบดวย ปลองจํานวนมาก แตละปลองมีระยางคขาง
ตัว (Parapodia) เพื่อชวยในการเคลื่อนที่ ระยางคขางตัวจะแบงออกเปน 2 สวน คือ ระยางคบน 
(Notopodium) และระยางคลาง (Neuropodium)  ปลองที่อยูบริเวณปลายสุดของลําตัวคือปลองหาง 
(Pygidium) (บพิธ และนันทพร, 2540) 
  
 ทางเดินอาหารของแมเพรียงประกอบดวย ปาก (Mouth), อุงปาก (Buccal cavity) และคอ
หอย (Pharynx)  เปนกระเปาะขนาดใหญอยูบริเวณปลองที่ 1–4 ของลําตัว ภายในมีเขี้ยว (Jaw, 
Mandible) ขนาดใหญ 1 คู ปกติเขี้ยวจะหดตัวอยูภายใน เมื่อตองการกินอาหารจึงจะยื่นออกมานอก
ชองปากโดยอาศัยกลามเนื้อรอบคอหอย  และผนังลําตัว กับแรงดันภายในชองตัวเปนตัวควบคุม
ประสานงาน ผนังของคอหอยมักจะมีหนามสั้น ๆ (Denticle) ติดอยูโดยรอบ ถัดมา คือ หลอดอาหาร 
(Esophagus) เปนทอส้ัน ๆ  เชื่อมตอกับลําไส (Intestine)  สวนสุดทายของทางเดินอาหาร คือ ทวาร
หนัก (บพิธ, 2529) (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2  แสดงลักษณะของคอหอย (Pharynx)  หลอดอาหาร (Esophagus) แมนดิเบิล (Mandible) 

  และตอมพิษ (Venom gland) ภายในโพรสโตเมียม (Prostomium) ของแมเพรียง  
ท่ีมา: Saulnier-Michel (1992) และ Fox (2001) 
 
การสืบพันธุ 
 

 แมเพรียง มีการสืบพันธุ แบบอาศัยเพศ  เกิดภายนอกตัว มีเพศผู และเพศเมียแยกจากกัน 
(จิรประภา, 2543)  เมื่อถึงฤดูผสมพันธุตัวผูและตัวเมียจะขึ้นมาวายวนไปวนมาบริเวณผิวน้ําในชวง
เชา  เรียกพฤติกรรมนี้วา นุปเชียลแดนซ (Nuptial dance)  ตัวเมียจะปลอยฟโรโมน (Pheromone) 
ออกมาเพื่อกระตุนใหตัวผูเขามาผสมพันธุ  อาจมีตัวผูมากกวาตัวเดียว  ตัวเมียปลอยไขกอนแลวตัวผู
จึงปลอยเสปรมเขามาผสมกับไขในน้ํา  ซ่ึงการผสมพันธุเกิดในชวงระยะเวลาสั้น ๆ เมื่อผสมพันธุ
เสร็จแลวตัวผูและตัวเมียจะตายในที่สุด (Elliott, 1952) 
 
ฮอรโมนในแมเพรียง 
 

1.  เปปไทดฮอรโมน (Peptide hormone) ในแมเพรียงมี Peptide hormone ดวยกันหลาย 
กลุมซึ่งสามารถแบงไดดังนี ้
 
 Peptide hormone ที่มีโครงสรางเปนวงไดซัลไฟด 2 วง ประกอบดวยกรดอะมิโน 9 ชนิด 
ไดแก ออกซีโตซิน (Oxytocin) และ วาโซเพรสซิน (Vasopressin)  มีหนาที่เกี่ยวกับการควบคุม
ความเขมขนของสารละลายภายในระบบขับถาย (Salzet et al., 1993; Oumi et al., 1996)   

 Pharynx 

Esophagus 

Mandible

Prostomium 

Venom gland 
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นอกจากนั้นยังประกอบดวย Peptide hormone ที่มีหนาที่ควบคุมกระบวนการสรางน้ําเชื้อ
เพศผู (Spermatogenesis) และการพัฒนาเซลลไขในระยะพรีไวเทลโลเจนินซึ่งเปนการพัฒนาใน
ระยะตน (Golding, 1983) 
 
 Peptide hormone ที่มีโครงสรางเปนกลุมคารบอนิล ไดแก RFamide  ซ่ึงในแมเพรียง  
Nereis virens สามารถแบง RFamide ได 2 แบบ คือ FM(O)RFamide และ FTRFamide (Baratte et 
al., 1991)  ซ่ึงทําหนาที่ในการควบคุมการเตนของหัวใจในแมเพรียง Sabellastarte magnifica 
(Diaz-Miranda et al.,1989) 
 

2.  ฮอรโมนระบบสืบพันธุ (Reproductive hormone) ฮอรโมนที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุ
ในแมเพรียงมีดวยกันหลายชนิดแบงออกเปนกลุม ไดดังนี้ 

 
  2.1  ฮอรโมนที่เกี่ยวของกับพฤติกรรมการสืบพันธุ 
 
          เมื่อถึงฤดูกาลสืบพันธุของแมเพรียงสิ่งแวดลอมภายนอก เชน อุณหภูมิ  ความ
ส้ันยาวของชวงวัน จะเปนตัวกระตุนกอใหเกิดการผสมพันธุโดยที่ตัวเมียจะมีการปลอยไขออกมา
กอนแลวตัวผูจะปลอยสเปรมออกมาผสมกันภายนอก  ในวงศ Nereidae จะมีพฤติกรรมการ
รวมกลุมของตัวเมียและตัวผูบริเวณผิวน้ําเมื่อมีอุณหภูมิต่ํา (Goerke, 1984) ซ่ึงเรียกพฤติกรรมที่
เกิดขึ้นนี้วา สวอมมิ่ง (Swarming)  โดยพบวาการ Swarming และการปลอยไขยังมีความสัมพันธ 
กับน้ําขึ้นน้ําลงซึ่งเปนปรากฏการณทางธรรมชาติที่เกี่ยวของกับการโคจรของดวงจันทร (จิรประภา, 
2543)  ปจจัยทางเคมีเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญเพื่อชวยสงสัญญาณ (Zeeck et al., 1990)  เมื่อ
ถึงระยะการผสมพันธุ   เพศผูและเพศเมียจะวายน้ําขึ้นมาบริเวณผิวน้ําโดยเพศเมียจะวายเปนวงกลม
ชา ๆ หลังจากนั้นเพศผูจะเขามาจับคูโดยจะมาวายอยูรอบ ๆ จนเพศผูเร่ิมปลอยสเปรม (ปริมาณ
นอย) สีขาวขุน  หลังจากนั้นเพศเมียจะเปลี่ยนมาวายอยูรอบ ๆ เพศผูเมื่อตัวเมียปลอยไขเพศผูจึง
ปลอยสเปรมครั้งสุดทายเพื่อผสมกับไข (Hardege et al., 1997)  ชวงที่มีการจับคูกันทั้งเพศผูและเพศ
เมียจะมีการปลอยฟโรโมน  ซ่ึงจะเปนสารเคมีที่กระตุนเพศตรงขาม ฟโรโมนที่เกี่ยวของกับ
พฤติกรรมการสืบพันธุประกอบดวย  
 
   2.1.1  Mate-recognition pheromone เปนสารเคมีที่ระเหยได  อยูในกลุม 
คีโตน หรือ อัลเคน (Zeeck et al., 1991) เพศเมียจะปลอยฮอรโมนนี้ออกมาเพื่อกระตุนใหเพศผูเขา
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มาจับคูผสมพันธุ เชน ฮอรโมน 5-methyl-3-heptanone  ทําหนาที่เหนี่ยวนําใหเกิดพฤติกรรม        
นุปเชียลแดนซ ในแมเพรียง Platynereis dumerilii (Zeeck et al., 1988) 
 
   2.1.2  Egg-release pheromone ฟโรโมนตัวนี้จะทําหนาที่กระตุนใหเพศ
เมียปลอยไข  ซ่ึงเพศผูจะหลั่งออกมา 
 
   2.1.3  Sperm-release pheromone  เมื่อถึงระยะสืบพันธุแมเพรียงเพศเมีย
จะปลอยฟโรโมนตัวนี้ออกมาเพื่อกระตุนการปลอยสเปรมของเพศผู เชน ในแมเพรียง Nereis 
succinea (Ram et al., 1999) 
 
  2.2  การสรางไข และพัฒนาเซลลไข 
 
          ฮอรโมนที่เกี่ยวของกับการควบคุมการสรางเซลลสืบพันธุของแมเพรียง คือ 
Prostomial maturation hormone  สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเจริญเติบโตของเซลลไข (Watson 
and Bentley, 1997) 
  
 เสาวลักษณ (2548) ทําการศึกษาผลของสารสกัด Progesterone และ17 แอลฟา-ไฮดรอกซี
โพรเจสเทอโรน (17α-hydroxyprogesterone) จากแมเพรียง (Perinereis sp.) ตอการเจริญของเซลล
ไขกุงกุลาดํา ( Penaeus monodon)  พบวาฮอรโมนดังกลาวมีความสําคัญตอการพัฒนาของไขกุง
กุลาดํา ทําใหเกิดกระบวนการสราง และสะสมไขแดงจนกระทั่งการตกไข 
 
 นอกจากนี้ในรังไขของแมกุงกุลาดํามีปริมาณของฮอรโมน Progesterone และ 17α-
hydroxyprogesterone สัมพันธกับการพัฒนาของรังไข โดยฮอรโมนทั้งสองตัวมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น
จากรังไขระยะที่ 1 จนมีปริมาณสูงสุดในรังไขระยะที่ 4  
 
ฮอรโมนในครัสเตเชียน 

ในครัสเตเชียนประกอบดวยฮอรโมนหลายชนิดแตละชนิดมีบทบาทหนาที่แตกตางกัน
ออกไป  ชนิดของฮอรโมนในครัสเตเชียนสามารถแบงตามโครงสรางไดดังนี้ 
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1.  Polypeptide hormones  เปนฮอรโมนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน (Amino acid) จํานวน 
9-200 โมเลกุลเชื่อมตอกัน (Charmantier et al., 1997)   Polypeptide hormones ที่สําคัญของสัตวใน
กลุมครัสเตเชียน ไดแก  

 
1.1  Crustacean hyperglycemic hormones (CHH) ประกอบดวยกรดอะมิโน 72-78 

หนวย  โดย Crustacean hyperglycemic hormones  ผลิตจากเอ็กซ-ออรแกน (X-organ) ในกานตา  มี
หนาที่ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด   ควบคุมกระบวนการเผาผลาญคารโบไฮเดรต และไขมัน 
(Santos et al., 1997)   

 
1.2  Mandibular organ inhibiting hormone (MOIH) สังเคราะหจาก X-organ sinus 

gland เปนกลุมเซลลประสาทบริเวณกานตา มีหนาที่ยับยั้งการสังเคราะหฮอรโมนเมธิลฟารนีโซเอท 
(Methyl farnesoate; MF) ในแมนดิเบิล (Mandible) (Wainwright, 1996) 

 
1.3  Vitellogenesis inhibiting hormone (VIH)   ประกอบดวยกรดอะมิโน 53-55 

หนวย   ผลิตจาก X-organ sinus gland ในกานตา  มีหนาที่ยับยั้งการเจริญของเซลลสืบพันธุ   จาก
การทดลองตัดกานตาของกุงกามกราม Macrobranchium rosenbergii  พบวากุงกามกรามมีการ
พัฒนารังไข และมีการวางไข (Okumura and Aida, 2001) 

