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บทคัดยอ

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันเพศผูและเพศเมีย ในระยะ
ตัวออนวัย 5 จนถึงระยะดักแด พบวาความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพของเพศผูและเพศเมียมีความแตกตางกัน     
(p < 0.05) โดยความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพเพ่ิมขึ้นจนสูงสุดในตัวออนระยะสุดทาย จากนั้นจะลดลงทันทีกอน
การเขาดักแด ในระยะดักแดความเขมขนของโปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้นเล็กนอยแลวคอยๆ ลดลงจนสิ้นสุดระยะดักแด การ
ศึกษารูปแบบของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบวาแถบโปรตีนที่มีความเขมมากที่สุดตั้งแตตัวออนระยสุดทายจนถึง
ดักแดทั้งในเพศผูและเพศเมีย มีนํ้ าหนักโมเลกุล 81.2 kDa และ 86.2 kDa คาดวาเปนโปรตีนสะสมซึ่งจะถูกนํ าไปใชใน
การเปล่ียนแปลงรูปรางจากตัวหนอนไปเปนตัวเต็มวัย และพบแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 32.8 – 35.2
และ 41.1 – 46.3 kDa เฉพาะในเพศเมียเทานั้น จากผลการทดลองสามารถกลาวไดวาการเปลี่ยนแปลงความเขมขน
ของโปรตีนและรูปแบบของแถบโปรตีนมีความสัมพันธกันและขึ้นกับระยะการเจริญของแมลง
คํ าสํ าคัญ หนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน, โปรตีนในฮีโมลิมพ, การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีน, รูปแบบของ

  โปรตีน

1.บทนํ า
     หนอนเจาะสมอฝ ายอเมริกัน (Hel icoverpa 
armigera Hübner) เปนแมลงศัตรูที่สํ าคัญของฝายและ
เป นป จจัยสํ าคัญที่จํ ากัดปริมาณการผลิตฝ ายใน
ประเทศไทย การควบคุมหนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน
อยางมีประสิทธิภาพจึงจํ าเปนตองไดรับการศึกษา แม
จะมีการศึกษาวิธีการอื่น ๆ เพ่ือใชควบคุม เชน การ
ศึกษาคุณสมบัติทาง antibiosis ของสายพันธุฝาย 
(ประภารัตน, 2529) และนิวเคลียรโพลีฮีโดรซีสไวรัส 
(นวลอนงค, 2531) แตหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันมี
การพัฒนาตัวเองใหดื้อตอสารฆาแมลง การศึกษาใน
ดานสรีรวิทยาและชีวโมเลกุลเกี่ยวกับหนอนเจาะสมอ
ฝายอเมริกันในประเทศไทยมีนอยมาก โดยเฉพาะการ
ศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนในฮีโมลิมพ (Hemolymph) ซึ่ง
เปนแหลงสํ าคัญในการลํ าเลียงสารอาหารและฮอรโมน

ไปยังเนื้อเย่ือตางๆ และยังเปนที่สะสมของโปรตีน
สํ าคัญหลายชนิดเชนโปรตีนสะสม (storage protein) 
(Fujiwara และ Yamashita, 1990) ซึ่งเปนโปรตีนที่ใช
ในการเจริญและพัฒนาของแมลง เชน การสรางคิวติ
เคิล ใชในกระบวนการสรางไขแดงของเพศเมีย นอก
จากนี้ยังมีโปรตีนอีกหลายชนิดที่มีบทบาทสํ าคัญใน
ระบบภูมิคุมกัน (Kanost, 1990) ดังนั้นเพ่ือหาแนวทาง
ใหมในการป องกันและกํ าจัดหนอนเจาะสมอฝาย
อเมริกัน การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับโปรตีนในฮีโมลิมพของ
หนอนเจาะสมอฝายอเมริกันจึงมีความจํ าเปนอยางยิ่ง
     การศึกษานี้มีจุดประสงคเพ่ือศึกษาการเปลี่ยน
แปลงความเขมขนของโปรตีนและรูปแบบของโปรตีน
ในฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันในระยะตัว
ออนวัย 5 วันที่ 2 จนถึงระยะดักแด ในทั้งเพศผูและ



เพศเมีย ซึ่ งจะทํ าใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนในระหวางการเจริญของหนอนเจาะสมอฝาย
อเมริกัน ผลการศึกษานี้จะนํ าไปสูการศึกษากระบวน
การสรางและนํ าโปรตีนไปใช ตลอดจนศึกษาปจจัยหรือ
สารที่มีผลในการยับย้ังกระบวนการสรางและการนํ า
โปรตีนไปใช เพ่ือใหตัวออนเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง
เปนดักแดหรือตัวเต็มวัยที่ไมสมบูรณ ไมสามารถเจริญ
เติบโตและสืบพันธุตอไปได     ซึ่งอาจนํ าไปใชเปนแนว
ทางใหมในการปองกันและกํ าจัดหนอนเจาะสมอฝายที่
มีประสิทธิภาพตอไป