 
1.4  Vitellogenesis stimulating hormone (VSH) มีโครงสรางและขนาดใกลเคียง

กับ Vitellogenesis inhibiting hormone    นอกจากนี้ยังพบวา Vitellogenesis stimulating hormone 
จะทําหนาที่ตรงขามกับ Vitellogenesis inhibiting hormone สรางมาจาก สมอง (Brain) และ ทอรา
ซิค แกงเกลีย (Thoracic ganglia)  กระตุนการพัฒนาของรังไข ของ Potamon sp. (Gomez , 1965)  

 
1.5  Vitellogenesis stimulating ovarine hormones (VSOH) สังเคราะหมาจากรัง

ไข  ทําหนาในการควบคุมกระบวนการ Vitellogenesis (Teshima and Kanazawa, 1971) 
 
2.  Steroid hormones  ฮอรโมนในกลุมนี้เปนกลุมของไขมัน (Lipid) ที่มีการสังเคราะหจาก 

คอเลสเตอรอล (Cholesterol)  Steroid hormones ที่สําคัญตอสัตวในกลุมครัสเตเชียน ไดแก  
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2.1  Ecdysteroid  มีโครงสรางคลาย Ecdysone สรางจาก Y-organ  ทํางานรวมกับ
ฮอรโมนยับยั้งการลอกคราบ Molt-inhibiting hormone (MIH)  ที่ผลิตจาก X-organ sinus gland  ซ่ึง
มีหนาที่ยับยั้งการลอกคราบ 

 
2.2  Progesterone  ประกอบดวยคารบอน 21 อะตอม สรางจากรังไข   ทําหนาที่

เกี่ยวของกับการควบคุมกระบวนการ Vitellogenin 
 

3.  Amino acid derivative hormones  ฮอรโมนในกลุมนี้สังเคราะหมาจากกรดอะมิโน 
(Amino acid) เชน เมลาโตนิน (Melatonin) 

 
4.  Modified fatty acid  เชน ไอโคซานอยด (Eicosanoids) สังเคราะหจาก กรดไขมัน (Fatty 

acid)  ฮอรโมนในกลุมนี้ที่มีความสําคัญตอสัตวในกลุมครัสเตเชียนไดแก โพรสตาแกลนดิน 
(Prostaglandins; PG)  มีโครงสรางเปนวงแหวน 5 วง  ประกอบดวยคารบอน 20 อะตอม สรางไดใน
เซลลหลายเซลล   มี อะราคิโดนิก เอซิด (Arachidonic acid; AA), ไอโคซาเพนทาอิโนอิค เอซิด 
(Eicosapentaenoic acid; Eico) และ โดโคซาเฮกซาอิโนอิค เอซิค (Docosahexaenoid acid; DHA) 
เปนสารตั้งตน (Ono et al., 1982; Osada et al., 1989) มีความสําคัญตอระบบสืบพันธุของครัสเต
เชียน  ซ่ึงมีผลตอการพัฒนาของไขแมกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) (เอกชัย, 2548) และ
เสาวลักษณ (2548) พบวาสารสกัด Progesterone และ17α-hydroxyprogesterone  จากแมเพรียง
ทราย Perinereis sp. มีผลตอการเจริญของเซลลไขกุงกุลาดําซึ่งทําใหเกิดกระบวนการสราง และ
สะสมไขแดงจนกระทั่งการตกไข   

 
Yano (1985) ทดลองเลี้ยงเซลลไขนอกตัวกุงดวยวิธี In vivo โดยฉีดฮอรโมนโพรเจสเทอ

โรน (Progesterone; P4) เขาตัวกุงโดยตรงที่ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักตัวสามารถ
กระตุนการพัฒนาของรังไข และเหนี่ยวนําการวางไขของกุง greasyback shrimp (Metapenaeus 
ensis)  ขวัญเรือน (2533) ทําการทดลองฉีด Progesterone ในกุงกุลาดํา Penaeus monodon  พบวา
เมื่อกุงไดรับ Progesterone กอใหเกิดการพัฒนาของรังไขเพิ่มมากขึ้น 
 

5.  Lipid derivatives คือ ฮอรโมนที่พัฒนามาจากไขมัน ตัวอยางเชน ฮอรโมนในกลุม เทอร
พีนอยด (Terpenoids) เปน สารประกอบไฮโดรคารบอน (Hydrocarbon) ที่เกิดจากการรวมตัวของ
หมูไอโซพรีน (Isoprene ) (อะตอมคารบอน 5 อะตอมตอกัน) หลายหนวย  พบในธรรมชาติ และ
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ระบบตาง ๆ ทางสรีระวิทยาของสัตว เชน แมลง  ฮอรโมนที่สําคัญในกลุม Terpenoids คือ เมทธิล 
ฟารนีโซเอท (Methyl farnesoate; MF) ซ่ึงจัดอยูในกลุม เซสควิเทอรพีนอยด (Sesquiterpenoid) ที่
ประกอบดวยคารบอน 15 อะตอม (C15)  เกิดจากการรวมตัวของ Isoprene 3 หนวย โดยมีหมูเมทธิล 
เกาะที่คารบอนตําแหนงสุดทาย (ภาพที่ 3) (Charmantier et al., 1997) จากรายงานของ Yue Yang et 
al. (2006) ที่ศึกษาใน Arabidopsis thaliana  พบวา Methyl farnesoate มี Chromatogram และ Mass 
spectrum (ภาพที่ 4)  

  
Methyl farnesoate เปนฮอรโมนที่มีความสําคัญตอระบบสืบพันธุของสัตวกลุมครัสเตเชียน 

ผลิตโดย แมนดิบูลารออรแกน (Mandibular ogan; MO) และเปนสารตั้งตนของจูวีไนลฮอรโมน 
(Juvenile hormone; JH) ซ่ึงเปนฮอรโมนที่พบในฮีโมลิมป (Hemolymph) ของแมลง ) (Charmantier 
et al., 1997)  

 
 

 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของ Farnesoic acid   Methyl farnesoate และ Juvenile hormone III 
ท่ีมา:  www.cyberlipid.org/images/pict367.gif 12 August, 2007 
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ภาพที่ 4  Chromatogram และ Mass spectrum ของสารมาตรฐาน Methyl farnesoate (Yue Yang et   
                al., 2006) 
ท่ีมา: Yue Yang et al. (2006) 

 
บทบาทหนาท่ีของ Juvenile hormone (JH III) ในแมลง 
  
 ในแมลงฮอรโมน Methyl farnesoate สังเคราะหมาจาก Corpora allate ฮอรโมน Methyl 
farnesoate ในแมลงจะถูกเปลี่ยนใหเปน Juvenile hormone  โดยอาศัยเอ็นไซม Epoxidase  ซ่ึง 
Juvenile hormone ทําหนาที่เชนเดียวกับฮอรโมน Methyl farnesoate ในครัสเตเชียน โดยทําหนาที่
เกี่ยวกับการควบคุมกระบวนการเผาผลาญของโปรตีน   การควบคุมสมดุลของสารภายในรางกาย  
ควบคุมระบบสืบพันธุ และการลอกคราบ 
 
บทบาทหนาท่ีของ Methyl farnesoate ในครัสเตเชียน 
 
 ในครัสเตเชียน ฮอรโมน Methyl farnesoate  มีบทบาทสําคัญตอการสงเสริมการเจริญของ
ระบบสืบพันธุ   การลอกคราบ  กระบวนการเผาผลาญโปรตีน  การควบคุมสมดุลของสารภายใน
รางกาย  และการเปลี่ยนตัวออนเปนตัวเต็มวัย จากการศึกษาในหองทดลอง พบวา ฮอรโมน Methyl 
farnesoate มีผลตอการเจริญของระบบสืบพันธุของ กุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) 
(Sagi et al., 1991), กุงขาว (Litopenaeus vannamei) (Tsukimura and Kamemoto, 1991), Spider 
crab (Libinia emarginata) (Rotllant et al., 2000), Lobster (Nephros norvegicus) (Rotllant et al., 
2001) และยังพบวาระดับของฮอรโมน Methyl farnesoate  มีความสัมพันธกับการเจริญพันธุ โดย
สัตวที่เจริญพันธุแลวมีระดับของ Methyl farnesoate  สูงกวาในสัตวที่ยังไมเจริญพันธุ (Laufer et al., 
1987; Sagi et al., 1993) 
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 ฮอรโมนยับยั้งการผลิต Methyl farnesoate คือ แมนดิบูลาร ออรแกน อินฮิบิติง ฮอรโมน 
(Mandibular Organ Inhibiting hormone; MOIH)  สรางจาก X-organ ในกานตาของครัสเตเชียน 
(Chang, 1997) 
 
กระบวนการสังเคราะห Juvenile hormone และ  Methyl farnesoate ในแมลง และครัสเตเชียน  
 

ฟารนีโซอิก เอซิด (Farnesoic acid; FA) เปนสารตั้งตนของ Juvenile hormone  และ 
Methyl farnesoate  ในแมลง (Tobe and Stay, 1985)  โดย Farnesoic acid จะถูกเปล่ียนใหเปน 
Methyl farnesoate  โดยอาศัยเอ็นไซม Methyl transferase (ภาพที่ 5) ในกลุมครัสเตเชียน Methyl 
farnesoate  ผลิตมาจาก Mandibular organ ซ่ึงควบคุมโดย  Mandibular organ-inhibiting hormone 
(MO-IH) สรางจาก X-organ ในกานตาของครัสเตเชียน (Chang, 1997)  ฮอรโมน Methyl farnesoate  
เปนสารประกอบที่มีความคลายคลึงกับ Juvenile hormone ในแมลง (Borst et al., 1987; Laufer et 
al., 1987) ระดับของ Methyl farnesoate  จะเพิ่มขึ้นในฮีโมลิมป  และระหวางกระบวนการ
Vitellogenesis  ซ่ึงจะมีคุณสมบัติคลายคลึงกับ Juvenile hormone ในแมลง (Subramoniam, 2000) 
ในแมลงฮอรโมน Methyl farnesoate จะถูก Epoxidase จนกลายเปน Juvenile hormone ในที่สุด 
(Homala and Chang, 1997) 
 
 ในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate  ในครัสเตเชียน เอ็นไซมเมทธิล 
ทรานเฟอรเรส (Methyl transferase) มีหนาที่ขนสงหมูเมธิลใหแกสารตั้งตน Farnesoic acid  
กลายเปน Methyl farnesoate ในที่สุด  เอ็นไซมที่ทําหนาที่เปลี่ยน Farnesoic acid เปน Methyl 
farnesoate  มีช่ือเฉพาะ คือ ฟารนีโซอิก เอซิด โอ-เมทธิลทรานเฟอรเรส (Farnesoic acid O-
methyltransferase; FAMeT) (Wainwright et al., 1998; Wang et al., 1994) ในกระบวนการ
สังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate  นอกจากเอ็นไซม Farnesoic acid O-methyltransferase แลว 
ยังมี เอส อะดีโนซิล แอล เมทไทโอนีน (S-adenosyl-L-methionine)  ซ่ึงเปนตัวที่ ทํางานรวม 
(Cofactor)  กับเอ็นไซม Farnesoic acid O-methyltransferase  (Wainwright et al., 1998)  
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ภาพที่ 5  กระบวนการสังเคราะห Juvenile hormone และ Methyl farnesoate ในแมลง และครัสเต 
  เชียน  