2.อุปกรณและวิธีการทดลอง
2.1 การเลี้ยงหนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน
     หนอนเจาะสมอฝายอเมริกันที่ใชในการศึกษานํ ามา
จากฝายวินิจฉัยและกักกันศัตรูพืช ศูนยปฏิบัติการวิจัย
และเรือนปลูกพืชทดลอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกํ าแพงแสน โดยเล้ียงตัวออนในขวดแกวดวย
อาหารเทียมซึ่งดัดแปลงมาจากสูตรของ Shorey และ
Hale (1965) (สุดาวรรณ, 2527, อางจาก โสธร และ
คณะ, 2514) ที่อุณหภูมิหอง จนตัวออนเขาดักแด แลว
เปนตัวเต็มวัย เล้ียงตัวเต็มวัยในภาชนะรูปทรงกระบอก
ดวยนํ้ าผึ้งเจือจาง จับคูตัวเต็มวัยผสมพันธุกัน เพ่ือวาง
ไขและเมื่อไขพัฒนาเปนตัวออน จึงนํ าตัวออนที่ทราบ
วัยนี้มาใชในการทดลองตอไป
2.2 การเก็บฮีโมลิมพในระยะตัวออน และดักแด
     ระยะตัวออน เก็บฮีโมลิมพจากตัวออนวัย 5 วันที่ 2 
จนถึงระยะดักแด โดยเก็บทั้งเพศผูและเพศเมีย การ
แยกเพศทํ าไดโดยการผาดูอวัยวะสืบพันธุภายใตกลอง
จุลทรรศน เก็บฮีโมลิมพของตัวออนโดยใชกรรไกรขลิบ
ที่ขาเทียมและบีบสวนลํ าตัวเพ่ือใหฮีโมลิมพไหลออกมา 
ระยะดักแด เก็บฮีโมลิมพโดยใชเข็มปกแมลงเจาะที่
ปลายดานหนาสุดของดักแด ดูดฮีโมลิมพจากแตละตัว
อยางใสในสารละลาย Phosphate Buffer Saline 
(PBS): Phenylthiourea (PTU) อัตราสวน 1: 1 นํ าตัว
อยางไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7000 g อุณหภูมิ 4º
C เป นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายสวนบน 
(Supernatant) ไวที่อุณหภูมิ –80 ºC

เพ่ือใชในการศึกษาโปรตีนในฮีโมลิมพตอไป
2.3 การหาความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพ
     หาความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพโดยวิธีของ 
Bradford (1976)  (Bio-Rad Protein Assay) เตรียม
สารละลายโปรตีนตัวอยาง: dye reagent ในอัตราสวน 
1:500 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน ต้ังทิ้งไว 30 นาที แลว
นํ าไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 595 นาโน
เมตรดวยเครื่อง Spectrophotometer Lambda 25 
(Perkin Elmer instruments) หาความเขมขนของ
โปรตีนตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตร
ฐาน BSA (Bovine Serum Albumin) เปรียบเทียบ
ความแตกตางทางสถิติของผลการทดลองที่ไดดวยวิธี 
Paired - Samples T test (SPSS 10.0)
2.4 การศึกษารูปแบบของโปรตีนในฮีโมลิมพโดย
      วิธี SDS-PAGE
     นํ าตัวอยางฮีโมลิมพและสารละลายโปรตีนมาตร
ฐาน (Broad range Bio -Rad) มาผสมกับสารละลาย
บัฟเฟอร โดยตมในนํ้ าเดือดอุณหภูมิ 100 ºC นาน 3 
นาที นํ าไปหารูปแบบของโปรตีนบน SDS-PAGE โดย
ใชความเขมขนของ separating gel 12.5 % โดย
ปริมาณโปรตีนที่นํ าไปใสในหลุมบนแผนเจลหลุมละ 10 
ไมโครกรัม ทํ าการแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟาที่ 20 
มิลลิแอมแปร ประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นยอมเจลดวย 
Coomassie Brilliant blue R 250 แลวลางสีสวนเกิน
ออก

3.ผลการทดลองและอภิปรายผล
3.1 การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีนใน
       ฮีโมลิมพ
     ความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะ
สมอฝายอเมริกันเพศผูและเพศเมียมีความแตกตางกัน

ทางสถิติ (p < 0.05 ) โดยมีความเขมขนของโปรตีนใน
เพศผูสูงกวาเพศเมีย ความเขมขนของโปรตีนในฮีโม
ลิมพจะเพิ่มขึ้นตั้งแตตัวออนวัย 6 วันที่ 2และมีคาสูงสุด
ในวัย 6 วันที่ 4 จากนั้นจะลดลงในระยะที่ตัวออน
เปล่ียนแปลงเขาสูดักแด (prepupa)