ท่ีมา: Homola and Chang (1997) 
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Radiochemical assay (RCA) 
 
 Radiochemical assay (RCA)   เปนวิธีการตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนซึ่งเปนเทคโนโลยี
ขั้นสูง โดยใชสารรังสีเปนตัวติดตามการสังเคราะหฮอรโมนจากตอมสรางฮอรโมน  ซ่ึงเปนวิธีการที่
มีความไว แมนยํา และมีความละเอียดสูง สามารถตรวจวัดฮอรโมนที่หล่ังออกมาจากตอมสราง
ฮอรโมน ณ หนวยเวลา  การศึกษาในแมเพรียงไดพัฒนาตามวิธีการของ Pratt and Tobe (1974)  มี
การทดลองตรวจวัดปริมาณฮอรโมน Methyl farnesoate  ที่สังเคราะหจาก Mandibular organ ของ 
Mud Crab (Scylla serrata) โดยวิธี Radiochemical assay (RCA) (Tobe et al., 1989) โดยใชสารรังสี 
(Methyl – 3H)-methionine  ติดฉลากกับสารตั้งตน  แลวทําการตรวจนับปริมาณการแผของรังสีที่
รวมตัวอยูกับสารผลิตภัณฑนั้นซึ่งเปนปริมาณฮอรโมน Methyl farnesoate ที่หล่ังออกมาจาก 
Mandibular organ  ในหนึ่งหนวยเวลา     
 

ตัวอยางการตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนตาง ๆ  ดวย Radiochemical assay ในสัตวอ่ืน 
ไดแก การสังเคราะห Juvenile hormone  ที่ผลิตจาก Corpora allata (CA) ในแมลงหลายชนิด (Yagi 
and Tobe, 2001)  และ Tobe and Feyereisen (1983)  ทําการศึกษาใน Cockroach (Diploptera 
punctata)  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
  

1. สัตวทดลอง  แมเพรียงทราย (Perinereis sp.)  จากธรรมชาติบริเวณชายหาดในจังหวัด 
ชลบุรี ความยาวลําตัวเฉลี่ย 10.3-18.1 ซม น้ําหนักเฉลี่ย 0.5-3.0 กรัม  จํานวน 10 กก. 

2. ชุดเครื่องมือผาตัด 
3. กลองจุลทรรศนแสงสวาง (Light microscope) (OLYMPUS; Japan)    
4. เครื่องผสมสาร (Vortex) 
5. ไมโครปเปต 
6. หลอดยวูี (UV light lamp) 
7. เครื่องเหวีย่งตกตะกอน (Centrifuge) 
8. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตาํแหนง 
9. แทงบดเนื้อเยือ่ (Tissue grinder) 
10. เครื่องเขยาสาร 
11. กระบอกฉีดยา (Syringe) 
12. Thin-Layer Chromatography separation (TLC) (Plastic-backed silica 20x20 ซม.  

gel 60 F254, Macherey-Nagle; Germany)  
13. เครื่องตรวจวดัปริมาณสารรังสี Liquid Scintillation Counter (LSC) (Winspectral รุน  

1414; Netherlands) 
14. Pico pro vial-10 ml, Glass (Perkin Elmer; Netherlands) 
15. ปมสูญญากาศ 
16. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
17. Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) (Thermo Finnigan Trace 2000, 

AS2000 Liquid autosampler, Supelco OMEGAWAXTM 250; Pennsylvania)       
18. อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ  
19. Glass balls, Undrilled, 3 mm (Ajax chemicals; Australia) 
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 สารเคมี 
 

1.  8, 11, 14-Eicosatrienoic acid และ 8, 11, 14-Eicosatrienoic acid methyl ester (Sigma;  
USA.) 
 2.  Arachidonic acid, Farnesoic acid, Methylfarnesoate และ Methyl arachidonate (Sigma; 
USA) 

3.  กรดไขมันในกลุม C16-C22 (Plamtic acid, Stearic acid, Arachidic acid, Nonadecanoic   
acid, Heptadecanoic acid, Erucic acid, Oleic, Linoleic, Behenic(Sigma; USA) 
 4.  L- methionine (Sigma; USA) 
 5.  L-[methyl- 3H]methionine ( Amersham; UK) 
 6.  S-Adenosyl-L- [methyl-3H]methionine (SAM) ( Amersham; UK) 
 7.  Disodium ethylendiamine tetra acetate (Na2EDTA) (Sigma; USA) 
 8.  อาหารเลี้ยงเซลล (M199) (Difco, Becton Dickinson and Company; USA) 
 9.  Sodium sulphate (Na2SO4) (Scharlau; Europe an Union) 
 10.  L- mercaptoethanol (Sigma; USA) 
 11.  S-adenosyl-methionine (Sigma; USA)  
 12.  S- (5’- Adenosyl) – L- methionine p- toluene sulfonate salt (Sigma; USA) 
 13.  Optiphase hisafe (Perkin elmer; England) 
 14.  Toluene 
 15.  Ethyl acetate 
 16.  โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
 17.  โพแทสเซียม ไฮโดรเจน ฟอตเฟต (KH2PO4) 
 18.  แมกนีเซยีมซัลเฟต (Mg2SO4) 

19.  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 20.  โซเดียม ไฮโดรเจน ฟอตเฟต (Na2HPO4) 
 21.  เมทธานอล 
 22.  คลอโรฟอรม 
 23.  กาซไนโตรเจน 
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วิธีการ 
 

1.  การศึกษาการสังเคราะหฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากอวัยวะตาง ๆ ของแม 
เพรียงทราย  โดยใชวิธีการของ Pratt and Tobe (1974)  
  

การเตรียมตวัอยางแมเพรียงทราย 
 

 นําแมเพรียงทราย (Perinereis sp.)  จากธรรมชาติบริเวณชายหาดในจังหวัดชลบุรี ขนสงมา
เล้ียงตอยังศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล  ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เล้ียงปรับสภาพแมเพรียงทรายกอนการทดลอง  โดยนํามาเลี้ยงในถังไฟ
เบอรขนาด 10 ลิตร ที่ระดับความเค็ม 30-35 สวนในพัน ใสทรายละเอียด และใสน้ําทะเลใหมีระดับ
น้ําเหนือทรายประมาณ 10 เซนติเมตร  การใหอาหาร  ใหอาหารปนสําเร็จรูปสําหรับลูกกุงกุลาดํา 
จํานวน 1 มื้อตอวัน ใหอากาศตลอดเวลา และทําการเปลี่ยนถายน้ําประมาณ 50 เปอรเซ็นต ทุกวัน 
 

1.1  ศึกษาอวัยวะสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids  ของแม
เพรียงทราย  

 
 1.1.1  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล 
 
 นําแมเพรียงทรายมีชีวิตโตเต็มวัยที่ความยาวลําตัวเฉลี่ย 10.3-18.1เซนติเมตร

น้ําหนักตัวเฉลี่ย 0.5-3.0 กรัม  จํานวนขอปลอง 130-170 ปลองตอตัว ผาตัดบริเวณสวนหัวดวย
กรรไกร บนจานแกวที่มี ฟอสเฟต บัฟเฟอร ซาลีน (Phosphate Buffered Saline; PBS; NaCl, KCl, 
Na2HPO4) (ตารางผนวกที่  1) ภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางที่กําลังขยาย  40 เทา  (Light 
microscope) (OLYMPUS; Japan)   เพื่อหาตําแหนงของแมนดิเบิล และเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล      
ดังภาพที่ 6 และ 7 ใชกรรไกร Optical scissors (Vannas scissors; WPI; Germany) ตัดใหเหลือแต
สวนของเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  เก็บเนื้อเยื่อในขวดแกวที่เติม PBS โดยวางขวดแกวบนน้ําแข็งเพื่อ
รักษาอุณหภูมิ และสภาพของเนื้อเยื่อกอนนําไปทดลอง Radiochemical assay (RCA)  
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ภาพที่ 6  แสดงตําแหนงแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย (Perinereis sp.) 
 
 

 
 
ภาพที่ 7  แสดงตําแหนงเนื้อเยื่อรอบแมนดเิบิลของแมเพรียงทราย (Perinereis sp.) 

 40X 

  แมนดิเบิล 

  เนื้อเยื่อรอบโคนแมนดเิบิล 

แมนดิเบิล 

 เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล   
40X 

  Dentical 
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ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ 
Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย  การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวา
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายมีความสามารถในการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน 
Sesquiterpenoids และ Eicosanoids หรือไม  และศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหสาร
คลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids   โดยตัดเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียง
ทราย จํานวน 1 ตัวบม (Incubation) ในน้ําเลี้ยงเซลล (50 ไมโครลิตร) กับสารตั้งตน Farnesoic acid, 
สารรังสีทริเทียม ( L-[methyl-3H]methionine) และ Methionine  เปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล (ทุก ๆ 3 
ช่ัวโมง จนครบ 12 ช่ัวโมง) รวบรวมน้ําเล้ียงเซลลมาสกัดฮอรโมนดวยคลอโรฟอรมตามขั้นตอนการ
สกัดฮอรโมน และเปรียบเทียบระหวางการเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล และไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล  ซ่ึงแบง
การทดลองออกเปน 5 ชุดการทดลอง ๆ ละ 10 ซํ้า วางแผนการทดลองไดดังนี้ 
 
  ชุดการทดลองที่ 1  ชุดควบคุม (ไมมีเนื้อเยื่อ)  
           ชุดการทดลองที่ 2  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 3 ช่ัวโมง 
  ชุดการทดลองที่ 3  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 6 ช่ัวโมง 
  ชุดการทดลองที่ 4  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 9 ช่ัวโมง 
  ชุดการทดลองที่ 5  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 12 ช่ัวโมง  
    
  1.1.2  สมอง และกลามเนื้อ 
 

            เปรียบเทียบความสามารถในการสัง เคราะหสารคล ายฮอรโมน 
Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล กับ สมอง และกลามเนื้อ ของแม
เพรียงทราย   การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวามีอวัยวะใดบางของแมเพรียงทรายที่มี
ความสามารถในการสังเคราะหสารฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids โดยตัดเนื้อเยื่อ
รอบแมนดิเบิล, สมอง และกลามเนื้อของแมเพรียงทรายในตัวเดียวกัน  โดยแบงการทดลอง
ออกเปน 4  ชุดการทดลอง ๆ ละ 10 ซํ้า วางแผนการทดลองเปรียบเทียบความสามารถในการ
สังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoid และ Eicosanoids  ดังตอไปนี้ 
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ชุดการทดลองที่ 1  ชุดควบคมุ (ไมมีเนื้อเยือ่) (3, 6, 9 และ12 ช่ัวโมง)  
  ชุดการทดลองที่ 2  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล+น้ําเล้ียงเซลล (3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง)
  ชุดการทดลองที่ 3  สมอง+น้ําเล้ียงเซลล (3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง)  
  ชุดการทดลองที่ 4  กลามเนื้อ+น้ําเล้ียงเซลล (3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง)  

  
 อนึ่งการทดลองระยะเวลานี้ไดทดลองเปรียบเทียบระหวางการเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลลทุก ๆ 3 
ช่ัวโมง จนครบ 12 ช่ัวโมง และไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลลเลยตามระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ  เพื่อเปรียบเทียบปริมาณของสารที่สังเคราะหได 
 
  จากนั้นนําน้ําเลี้ยงเซลลจากขอ 1.1.1 และ 1.1.2 นํามาสกัดสารคลายฮอรโมน
Sesquiterpenoids  และ Eicosanoids  ตามขั้นตอน  โดยใชวิธีของ Pratt and Tobe (1974)  

   
 ไดทําการทดลองที่หนวยผลิตไอโซโทป  สํานักงานปรมาณูเพื่อสันติ  โดยเตรียม Assay 
buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย สารรังสีทริเทียม ( L-[methyl-3H]methionine) (10% 
Assay buffer)  (Amersham Biosciences; UK)  แอล-เมทไทโอนีน (L- methionine) (10% Assay 
buffer) และสารตั้งตน Farnesoic acid ลงใน Eppendorf tube เปาสวนผสมใหแหงดวยกาซ
ไนโตรเจน แลวเติมน้ําเลี้ยงเซลล M199 (Difco, Becton Dickinson and Company; USA) ผสมเกลือ 
(โซเดียมคลอไรด  (NaCl),  แมกนีเซียมซัลเฟต  (Mg2SO4) ,  โพทัสเซียมคลอไรด  (KCl)) 50 
ไมโครลิตร   ผสมสารดวยเครื่องผสมสาร (Vortex) ประมาณ 1-2 นาที   จากนั้นนําเนื้อเยื่อรอบ
แมนดิเบิลใสลงไปบมที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง เขยาในแนวขึ้นลงตลอด
การทดลอง  
 
 หยุดปฎิกิริยาดวยเมทธานอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร, 1% ไดโซเดียม เอททีลีน ไดเอมีน 
เตทตรา อะซิเตท (1% Na2EDTA) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ Farnesoic acid 20 ไมโครลิตร  
สกัดฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids โดยเติมคลอโรฟอรม 1 มิลลิลิตร ผสมสารดวย
เครื่องผสมสารประมาณ 1-2 นาที    นําไปเขาเครื่องเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 10000 g เปนเวลา 
10 นาที   เมื่อสารตัวอยางแยกชั้น จึงเก็บสวนใสชั้นลาง (ช้ันของคลอโรฟอรม)  ดวยปเปตแกวปลาย
แหลม  นํามากรองผานโซเดียมซัลเฟตเพื่อดูดน้ําออก (ใสลูกแกว 1 ลูกลงในปเปตแกวขนาด 3 
มิลลิเมตร (Ajax chemicals; Australia) ใสโซเดียมซัลเฟต (Scharlau; Europe an Union) สูง
ประมาณ 2-3 เซนติเมตร) 
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  สกัดฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids  อีกครั้งดวยคลอโรฟอรม 0.5 มิลลิลิตร 
เก็บสวนใสชั้นลางกรองผาน โซเดียมซัลเฟตที่ใสในปเปตแกวอันเดิม  นําสารสกัดฮอรโมนเปาแหง
ดวยกาซไนโตรเจน Spot สารตัวอยางบน TLC plate (Plastic silica 20x20 ซม.; Polygram SIL 
G/UV254; Macherey-Nagle; Germany) ที่ทําความสะอาดดวยเมทธานอล 2 คร้ัง นําตัวอยางสาร
สกัดที่เปาแหงมาเติม Diethyl ether ปริมาตร 100 ไมโครลิตร Spot บน TLC plate ทิ้งใหแหงที่
อุณหภูมิหอง  เติม Diethyl ether อีกครั้งปริมาตร 50 ไมโครลิตร Spot ซํ้า นําสารมาตรฐาน Methyl 
farnesoate  มา Spot ลงบน TLC plate ในชองถัดมา ปลอยใหสารตัวอยางแหง แลวจึงนํา TLC plate 
มา Run ในสารละลาย Toluene 85 มิลลิลิตร: Ethyl acetate 15 มิลลิลิตร: Acetic acid 4 หยด   สองดู
การแยกตัวของสารตัวอยางใตแสงยูวี (UV light lamp) ที่ความยาวคลื่น 256 นาโนเมตร จากนั้นตัด
แถบสารสีจากตัวอยางที่ปรากฏบริเวณเดียวกับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate  ใสในขวดแกว
ขนาด 20 มิลลิลิตร เติม Optiphase hisafe (Perkin Elmer; England)  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เช็ดขวด
แกวใหสะอาด  นําขวดแกวใสใน Rack เพื่อนับปริมาณการแผรังสีดวยเครื่อง Liquid Scintillation 
Counter (LSC, Winspectral รุน 1414; Netherlands)  ซ่ึงเปนการวัดปริมาณการแผของรังสีในหนึ่ง
นาที  มีหนวยเปน Disintegration per minute (dpm)  
  
 ซ่ึงสามารถสรุปขั้นตอนการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ 
Eicosanoids  ดังภาพที่ 8 

 
2.  การจําแนกชนิด และศึกษาโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย 
ดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Gas Chromatography/ 
Mass Spectrometry (GC/MS)  
 
 2.1  การจําแนกชนิดของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลดวย High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) (Wilder et al., 1995) ใชสารรังสี  โดยทําการทดลองที่ University of 
Toronto Canada ภายใตความดูแลของ Prof. Stephen tobe ใชในการจําแนกชนิดของสารสังเคราะห
ที่มีปริมาณนอย โดยเปนวิธีการวัดปริมาณการแผสารรังสีทริเทียม ( L-[methyl-3H]methionine)    
ผาตัดเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลบมกับสารตั้งตน Farnesoic acid  พรอมดวยสารรังสีทริเทียม                 
( L-[methyl-3H]methionine)และ Methionine  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง (จากผลการทดลองในขอ 1) โดย
ไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล  สกัดฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ดวยคลอโรฟอรมตาม
ขั้นตอนในวิธีการสกัดขางตนแลว  เปาแหงดวยกาซไนโตรเจน ละลายสารกลับโดยนํามาเติมเอทธิล 
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อีเทอร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร Spot บน Glass backed TLC silica plate ขูดแถบตัวอยางที่ปรากฏ
ตรงกับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate   สกัดดวยเอทธิล อีเทอรสองครั้ง เปาแหง  แลวนํามาเติม        
ไดเอทธิล อีเทอรลงไปละลาย  ฉีดสารตัวอยางที่ติดฉลากของสารรังสีเขาเครื่อง HPLC มี Condition 
คือ Micro pack silica HPLC column (30 ซม. x 4 มม.) มีบัฟเฟอร คือ 5% ไดเอทธิล อีเทอร (Water 
saturated) ในเฮกเซน ที่อัตราการไหล 1.0  มิลลิลิตรตอนาที   เก็บ Fraction ทุก ๆ  คร่ึงนาที จนครบ 
13 นาที นําไปวัดคาการแผรังสีดวยเครื่อง Liquid Scintillation Counter  
 
 แตเนื่องจากการทดลองในขอ 2.1 ไดใชสารตั้งตน Farnesoic acid  ในการจําแนกชนิดของ
สารสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ที่สกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียง
ทราย  พบวาสารสังเคราะหแมจะ Co-migrate กับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate บน TLC แตเมื่อ
นํามาแยกดวย HPLC กลับพบวาสารสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ที่สกัดจาก
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลมีคา Retention time ไมตรงกับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate  ดังนั้น
วัตถุประสงคในการศึกษานี้เพื่อศึกษาความเปนไปไดของการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ 
Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายกับสารตั้งตนอื่น ๆ ที่ไมใช Farnesoic 
acid (FA) เชน Arachidonic acid (AA) และ 8,11,4-Eicosatrienoic acid (Eico) เพื่อหาสารตั้งตนที่
สามารถสังเคราะหสาร Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ไดอีก  โดยทดลองตัดเนื้อเยื่อรอบ
แมนดิเบิลของแมเพรียงทราย จํานวน 1 ตัวบม ในน้ําเลี้ยงเซลลกับสารตั้งตนตาง ๆ กัน ไดแก 
Farnesoic acid, Arachidonic acid และ 8,11,4-Eicosatrienoic acid ซ่ึงแบงการทดลองออกเปน 3 ชุด
การทดลอง ๆ ละ 10 ซํ้า  วางแผนการทดลองไดดังนี้ 
 
  ชุดการทดลองที่ 1  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตน Fanesoic acid 
  ชุดการทดลองที่ 2  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตน Arachidonic acid 
  ชุดการทดลองที่ 3  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตน 8,11,4-Eicosatrienoic 
acid 

 
 2.2  การจําแนกชนิด และศึกษาโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทรายดวย Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) ไมใชสารรังสี  โดยทําการ
ทดลองที่หนวยปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาวิศวกรรมชีวเคมีและโรงงานตนแบบ  มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี วิทยาเขตบางขุนเทียน  ภายใตการดูแลของ ดร.กอบกุล  เหลาเทง   
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ซ่ึงเปาหมายในการศึกษาเพื่อพิสูจนวาสารผลิตภัณฑจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทราย คือ Methyl farnesoate หรือไม โดยการเปรียบเทียบ Retention time ของสารผลิตภัณฑ
กับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate, Farnesoic acid, สารมาตรฐาน Arachidonic acid และกรด
ไขมันในกลุม C16-C22 โดยฉีดสารผลิตภัณฑจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  และนํามาเปรียบเทียบ 
Retention time กับสารมาตรฐาน  สารที่ฉีดวิเคราะหดวย GC และ GC/MS ไดแก 

 
  -  ชุดควบคุม 1 - Farnesoic acid  
  -  ชุดควบคุม 2 - Farnesoic acid+เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย 
  -  สารมาตรฐาน Methyl farnesoate  

 -  สารมาตรฐาน Arachidonic acid  
 -  สารมาตรฐาน 8,11,4-Eicosatrienoic acid  
 -  สารมาตรฐาน กรดไขมันในกลุม C16-C22 (Stearic acid (C18), Nonadecanoic 

acid (C19), Arachidic acid (C20), Plamtic acid (C16), Heptadecanoic acid (C17), Erucic acid 
(C22), Oleic acid (C16), Linoleic acid (C18), Behenic acid (C22)) 
  -  สารสกัดตัวอยางจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย 
  -  สารสกัดตัวอยางจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย Spike ดวยสาร
มาตรฐาน Methyl farnesoate  

 
 ขั้นตอนการนําชุดควบคุม และสารมาตรฐานทั้งหมดมาทํา Transmethylation โดยใชวิธีการ
ของ Lapage and Roy (1986) 
 