0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

 

คา
เฉลี่

ยค
วา

มเข
มข

นข
อง

โปร
ตีน

 
(m

g/
ml

)

เพศผู
เพศเมีย

 
    5/2   5/3   6/1  6/2  6/3    6/4  6/5   6/6   PP    1     2     3     4     5      6     7      8     9    10    11

   ตัวออน (วัยท่ี/วันท่ี)                      ดักแด (วันท่ี)
ระยะการเจริญ

ภาพที่ 1  การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีนใน
ฮีโมลิมพ (mg/ml) ของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน
ระยะตัวออนและดักแดเพศผูและเพศเมีย (pp = ระยะ
กอนเขาดักแด)

ในระยะดักแดความเขมขนของโปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้น 
โดยมีคาสูงสุดในดักแดวันที่ 7 ในเพศเมียและวันที่ 8 
ในเพศผู จากนั้นจะลดลงจนกระทั่งส้ินสุดระยะดักแด 
(ภาพที่ 1) สํ าหรับในตัวเต็มวัยไมสามารถเก็บฮีโมลิมพ
ไดเนื่องจากมีปริมาณนอยมาก จากผลการทดลองนี้พบ
วาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีนสัมพันธกับ
การเจริญของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน คือความ
เขมขนของฮีโมลิมพเพ่ิมสูงขึ้นในระยะตัวออนวัยสุด
ทายกอนที่จะเขาสูระยะดักแด และมีความเขมขนลดลง
อยางรวดเร็วในระยะทายของการพัฒนาเปนตัวเต็มวัย 
เปนลักษณะที่เกิดขึ้นในแมลงที่มีการเปล่ียนแปลงรูป
ร างแบบสมบูรณ (Holometabolous insect) 
(Levenbook , 1985)  Miller และ SilHacek (1982) 
ศึกษาพบวาผีเส้ือกลางคืน Galleria Mellonella (L.) มี
ความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพมากในชวงทาย
ระยะตัวออน      (วัยที่ 7 วันที่ 2 - 9 ) และลดลงใน
ระยะแรกหลักจากเขาดักแด ในขณะที่ความเขมขนของ
โปรตีนในกอนไขมัน (Fat body) คอนขางคงที่ในระยะ
ตัวออนแตเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อเขาดักแด ซึ่งโปรตีน
ที่มีปริมาณมากในฮีโมลิมพของตัวออนแมลงโดยทั่วไป
และมีการเปล่ียนแปลงสัมพันธกับการเจริญของแมลง
ไดแก โปรตีนที่แมลงใชในการเปล่ียนแปลงรูปรางจาก