นําชุดควบคุมที่ 1 (Farnesoic acid), ชุดควบคุมที่ 2 (Farnesoic acid+เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล
ของแมเพรียงทราย), สารมาตรฐาน Methyl farnesoate, สารมาตรฐาน Arachidonic acid, 8,11,4-
Eicosatrienoic acid, สารมาตรฐาน กรดไขมันในกลุม C16-C22 (Stearic acid (C18), Nonadecanoic 
acid (C19), Arachidic acid (C20), Plamtic acid (C16), Heptadecanoic acid (C17), Erucic acid 
(C22), Oleic acid (C16), Linoleic acid (C18), Behenic acid (C22)) และสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบ
แมนดิเบิลของแมเพรียงทราย (ไมมีสารรังสี) จํานวน 30 ตัวที่เปาแหง ทําละลายดวยเฮกเซน  นํา
ตัวอยางทั้งหมดมา Transmethylation (Lapage and Roy, 1986)  โดยเติม 5%  HCl  ใน เมธานอล 2 
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันบน Magnetic stirrer ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง  
ทิ้งใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเติม 0.01% BHT ในเฮกเซนปริมาตร 1 มิลลิลิตร  นําไป
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เหวี่ยงแยกชั้นดวยเครื่องเหวี่ยงตกตะกอน  สารจะแยกเปนสองชั้น ใชปเปตแกวปลายแหลมเก็บสาร
ดานบน กรองผานโซเดียมซัลเฟต  เปาสารละลายที่ไดใหแหงดวยกาซไนโตรเจน  เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เพื่อนําไปวิเคราะหตอดวยเครื่อง  GC และ GC/MS 

 
 การวิเคราะหดวย GC และ GC/MS 

 
 นําสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย  ที่ทํา Transmethylation แลวมา

ละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ฉีดสารผลิตภัณฑปริมาตร 1 ไมโครลิตรเขาเครื่อง GC 
ที่มี Condition คือ Silica capillary column หลังจากนั้นนําตัวอยางดังกลาวมาฉีดวิเคราะหตอดวย 
GC/MS (Thermo Finnigan Trace 2000, AS2000 Liquid autosampler, Supelco OMEGAWAXTM 
250; Pennsylvania) โดยมี Condition คือ  Silica capillary column (30 มม. X 0.25 มม. X 0.25 
ไมโครเมตร) Oven temperature เร่ิมตน 180 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 นาที  อุณหภูมิปรับเพิ่มขึ้น 
4 องศาเซลเซียส/นาที จนมีอุณหภูมิสูงถึง 205 องศาเซลเซียส คงไว 10 นาที หลังจากนั้นอุณหภูมิ
ปรับเพิ่มขึ้น 4 องศาเซลเซียส/นาที จนอุณหภูมิสูงถึง 240 องศาเซลเซียส  คงไว 2 นาที  อัตราการ
ไหลของกาซฮีเลียม 1.0 มิลลิลิตร/นาที  ฉีดตัวอยางเข็มละ 1 ไมโครลิตร   ฉีดสารตาง ๆ ที่กลาวไว
ในขางตน  เปรียบเทียบ Retention time ของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย  
กับสารมาตรฐานตาง ๆ   
 
 ซ่ึงสามารถสรุปขั้นตอนการจําแนกชนิด และโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบ
แมนดิเบิล   ดังภาพที่ 9 

 
3.  การวิเคราะหเอ็นไซมเมทธิล ทรานเฟอเรส (Methyl transferase assay) ท่ีใชสังเคราะหสาร    
คลายฮอรโมน Sesquiterpenoid จากเนื้อเยื่อตาง ๆ (เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล, สมอง, กลามเนื้อ และ
คอหอย) ของแมเพรียงทราย  
 
 ขั้นตอน  Methyl transferase assay  ดัดแปลงจากวิธีการของ Tobe et al. (1989) 

 
โดยนําแมเพรียงทรายจํานวน 1 ตัว ลางทําความสะอาด  ตัดเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล, สมอง, 

กลามเนื้อ และคอหอย จากในแมเพรียงทรายตัวเดียวกัน (ผาตัดเนื้อเยื่อตาง ๆ ในน้ําเกลือ PBS 
ภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง เก็บเนื้อเยื่อตาง ๆ ในขวดแกวขนาด 10 มิลลิลิตร ที่เติม PBS รักษา
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อุณหภูมิ โดยวางขวดแกวบนน้ําแข็ง  ทําการเก็บตัวอยางดังกลาวนี้จากแมเพรียงทราย 10 ตัวมา
ศึกษาตามขั้นตอนดังนี้   

 
นําเนื้อเยื่อตาง ๆ มาบด (Homogenis) ดวยแทงบดเนื้อเยื่อ (Tissue grinder) ใน 100 mM 

PBS ที่มี 1 mM Na2EDTA, 1 mM 2-mercaptoethaol และ 1% BSA ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ตาราง
ผนวกที่ 2)  ลางแทงบดเนื้อเยื่อดวย 100 mM PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จะไดสารละลายที่บด
เนื้อเยื่อทั้งหมดปริมาตร 100 ไมโครลิตร  นําไปเขาเครื่องเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 10,000 g  
เปนเวลา 30 นาที   

 
เตรียม Eppendorf  tube โดยเติม 1 mM ของ Farnesoic acid ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เปาให

แหง  แลวเติม 100 mM PBS ปริมาตร 48 ไมโครลิตร, 36.3 µM S-Adenosyl-L-[methyl-3H] 
methionine ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (Amersham Biosciences; UK), 100 mM S-Adenosyl-
Methionine (Cold-SAM) (Sigma; USA)   ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  นําสารที่เหวี่ยงตกตะกอนแลวมา
เก็บสวนใสดานบนดวยปเปตแกวปลายแหลม ใสใน Eppendorf tube ที่เตรียมไว โดยวาง 
Eppendorf  tubes บนน้ําแข็งตลอดการทดลอง บมตัวอยางที่อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาแนวขึ้นลง
เปนเวลา 9 ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยา และนํามาสกัดดวยคลอโรฟอรม  ตามขั้นตอนการสกัดขางตน 
แยกบริสุทธิ์ตัวอยางสารบน TLC  plate  นําแถบ TLC ที่ปรากฏแถบสีตรงกับสารมาตรฐาน Methyl 
farnesoate  มานับปริมาณการแผรังสีดวยเครื่อง LSC   
 

การวิเคราะหเอ็นไซมสังเคราะหฮอรโมน Sesquiterpenoids (Methyl transferase assay) 
เปนวิธีการศึกษาทางออมวิธีหนึ่ง  โดยดูปริมาณของเอ็นไซม Methyl transferase ที่ใชในการเปลี่ยน
สารตั้งตน (Farnesoic acid) ไปเปนฮอรโมน Methyl farnesoate   ซ่ึงมีสมมุติฐานวาถาเนื้อเยื่อรอบ
แมนดิเบิลของแมเพรียงทรายเปนอวัยวะที่สังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate บริเวณดังกลาว
ควรจะมีเอ็นไซม Methyl transferase อยูในปริมาณมากเมื่อเทียบกับอวัยวะตาง ๆ ของแมเพรียง
ทราย  ซ่ึงเอ็นไซมดังกลาวทําหนาที่ในการเปลี่ยนสารตั้งตน Farnesoic acid เปนฮอรโมน Methyl 
farnesoate   ซ่ึงวางแผนการทดลองออกเปน 5 ชุดการทดลอง ๆ ละ 10 ซํ้าดังนี้ 
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ชุดการทดลองที่ 1  ชุดควบคุม (ไมมีเนื้อเยื่อ)   
ชุดการทดลองที่ 2  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล   
ชุดการทดลองที่ 3  สมอง 
ชุดการทดลองที่ 4  กลามเนื้อ 
ชุดการทดลองที่ 5  คอหอย 
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      การสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids  

 
 
 

       รวบรวมแมเพรียงทราย และศึกษาเนื้อเยื่อรอบแมนดเิบิลของแมเพรียงทราย 
                                                            
   
                                                            

                    ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม          
                                            Incubation 
                                           3, 6, 9, 12 hr           
                       เปรียบเทียบการสังเคราะหกบัเนื้อเยื่อตาง ๆ 
                        
 
                       
  สกัด และวัดปริมาณการแผรังสี 
 
ภาพที่ 8  ขั้นตอนการศึกษาการสังเคราะหฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากอวัยวะ 
   ตาง ๆ ของแมเพรียงทราย  
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การจําแนกชนดิของสารสังเคราะห 

 
 
 

TLC 
         
 
                                                                  

 HPLC (ใชสารรังสี) 

 -  หาสารตั้งตนที่เหมาะสมในการสังเคราะหฮอรโมน 
                                                                                                            
  
 

GC และ GC/MS (ไมใชสารรังสี) 
 
ภาพที่ 9  ขั้นตอนการจําแนกชนิดของสารสกัดจากเนื้อเยือ่รอบแมนดิเบิล ดวย TLC, HPLC และ    
   GC/MS 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  ผลการศึกษาการสังเคราะหฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากอวัยวะตาง ๆ  
(เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล, สมอง และ กลามเนื้อ) ของแมเพรียงทรายในระยะเวลาที่เหมาะสม (3, 6, 9 
และ 12 ชั่วโมง) ดงันี ้
 

1.1  ผลการศึกษาเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล ที่ระยะเวลาตาง ๆ  โดยการเปรียบเทียบระหวาง
การเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล และไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล (ดังตารางที่ 1, ภาพที่ 10 และ 11)   พบวาเมื่อ
เปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 12 ช่ัวโมง มีปริมาณการแผรังสี L-[methyl-
3H]methionine มากที่สุด (1903.83+464.23 dpm)  และสูงกวาการบมที่เวลาตาง ๆ อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ 3, 6 และ 9 ช่ัวโมง (255.95+34.45, 764.64+391.56, 
885.76+153.48 dpm ตามลําดับ) (ดังตารางที่ 1 และภาพที่ 10)   และเมื่อไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 12 ช่ัวโมง มีปริมาณการแผรังสี L-[methyl-3H]methionine มากที่สุด 
(6709.57+456.30 dpm)  และสูงกวาการบมที่เวลาตาง ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับ 3, 6 และ 9 ช่ัวโมง (179.90+37.51, 2140.33+369.37, 3220.83+253.63 dpm 
ตามลําดับ)    

 
แสดงวา  การบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ไมเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล  จะไดผลดีกวาเปล่ียนน้ํา

เล้ียงเซลลทุก 3 ช่ัวโมง  
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ตารางที่ 1  คาเฉลี่ย (Mean+SD)การแผรังสี L-[methyl-3H]methionine เมื่อบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล 
                  ที่ระยะเวลาแตกตางกัน  
 
          ระยะเวลาการ                                   คาเฉลี่ยการแผรังสี (dpm)                                
        บมเนื้อเยือ่ (ชม.)             เปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล                       ไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล 
      
                    3              255.95+34.45a                                179.90+28.93a 
                    6             764.64+391.56b                            2140.33+515.31b 
                    9            885.76+153.48b                            3223.83+428.42c 
                   12          1903.83+464.23c                                6709.57+2221.65d 
 

  P-value      0.00                         0.004 
         
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ตางกนัในแนวตั้งแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
                  (P<0.05)  
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ภาพที่ 10  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl- 3 H] methionine จากการบมเนื้อเยื่อรอบ 
     แมนดิเบิลของแมเพรียงทรายโดยเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลลทุก 3 ช่ัวโมง (n = 10)   
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ภาพที่ 11  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl- 3H] methionine จากการบมเนื้อเยื่อรอบ
     แมนดิเบิลของแมเพรียงทรายโดยไมเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล (n = 10)    
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 1.2  ผลการศึกษาการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids โดย
การเปรียบเทียบอวัยวะตาง ๆ (เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล กับ สมอง และกลามเนื้อ) ของแมเพรียงทราย 
(ตารางที่ 2, ภาพที่ 12 และ 13)  พบวาเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ 12 ช่ัวโมง มีปริมาณการสังเคราะห
สารคลายฮอรโมนตอหนึ่งหนวยเวลามากที่สุด (1903.83+464.2 dpm) และสูงกวาอวัยวะอื่น ๆ อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ สมอง (654.78+90.54 dpm) และ กลามเนื้อ 
(633.84+96.12 dpm)  
 
ตารางที่ 2  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสี L-[methyl-3H]methionine ของเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล 
                  สมอง  และกลามเนื้อของแมเพรียงทราย บมที่ 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง 
 
ระยะเวลาการบม                                          คาเฉลี่ยการแผรังสี (dpm)                                
    เนื้อเยื่อ(ชม.)    ไมใสเนื้อเยื่อ            แมนดิเบิล                     สมอง            กลามเนือ้                
  
           3     227.36+41.43a        255.95+34.45 b   194.4+54.21a       186.20+51.95a 
           6  235.11+35.41a          764.64+391.56b         194.59+81.34a       224.25+67.08a 
           9   222.56+ 38.79a          885.76+153.48b         229.11+ 77.86a          302.97+72.13c 
          12  246.60+40.95a     1903.83+464.23b         654.78+90.54c       633.84+96.12c 
 
         
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ตางกนัในแนวนอนแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

    (P<0.05)  
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ภาพที่ 12  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสีของ L-[methyl- 3H ] methionine จากการบมเนื้อเยื่อรอบ 

    แมนดิเบิล  สมอง กลามเนื้อของแมเพรียงทราย (เปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลล) ที่ 3, 6, 9 และ 12  
    ช่ัวโมง (n = 10)     
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ภาพที่ 13  อัตราการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน SesquiterpenoidsและEicosanoidsจากเนื้อเยื่อ 

รอบแมนดิเบลิ (เปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล) สมอง และกลามเนื้อของแมเพรียงทรายในหนึง่ 
หนวยเวลา 
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2.  ผลการจําแนกชนดิ และศึกษาโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียง 
 ทรายดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Gas Chromatography/ 
Mass Spectrometry (GC/MS)  
 
 2.1  ผลการจําแนกชนิดของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  ดวย High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC)  
  
 พบวา  สารผลิตภัณฑมีคา Retention time ตางจากสารมาตรฐาน Methyl farnesoate (3.5 
นาที) (ดังภาพที่ 14) แตกลับมีคา Retention time ใกลเคียงกับสาร Eicosanoids ตัวอ่ืน ไดแก 
Arachidonic acid methyl ester (5.5 นาที) และ 8,11,14-Eicosatrienoic acid methyl ester (5.3 นาที) 
จึงมีความเปนไปไดของการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิ
เบิลกับสารตั้งตนอื่น ๆ ที่ไมใช Farnesoic acid  
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ภาพที ่14  Chromatogram ของ สารมาตรฐาน Methyl farnesoate จากการวิเคราะหดวย HPLC 
 
Condition ที่ใชสําหรับฉีดสารละลายมาตรฐานของ Methyl farnesoate สําหรับเครื่อง HPLC  
     (Micro pack silica column, 5 เปอรเซ็นต Ether-water saturated in hexane, UV-detector 

    ณ ความยาวคลื่น 219 นาโนเมตร, Flow rate 1.0 ml/min)  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Time (Min) 

  3.5 min 
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เนื่องจากผลของ HPLC ในขอ 2.1 สารผลิตภัณฑมี Retention time ไมตรงกับ Methyl 
farnesoate แตมีคาใกลเคียงกับ Arachidonic acid และ Eicosatrienoic acid   ซ่ึงมีความเปนไปได
ของการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตนอื่น 
ๆ ที่ไมใช Farnesoic acid  แตสามารถเมตาบอไลซไดในลักษณะคลายคลึงกับ Farnesoic acid เชน  
Arachidonic acid และ Eicosatrienoic acid   และจากการวิเคราะหดวย TLC พบวาแถบของ  
Arachidonic acid methyl ester  Co-migrate พรอมกับ Methyl farnesoate สวนแถบของ 8,11,14-
Eicosatrienoic มีการกระจายกวาง หรือแถบไม Migrate กับ Methyl farnesoate บน TLC plate 
(ภายใต UV light)   
 

จากการศึกษาใช Arachidonic acid และ Farnesoic acid เปนสารตั้งตน  พบวา Co-migrate 
พรอมกับ Methyl farnesoate บน TLC plate ดวยไอระเหยของเกล็ดไอโอดีน (ภาพที่ 14)  เมื่อตัด
แถบที่ตรงกันไปวัดคาการแผรังสี  พบวาการบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายที่มี 
Arachidonic acid เปนสารตั้งตน ใหสารผลิตภัณฑที่มีการแผรังสีสูงกวาการบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิ
เบิลที่มี Farnesoic acid  เปนสารตั้งตน  สวนตัวอยางที่มี 8,11,14-Eicosatrienoic เปนสารตั้งตน ไม 
Migrate กับ Methyl farnesoate   พบวาการบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตน Arachidonic acid  
มีคาเฉลี่ยการแผรังสีของ L-[methyl- H3 ] methionine สูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับ
สารตั้งตน Farnesoic acid    ซ่ึงมีคาเฉลี่ยการแผสารรังสีของ Arachidonic acid  และ Farnesoic acid  
เทากับ 3322.0+1362.1 และ 1505.92+395.57 dpm ตามลําดับ สวน 8,11,14-Eicosatrienoic เนื่องจาก
ไม Migrate กับ Methyl farnesoate จึงไมมีการตัดแถบรังสีดังกลาวไปวัดปริมาณการแผรังสี (ดัง
ตารางที่ 3 และ ภาพที่ 15)  
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ตารางที่ 3  คาเฉลี่ย (Mean+SD) ปริมาณการแผรังสีของ L-[methyl- 3H ] methionine จากการบม 
                  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลกับสารตั้งตน Farnesoic acid, Arachidonic acid และ 
     Eicosatrienoic 

 
ระยะเวลาการ                                        คาเฉลี่ยการแผรังสี (dpm)                    P-value 
บมเนื้อเยื่อ(ชม.)          Farnesoic acid      Arachidonic acid           Eicosatrienoic 

 
12          1505.92+395.57a      3322.00+1201.27b                -               0.0003 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ตางกนัในแนวนอนแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 

     
 

ภาพที่ 15  แสดงแถบสารสีของตัวอยางทีม่ี Arachidonic acid และ Farnesoic acid เปนสารตั้งตนที่ 
    Co-migrate ตรงกับ Methyl farnesoate บน TLC plate (ดวยไอระเหยของเกร็ดไอโอดีน) 

 

   Methyl farnesoate Arachidonic acid  

Farnesonic acid  



 

39

 2.2  ผลการจําแนกชนิดและศึกษาโครงสรางของสารสังเคราะหดวย Gas Chromatography/ 
Mass Spectrometry (GC/MS) ไมใชสารรงัสี 
  
 จากการฉีดวิเคราะหดวย GC เพื่อเปรียบเทียบ Retention time ของสารมาตรฐานตาง ๆ 
ไดแก Methyl farnesoate, Arachidonic acid, 8,11,14-Eicosatrienoic acid  และกรดไขมันในกลุม
คารบอน C16-C22 (Stearic acid (C18), Nonadecanoic acid (C19), Arachidic acid (C20), Plamtic 
acid (C16), Heptadecanoic acid (C17), Erucic acid (C22), Oleic acid (C16), Linoleic acid (C18), 
Behenic acid (C22))  พบวามี Retention time เทากับ 25.7, 40.07, 35.14, 31.51, 34.34, 37.31, 
25.57, 28.54, 43.19, 32.16, 33.33 และ 42.98 นาทีตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบสารมาตรฐาน
ตางๆ  ดังกลาวกับสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย (สารผลิตภัณฑ) พบวามี 
Peak ของสารผลิตภัณฑมีคา Retention time ใกลเคียงกับสารมาตรฐาน Methyl farnesoate มีคา
เทากับ 25.7 นาที  
 
 จากการศึกษาโครงสรางที่แทจริง และยืนยันชนิดของผลิตภัณฑโดยการฉีดวิเคราะหดวย 
GC/MS จากสารสกัดตัวอยางจากแมเพรียงทรายจํานวน 30 ตัว ฉีดเขาเครื่อง GC/MS  พบวาจาก 
Peak ของสารผลิตภัณฑจํานวนมากสารผลิตภัณฑมี Retention time (ภาพที่ 17A) ตรงกับสาร
มาตรฐาน Methyl farnesoate (ภาพที่ 16A) ที่ 5.91 นาที   และเมื่อเปรียบเทียบ Mass spectrum ของ
สารมาตรฐาน Methyl farnesoate (ภาพที่ 16B) กับสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล ที่ Retention 
time 5.91 นาที (ภาพที่ 17C) พบวามีรูปแบบของ Mass spectrum เหมือนกัน และผลการ Spike สาร
มาตรฐาน Methyl farnesoate เขาไปในสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย  
พบวามี Peak เพิ่มสูงขึ้นที่ Retention time 5.91 นาที (ภาพที่ 17B)  ดังนั้นจึงกลาวไดวาหนึ่งชนิด
ของสารผลิตภัณฑที่ถูกสกัดออกมาเปนฮอรโมน Methyl farnesoate  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทรายมีการสังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate  ซ่ึงมีปริมาณสูงเปนลําดับที่ 3 ของปริมาณ
สารสกัดทั้งหมด  สวนสารที่มีปริมาณสูงเปนลําดับที่ 1 และ 2 นั้น  Peak มี Retentime time อยูใน
กลุมของสารมาตรฐานที่มีจํานวนคารบอนระหวาง 16-22 อะตอม จึงคาดวาจะปนสารกลุมคารบอน
ระหวาง 16-22 อะตอม (ภาพที่ 17A)   
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ภาพที่ 16  (A) Chromatogram และ (B) Mass spectrum ของสารมาตรฐาน Methyl farnesoate จาก 
     การวิเคราะหดวย GC/GC-MS 
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ภาพที่ 17  (A) Chromatogram ของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย 30 ตัว  

    (B) Chromatogram ของสารสกัดจากเนือ้เยื่อรอบแมนดิเบิล (MO) ของแมเพรียงทราย 
    30 ตัว ที ่Spike สารมาตรฐาน Methyl farnesoate และ (C) Mass spectrum ของสารสกัด 
    จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบลิของแมเพรียงทราย 30 ตัว เมื่อวิเคราะหดวย GC/GC-MS 

Retention time ตรงกับ 
Methyl farnesoate 

 สารสกัดจาก MO 
+Methyl farnesoate 
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3.  ผลการวิเคราะหเอ็นไซมเมทธิล ทรานเฟอเรส (Methyl transferase assay) ท่ีใชสังเคราะหสาร    
คลายฮอรโมน Sesquiterpenoid จากเนื้อเยื่อตาง ๆ (เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล, สมอง, กลามเนื้อ และ
คอหอย) ของแมเพรียงทราย  
 