ตัวออนไปเปนตัวเต็มวัย สวนโปรตีนในระบบอื่นๆ นั้น
ไมมีความสัมพันธตามการพัฒนาของแมลง เหมือนกับ
โปรตีนสะสม (Fujiwara และ Yamashita, 1990) โดย
ในระยะวัยออน โปรตีนสะสมถูกสังเคราะหขึ้นโดยกอน
ไขมัน และสะสมในฮีโมลิมพ ซึ่งมีการนํ ากลับโดยกอน
ไขมันในระยะดักแด แลวสะสมในโปรตีนแกรนูล และ
หายไปเมื่อเปนตัวเต็มวัย (Tojo และคณะ, 1980) ซึ่ง
สัมพันธกับผลการทดลองที่ไดคือ พบความเขมขนของ
โปรตีนสูงมากในฮีโมลิมพตัวออนระยะสุดทาย จากนั้น
จะลดลงเมื่อมีการเปล่ียนแปลงเขาสูระยะดักแด
3.2 การศึกษารูปแบบของโปรตีนในฮีโมลิมพโดย
      วิธี SDS-PAGE
     จากรูปแบบของโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะ
สมอฝายอเมริกันเพศเมียและเพศผู (ภาพที่ 2 และ3) 
ปรากฏวาโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝาย
อเมริกันเพศผูและเพศเมีย มีรูปแบบ จํ านวนแถบและ
ความเขมของแถบโปรตีนคลายคลึงกันมาก แตก็พบ
แถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันอยางเดนชัดระหวาง
เพศผูและเพศเมีย
     โปรตีนในฮี โมลิมพ ของหนอนเจาะสมอฝ าย
อเมริกันเพศเมีย มีแถบโปรตีนหลักในชวงนํ้ าหนัก
โมเลกุล 32.8–35.2, 41.1–46.3, 52.0–57.0, 81.2-
86.2, 108.1-127.8 และ138.9 kDa สวนในเพศผูมีนํ้ า
หนักโมเลกุล 30.3, 52.0-57.0, 81.2, 86.2, 108.1-
127.8 และ138.9 kDa จะเห็นไดวามีแถบโปรตีนที่
ปรากฏเฉพาะในฮีโมลิมพของเพศเมีย คือแถบโปรตีน
ที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลอยูในชวง 32.8-35.2 kDa และ
41.1-46.3 kDa แถบโปรตีนสันนิษฐานวานาจะเปน
โปรตีนที่มีความเกี่ยวของกับโปรตีนที่ใชในการสรางไข
แดง (vitellogenin) (Kanost และคณะ, 1990)
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ภาพที่ 2    รูปแบบโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันเพศเมีย
               M  = Marker Protein, L = ตัวออน (วัยที่/วันที่),
               PP = ระยะกอนเขาดักแด (Prepupa), P = ดักแด (Pupa) (วันที่)
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ภาพที่ 3   รูปแบบโปรตีนฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันเพศผู
              M = Marker Protein, L = ตัวออน (วัยที่/วันที่)
              PP = ระยะกอนเขาดักแด (Prepupa), P = ดักแด (วันที่)
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     จาก SDS-PAGE จะเห็นวาทั้งเพศผูและเพศเมียมี
แถบโปรตีนที่เขมชัดเจน 2 แถบ คือ แถบโปรตีนที่มีนํ้ า
หนักโมเลกุล 81.2 kDa และ 86.2 kDa ซึ่งพบเปน
ปริมาณมากในฮีโมลิมพต้ังแตตัวออนระยะสุดทายจน
ถึงดักแด โปรตีนทั้งสองแถบดังกลาวนี้ คาดวาเปน
โปรตีนสะสมซึ่งเปนโปรตีนที่จะถูกนํ าไปใชในการ
เปล่ียนแปลงรูปร างจากตัวอ อนไปเป นตัวเต็มวัย 
(Levenbook, 1985) โปรตีนสะสมถูกสังเคราะหโดย
กอนไขมันแลวหล่ังออกสูฮีโมลิมพ ความเขมขนของ
โปรตีนสะสมในฮีโมลิมพจะเพ่ิมสูงขึ้นในตัวออนระยะ
สุดทาย จากนั้นโปรตีนสะสมบางสวนหรือเกือบทั้งหมด
จะถูกนํ ากลับเขาไปในกอนไขมันในชวงที่ ตัวออน
เปล่ียนแปลงเขาสูระยะดักแด
     ผลการเปล่ียนแปลงความเขมขนของโปรตีนในฮีโม
ลิมพสอดคลองกับรูปแบบของโปรตีนในฮีโมลิมพทั้ง
เพศผูและเพศเมีย คือในขณะที่ความเขมขนของโปรตีน
ในฮีโมลิมพเพ่ิมขึ้นในตัวออนระยะสุดทาย ความเขม
ขนของแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 81.2 kDa และ 
86.2 kDa ก็เพ่ิมขึ้นเชนเดียวกัน และเมื่อความเขมขน
ของโปรตีนในฮีโมลิมพลดลงในระยะดักแด ความเขม
ของแถบโปรตีนดังกลาวก็ลดลงเชนเดียวกัน ดังนั้นจะ
เห็นไดวาความเขมขนของโปรตีนในฮีโมลิมพสัพพันธ
กับรูปแบบของโปรตีนในทั้งเพศผูและเพศเมีย

4.  สรุปผลการทดลอง
     การเปล่ียนแปลงความเขมขนของโปรตีนและรูป
แบบของโปรตีนในฮีโมลิมพของหนอนเจาะสมอฝาย
อเมริกันเพศผูและเพศเมียขึ้นกับระยะการเจริญเติบโต 
กลาวคือ ความเขมขนของโปรตีนมีคาสูงในตัวออน
ระยะสุดทาย จากนั้นจะลดลงในระยะที่ตัวออนเปล่ียน
แปลงเขาสู ดักแด ในระยะดักแดความเขมขนของ
โปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้น จากนั้นจะลดลงจนกระทั่งส้ินสุด
ระยะดักแด และจากการศึกษารูปแบบโปรตีนในฮีโม
ลิมพของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกันเพศเมียและเพศ
ผู โดยวิธี SDS-PAGE พบแถบโปรตีนบางแถบที่มี
ความจํ าเพาะตอเพศของหนอนเจาะสมอฝายอเมริกัน 
สัณนิษฐานวาแถบโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 32.8-

35.2 kDa และ 41.1-46.3 kDa เปนแถบโปรตีนที่พบ
เฉพาะในเพศเมีย (FSP) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีความเกี่ยว
ของกับโปรตีนที่ใชในการสรางไขแดง (vitellogenin)
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