 ปริมาณเอ็นไซม Methyl transferase ของเนื้อเยื่อตาง ๆ ในแมเพรียงทราย  พบวามีคาเฉลี่ย
การแผรังสี S-Adenosyl-L- [methyl-3H]methionine (SAM) ในแตละชุดการทดลองเรียงลําดับจาก
นอยไปหามากดังนี้ ชุดการทดลองที่ 1(ไมใสเนื้อเยื่อ), ชุดการทดลองที่ 5 (คอหอย), ชุดการทดลอง
ที่ 3 (กลามเนื้อ) ชุดการทดลองที่ 4 (สมอง) และชุดการทดลองที่ 2 (เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล) มีคาการ
แผรังสี  S-Adenosyl-L- [methyl-3H]methionine (SAM) เทากับ 172.87+19.17 dpm, 160.92+22.75 
dpm, 136.07+13.81 dpm,  134.14+10.39 dpm และ 85.34+8.09 dpm  ตามลําดับ  จากการทดลอง
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล และสมอง มีปริมาณการแผรังสีสูงกวาทุกชุดการทดลอง  ซ่ึงแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดควบคุม, กลามเนื้อ และคอหอย (ดังตารางที่ 4 และ ภาพที่ 18) 
  
ตารางที่ 4  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสี S-Adenosyl-L- [methyl-3H]methionine (SAM)จากการ 
                  บมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  สมอง  กลามเนือ้ และคอหอย ของแมเพรียงทราย  
 
ระยะเวลาการบม    คาเฉลี่ยการแผรังสี (dpm) 
เนื้อเยื่อ(ชม.)      ไมใสเนื้อเยือ่     เนื้อเยื่อแมนดิเบิล       สมอง              กลามเนื้อ              คอหอย 
        
       9              85.34+8.09c     172.87+19.17a     136.07+13.81b   160.92+22.75a    134.14+10.39b  
 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ตางกนัในแนวนอนแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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ภาพที่ 18  คาเฉลี่ย (Mean+SD) การแผรังสี S-Adenosyl-L-[methyl-3H]methionine (SAM) จากการ 
     บมเนื้อเยื่อตาง ๆ  ของแมเพรียงทราย (n = 10)    
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วิจารณ 
 

 1.  ผลจากการศึกษาทดลองในครั้งนี้  พบวา  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย
สามารถสังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate ซ่ึงเปนฮอรโมนที่มีความสําคัญตอการพัฒนาระบบ
สืบพันธุพอแมพันธุกุง  นับเปนอวัยวะที่สําคัญในการผลิตฮอรโมนชนิดนี้  ซ่ึงจากรายงานที่เคย
คนพบวาแมเพรียงประกอบดวย ฮอรโมนสืบพันธุหลายตัวที่คลายคลึงกับครัสเตเชียน เชน ฮอรโมน 
Progesterone (เสาวลักษณ, 2548)   ฮอรโมน Prostaglandin E2 (เอกชัย, 2548)  และ ฮอรโมน 
Prostaglandins F2α (Poltana, 2004) มีผลตอระบบสืบพันธุของกุงเชนเดียวกัน  แตการตรวจพบ
ฮอรโมนดังกลาวไดจากการนําแมเพรียงทรายทั้งตัวมาบด สกัด และตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนที่
สะสมอยูในอวัยวะ หรือในตัวของแมเพรียง ซ่ึงไมไดทําใหทราบวาฮอรโมนดังกลาวสังเคราะหมา
จากอวัยวะใด 
 
 เนื่องจากแมลง และครัสเตเชียนมีวิวัฒนาการมาจากสัตวในกลุม Polychaeta (Meyer, 2006) 
จึงมีลักษณะบางอยางคลายคลึงกัน เชน การมี Mandible ในการจับอาหาร  ซ่ึงแมเพรียงทรายอาจมี
อวัยวะบริเวณรอบแมนดิเบิลที่สามารถสังเคราะห Methyl farnesoate เชนเดียวกับการที่ครัสเตเชียน
มี Mandibular organ บริเวณแมนดิเบิลที่สามารถสังเคราะห Methyl farnesoate  ดังนั้นในการ
ทดลองครั้งนี้จึงนําเอาเทคนิค Radiochemical Assay (RCA) ที่มีความไว และแมนยําสูงมาใชศึกษา
การสังเคราะหฮอรโมน(Biosynthesis)  เพื่อพิสูจนวาเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย
สังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate หรือฮอรโมนใดในกลุมของ Sesquiterpenoids และ 
Eicosanoids  โดยการดัดแปลงเทคนิคของ Pratt and Tobe (1974)  ที่ไดศึกษาการสังเคราะห 
Juvenile hormone III จากสมอง (Corpus allatum) ของแมลงและ Methyl farnesoate ในสัตวพวก
แมลง และ ในปู (Scylla serrata) (Tobe et al., 1989)   ซ่ึงเปนวิธีศึกษาทางตรง โดยใชการติดตาม
ของรังสีถึงความสามารถในการสังเคราะหฮอรโมนของเนื้อเยื่อตาง ๆ ขณะมีชีวิตอยูแตกตางจาก
การนําอวัยวะ หรือแมเพรียงทั้งตัวมาสกัด แลวตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนที่สะสมอยูในอวัยวะ
หรือในตัวของแมเพรียง โดยจะไมสามารถระบุไดวามีการสังเคราะหฮอรโมนมาจากอวัยวะใด  ซ่ึง
จากการทดลองในครั้งนี้สามารถระบุไดวามีการสังเคราะหฮอรโมน Methyl farnesoate จากเนื้อเยื่อ
รอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย  
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 อนึ่งการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากอวัยวะตาง ๆ 
(เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล, สมอง และกลามเนื้อ) ในระยะเวลาตาง ๆ (3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง)  โดย
เปรียบเทียบระหวางการเปลี่ยน และไมเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล  ปรากฏวา  เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลมี
ความสามารถในการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ที่ระยะเวลา 12 ช่ัวโมง ดีที่สุด
เมื่อเทียบกับสมอง และกลามเนื้อ  ซ่ึงการบมเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลที่ไมเปลี่ยนน้ําเล้ียงเซลลจะมี
ปริมาณการแผรังสีสะสมสูงกวาการเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลล ซ่ึงการเปลี่ยนน้ําเลี้ยงเซลลนั้นจะสูญเสีย
ปริมาณสารสังเคราะหที่ไดจากการเก็บทุก ๆ 3 ช่ัวโมง และสารตั้งตนที่เติมลงไปในการทดลองที่ไม
มีการเปลี่ยนน้ํา เลี้ยงเซลลนั้นเปนปริมาณที่ เพียงพอตอการสังเคราะหสารคลายฮอรโมน 
Sesquiterpenoids และ Eicosanoids จากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย ถึงแมการเปลี่ยน
น้ําเลี้ยงเซลลจะเปนการเพิ่มสารตั้งตนใหแกเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลก็ตาม  ซ่ึงความสามารถในการใช
สารตั้งตนของเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายก็ไมไดเพิ่มขึ้น และเมื่อทําการทดลองบม
เนื้อเยื่อที่ยาวนานมากกวา 12 ช่ัวโมง เซลลเร่ิมตาย  มีแบคทีเรียเกิดขึ้น  น้ําเลี้ยงเซลลเปลี่ยนสีจากสี
ชมพู (Base) เปนสีเหลือง (Acid)  ซ่ึง pH จะเปน Indicator ที่สําคัญโดยสภาพที่เปน Acid นั้น
ส่ิงมีชีวิตจะหยุดกลไกตาง ๆ และเนื้อเยื่อหรือเซลลเร่ิมตาย  เปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการการ
สังเคราะหสาร  ซ่ึงปริมาณการแผรังสีที่ตรวจวัดไดอาจจะไมใชคาที่ถูกตอง  แตอาจจะเกิดจาก
ปฏิกิริยาอื่น ๆ รวมดวย เชน ปฏิกิริยาของแบคทีเรียเปนตน 
  

2.  ผลจากการศึกษาผลการจําแนกชนิด  ปรากฏวาสารสังเคราะหจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล
มีคาปริมาณการแผรังสีที่เก็บ fraction โดยใชเทคนิค HPLC ตางจากสารมาตรฐาน Methyl 
farnesoate  แสดงวาสารสังเคราะหไมใช Methyl farnesoate แตกลับพบวามีคาปริมาณการแผรังสี
ใกลเคียงกับสาร Sesquiterpenoids และ Eicosanoids  ตัวอื่น ไดแก Arachidonic acid methyl ester  
และ 8,11,14-Eicosatrienoic acid methyl ester  จึงทําการทดลองเปลี่ยนสารตั้งตนจาก Farnesoic 
acid เปน Arachidonic acid และ 8,11,14-Eicosatrienoic acid ผลการศึกษา  พบวาเนื้อเยื่อรอบ 
แมนดิเบิลมีความสามารถใชสารตั้งตนในการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ Eicosanoids ได
มากกวาหนึ่งชนิด  ซ่ึงสารตั้งตน Arachidonic acid จะใหสารสังเคราะหสูงที่สุด  จากรายงาน
การศึกษาของเอกชัย (2548)  พบวาแมเพรียงทรายมีปริมาณ Arachidonic acid  ซ่ึงเปนสารตั้งตน
หลักของ Prostaglandin ในระดับสูง  นอกจากนั้นยังพบวาแมเพรียงทรายจากธรรมชาติมีฮอรโมน 
Prostaglandin สูงกวาแมเพรียงทรายจากการเพาะเลี้ยง  เปนที่ทราบกันดีวาคุณคาทางโภชนาการ
ของแมเพรียงขึ้นอยูกับอาหารที่แมเพรียงไดรับ  แมเพรียงทรายธรรมชาติไดรับอาหารที่หลากหลาย 
และมีองคประกอบของ Arachidonic acid อยูสูง จึงทําใหมีฮอรโมน Prostaglandin ในปริมาณที่
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มากกวาแมเพรียงทรายจากการเพาะเลี้ยงที่เล้ียงดวยอาหารเม็ดสําหรับลูกกุงเทานั้น จากการทดลอง
นี้ใชแมเพรียงธรรมชาติซ่ึงตัวแมเพรียงเองจะมีองคประกอบของ Arachidonic acid อยูในระดับสูง  
แมเพรียงมีการใช Arachidonic acid เปนสารตั้งตนในการสังเคราะหฮอรโมนตาง ๆ ไดดี ซ่ึงรวมถึง
ฮอรโมนในกลุมของ Sesquiterpenoids และ Eicosanoids  ดังนั้นในการทดลองเมื่อมีการใช 
Arachidonic acid สังเคราะหเปนสารตั้งตนจึงทําใหมีการสังเคราะห Sesquiterpenoids และ 
Eicosanoids ดีกวาสารตั้งตนชนิดอื่น เชน Farnesoic acid และ 8,11,14-Eicosatrienoic acid 

 
 จากการศึกษาการจําแนกชนิด และศึกษาโครงสรางที่แทจริงของสารสังเคราะหดวย 
GC/MS  พบวาสารสังเคราะหจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายใหสารผลิตภัณฑหลาย
ชนิดดวยกัน  ซ่ึงพบวามีฮอรโมน Methyl farnesoate เปนลําดับ 3 ของสารสังเคราะห และไมใชสาร
ผลิตภัณฑหลักที่ไดจากการสังเคราะหจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทราย   
 
 จากการศึกษาโครงสรางดวย GC/MS เมื่อเปรียบเทียบ Mass spectrum สารมาตรฐาน 
Methyl farnesoate และสารสังเคราะหจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายที่พบมากเปน
ลําดับที่ 3 (Retention time 5.91 นาที)  พบวามีรูปแบบ Mass spectrum เหมือนกัน สวน Peak ที่พบ
จากการวิเคราะหดวย HPLC อาจจะเปนสารผลิตภัณฑหลักในลําดับที่ 1 และ 2  ซ่ึงมี Retention 
time ใกลเคียงกับสารมาตรฐานที่มีจํานวนคารบอนระหวาง 16-22 อะตอม จึงคาดวาจะเปนสารกลุม
คารบอนระหวาง 16-22 อะตอม (จากผลของการวิเคราะหดวย GC/GC-MS ในการศึกษาขอ 2.2) 
 
 ผลการทดลองในครั้งนี้ก็ไดพบฮอรโมน Methyl farnesoate ซ่ึงเปนสารตั้งตนของ Juvenile 
hormone ที่พบในแมลง  จัดอยูในกลุม Sesquiterpenoids และ Eicosanoids (Charmantier et al., 
1997)  มีบทบาทหนาที่เกี่ยวของกับการพัฒนาของระบบสืบพันธุของพอแมพันธุกุง  นอกจากนี้ 
Methyl farnesoate ยังทําหนาที่อ่ืน ๆ อีก เชน ควบคุมขบวนการเผาผลาญโปรตีน  การลอกคราบ  
ควบคุมสมดุลของสารภายในรางกาย และการเปลี่ยนตัวออนเปนตัวเต็มวัย  จากการรายงาน  พบวา
ฮอรโมน Methyl farnesoate  มีผลตอการเจริญของระบบสืบพันธุของกุง เชน ผลของฮอรโมน 
Methyl farnesoate สังเคราะหตอแมกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) (Sagi et al., 1991), 
กุงขาว (Litopenaeus vannamei) (Tsukimura and Kamemoto, 1991), Spider crab (Libinia 
emarginata) (Rotllant et al., 2000), Lobster (Nephros norvegicus) (Rotllant et al., 2001), Crayfish 
(Cherax quadricanatus) (Abdu et al., 2001) และ Swamp crayfish (Procambarus clarkia) 
(Rodriguez et al., 2002)  พบวาระดับของฮอรโมน Methyl farnesoate ยังมีความสัมพันธกับการ
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เจริญพันธุ โดยสัตวที่เจริญพันธุแลวมีระดับของ ฮอรโมน Methyl farnesoate สูงกวาในสัตวที่ยังไม
เจริญพันธุ (Laufer et al., 1987; Sagi et al., 1993) 
   
 ดังนั้นพอแมพันธุกุงที่กินแมเพรียงทรายเปนอาหารแลวทําใหมีพัฒนาของระบบสบืพนัธุกุง
ดีกวากินอาหารมีชีวิตชนิดอื่น ๆ เชน  ปลาหมึก หอย นั้นอาจจะมาจากปจจัยของฮอรโมน Methyl 
farnesoate ที่แมเพรียงสามารถสังเคราะหไดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล เชนเดียวกับแมนดิบูลาร
ออรแกน (Mandibular organ) ของสัตวในกลุมครัสเตเชียน   
 
 3.  ผลการศึกษา Methyl transferase  จากเนื้อเยื่อตาง ๆ (เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล  สมอง  
กลามเนื้อ และคอหอย) ของแมเพรียงทรายอาจจะมีความสัมพันธกับปริมาณของฮอรโมนที่
สังเคราะหได  ซ่ึงคาดวานาจะพบเอ็นไซม Methyl transferase สูงที่บริเวณเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล 
ผลการทดลองที่ได  พบเอ็นไซม Methyl transferase ในสมอง และเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแม
เพรียงทรายสูงในปริมาณที่ไมแตกตางกัน และยังพบเอ็นไซมดังกลาวที่อวัยวะอ่ืน ๆ ดวย เชน 
กลามเนื้อ  คอหอย  แตพบในปริมาณเล็กนอย  ซ่ึงเอ็นไซม Methyl transferase นี้จะพบวามีการ
กระจายตัวอยูทั่ว ๆ ไปในทุก ๆ อวัยวะของแมเพรียงทราย  พบปริมาณสูงสุดในเนื้อเยื่อรอบ    
แมนดิเบิล  ซ่ึงไมแตกตางกับสมองโดยมีปริมาณที่แตกตางกันเพียงเล็กนอยเทานั้น  ซ่ึงจากการ
รายงานของ Silva Gunawardene et al. (2001) มีการพบเอ็นไซม Methyl transferase กระจายตัวอยู
ทุก ๆ อวัยวะของสัตวในกลุมครัสเตเชียน  ซ่ึงมีการพบเอ็นไซม Methyl transferase ที่บริเวณ 
Ventral nerve cord, หัวใจ, กานตา และกลามเนื้อของกุง (Metapeaneus ensis) และมีการพบ
เอ็นไซม Methyl transferase สูงที่สุดที่บริเวณหัวใจของกุงโดยปริมาณของเอ็นไซม Methyl 
transferase ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของฮอรโมน หรือบริเวณอวัยวะที่เปนแหลงสังเคราะห
ฮอรโมน  
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สรุป 
 

สรุปการศึกษาในครั้งนี้  ปรากฏวาแมเพรียงทรายประกอบไปดวยฮอรโมนในกลุม 
Sesquiterpenoids และ Eicosanoids คือ Methyl farnesoate ที่สังเคราะหจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล
ของแมเพรียงทราย ฮอรโมนดังกลาวมีความสําคัญตอการการพัฒนาของระบบสืบพันธุของพอแม
พันธุกุงทะเล  อยางไรก็ตามถึงแมฮอรโมนในแมเพรียงทรายแมวาจะมีปริมาณนอย และปริมาณไม
แนนอน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับการเพาะเลี้ยงแมเพรียงทรายเปนธุรกิจที่จะตองมีการใหอาหารที่เล้ียงแม
เพรียงใหมีคุณภาพ เพื่อมีผลทางออมตอการพัฒนาอาหารสําหรับพอแมพันธุกุง หรือนําฮอรโมน
ดังกลาวมาเปนสวนผสมในอาหาร หรือฉีดเขาตัวกุงเพื่อกระตุนการเจริญของระบบสืบพันธุซ่ึงเปน
อีกทางเลือกหนึ่งโดยไมตองตัดกานตากุง 

 
 การจําแนกชนิด และศึกษาโครงสรางของสารสกัดจากเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียง
ทรายจํานวน 30 ตัว ดวย Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) ไมใชสารรังสี  พบวา
เนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิลของแมเพรียงทรายมีความสามารถในการสังเคราะหสารผลิตภัณฑมากกวา 1 
ชนิด  โดยพบสารผลิตภัณฑหลัก ๆ ทั้งหมด 5 ชนิด  ซึ่งมี Methyl farnesoate มากเปนลําดับ 3 ของ
สารผลิตภัณฑ  
 
 นอกจากการตรวจวัดสารสังเคราะหดวยการตรวจวัดปริมาณการแผรังสีที่ติดฉลากกับสาร
ตั้งตน  การศึกษา Methyl transferase ยังเปนการตรวจวัดทางออมอีกทางหนึ่ง  ซ่ึงพบเอ็นไซม 
Methyl transferase ที่อวัยวะตาง ๆ ที่ศึกษา  ซ่ึงพบมากในเนื้อเยื่อรอบแมนดิเบิล และสมองของ   
แมเพรียงทราย 
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Radiochemical assay (Pratt and Tobe, 1974) 
  
สารเคมีสําหรับการทดลอง Radiochemical assay  
 1.  M199 (น้ําเลี้ยงเซลล) 
  9.5 g ในน้ํากลัน่ 1,000 ml  
  นํา M199 มาเติมเกลือ (NaCl, KCl, MgSO4.7H2O)  
 
ตารางผนวกที่ 1  ปริมาตรของเกลือ (NaCl, KCl, MgSO4.7H2O) ที่เติมลงใน M199  
 
 M199    10 ml  100 ml  500 ml  
 NaCl    0.23 g  2.3 g  11.5 g 
 KCl    0.006 g  0.06 g  0.3 g 
 MgSO4.7H2O   0.216 g  0.216 g  1.08 g 
  
  
 2.  M199 (NaCl, KCl, MgSO4.7H2O) + Ficoll (2%) + 1.3 mMCa2+ 
 ละลายใน Medium แลวกรองผานกระดาษกรอง (0.22 µm) 
 

3. Farnesoic acid Stocking Concentration = 1 mM  Working concentration = 40 µM 
 
4. L- methionine Stocking Concentration = 650 µM  Working concentration = 65 µM 

 
5. L-[methyl- 3H]methionine 

  MW = 149 Specific activity = 2.89 TBq/mmol, 78.0 Ci/mmol, 
                    18.7 GBq/mg, 506 mCi/mg 
  Radioactive concentration = 185 MBq/ml, 5.0 mCi/ml  
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Methyltransferase assay  (Tobe et al., 1989) 
 
สารเคมีสําหรับการทดลอง Methyltransferase assay 

1. 100 mM Phosphate buffered saline (pH 7.4) 
 

ตารางผนวกที่ 2  สารเคมีที่ใชเตรียม ฟอสเฟต บัพเฟอร ซาลีน (Phosphate buffered saline) 
  
 100 mM PBS  MW  10 x Concentrated PBS stock 
             (10 x 100 mM PBS) 
          100 ml 
 136.9 mM NaCl  58.44          8.0 g  
 2.7 mM KCl  74.35          0.2 g 
 10.1 mM Na2HPO4 142          1.43 g 
 1.8 mM KH2PO4  136.1          0.245 g 
 
เตรียมสารละลายในน้ํากลั่น และเก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 2.  Protease inhibitors (เตรียมใน 100 mM PBS และเตรียมในวนัที่ทําการทดลอง) 

    
ตารางผนวกที่ 3  สารเคมีที่ใชเตรียม โปรตีเอส อินฮิบิเตอร (Protease inhibitors) 
  
 100 mM PBS  MW  10 x Concentrated PBS stock 
             (10 x 100 mM PBS) 
          50 ml PBS 
 1 mM EDTA  372          18.6 mg  
 1 mM 2-  78.3 (density =         3.5 µl 
 mercaptoethanol  1.114           
 1 % BSA            0.5 g 
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3.  100 mM Unlabeled S-Adenosyl-methionine (Cold SAM) 
 
  SAM: MW = 399.4, Purity = 88 %  ไมเสถียรที่อุณหภูมหิอง  มีความไวตอแสง 
เตรียม Stock 100 mM SAM ใน Acid solvent 

- Acid water (น้าํกลั่น 5 ml + H2SO4 4 หยด) 
- 10 mM SAM = 45.4 µg (39.94/0.88) 

 ช่ัง 4.514 mg SAM ละลายใน 100 ul Acid water 
 
 4.  Farnesoic acid 
 
  MW = 236     Density = 0.8871 g/ml     Purity = 95 % 
 
 5.  S-Adenosyl-L- [methyl-3H]methionine (SAM) 
 
  MW = 399     Specific activity = 18.5 GBq/mmol, 500 mCi/mmol, 
                 46.3 MBq/mg, 1.25 mCi/mg 
  Radioactive concentration = 18.5 MBq/ml, 0.5 mCi/ml  
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


