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Isolation of the PP-like substances (PPLs) in Penaeus monodon was performed 

using 7,500 eyestalks extracted in methanol-acetic acid-water (90 : 1 : 9). The extract 
was partially purified using C18 cartridge and was further purified by 5 to 6 steps of RP-
HPLC using C18, C8 and Cyano column with 3 solvent systems ; acetonitrile / 
trifluoroacetic acid, acetonitrile / heptafluorobutyric acid and acetonitrile / triethylamine 
and the detection of PPLs in the fractions during each step of purification was by Dot-
enzyme linked immunosorbant assay (Dot-ELISA) using polyclonal antiserum raised 
against human pancreatic polypeptide C-terminal hexapeptide (PP6). Four isoforms of 
PPLs (PPL1, PPL2, PPL3 and PPL4) obtained from fractions 19, 23, 24, 26 and 27 of the 
first RP-HPLC step and having molecular weight of 801.5, 1137.1, 1050.0 and 1165.9 
dalton, respectively, determined by Matrix assisted laser desorption ionization time-of 
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). From the molecular weight of these isoforms, 
it revealed that these peptides should not consisted of more than nine amino acid 
residues which were similar to that of PYF found in the brain of squid, Loligo vulgaris. 
However the different molecular weight that obtained are expected to be different amino 
acid in peptide chain from brain squid PYF and PP-like peptides from other animals. 
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บทที่  1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กุงกุลาดําเปนสินคาสงออกอันดับหนึ่งของประเทศไทยมีบทบาทสําคัญใน
ตลาดโลก โดยในป 2542 สหรัฐอเมริกาไดนําเขากุงกุลาดําจากประเทศไทยทั้งหมดเปนยอดรวม 
114,500 ตัน ซึ่งนับเปนครั้งแรกของไทย ที่สงกุงเขาตลาดสหรัฐอเมริกาไดมากขนาดนี้ นอกจาก
ตลาดสหรัฐอเมริกานี้แลว ยังมีตลาดที่สําคัญอื่น ๆ อีก คือ ญี่ปุน ยุโรป ออสเตรเลียและเกาหลี 
(ไพบูลย พลสุวรรณนา และคณะ, 2543) ทางดานสวนแบงการผลิตนั้น ไทยมีสวนแบงการผลิต 
เปนอันดับ 1 มาตั้งแตป 2534 โดยในป 2541 ไทยผลิตไดถึง 242,000 ตัน สวนแบงการผลิตของ
ประเทศไทยเปน 32.8 เปอรเซนต ขณะที่ประเทศคูแขง คือ อินเดีย มีสวนแบงการผลิตเปน 28 
เปอรเซนต และอินโดนีเซีย มีสวนแบงการผลิตเปน 17 เปอรเซนต (ทรงศักดิ์ ศรีบุญจิตต, 2544) 
จากขอมูลนี้ ชี้ใหเห็นความสําคัญของกุงกุลาดําที่มีตอตลาดภายในประเทศและตลาดโลก จึงควร
มีการคนควาวิจัยเพื่อพัฒนาศักยภาพในการเลี้ยงกุงกุลาดําใหสูงขึ้น 

กระบวนการเมแทบอลิซึมตาง ๆ ภายในตัวสัตวกลุมครัสตาเชียนถูกควบคุมโดย
ฮอรโมนตาง ๆ ซึ่งเปนพวกนิวโรเปปไทด โดยแหลงผลิตฮอรโมนที่สําคัญคือ นิวโรซีครีทอรีเซลล 
(neurosecretory cell) และระบบประสาทสวนกลาง (central nervous system [CNS] ) แตระบบ
ที่ไดรับความสนใจมากที่สุด คือ ระบบเอกซออรแกน-ตอมไซนัส (X-organ sinus gland [XO-SG]) 
ในกานตา โดยตอมไซนัสเปนอวัยวะที่เก็บสะสมและปลอยนิวโรฮอรโมนตาง ๆ (Huberman, 
Aguilar and Quackenbush, 1995 ; Dominique, De Kleijn and Van Herp, 1995) เชน red 
pigment concentrating hormone (RPCH) ควบคุมการรวมตัวของรงควัตถุภายในตาในการ
เปลี่ยนสีตัว (Fernlund and Josefsson, 1972), pigment dispersing hormone (PDH) ควบคุม
การกระจายตัวของรงควัตถุในโครมาโทฟอร (Kleinholz et al., 1986 ; Lohr, 1993), molt 
inhibiting hormone (MIH) ควบคุมการลอกคราบ (Webster, 1986), crustacean 
hyperglycemic hormone (CHH) ควบคุมการหมุนเวียนระดับของกลูโคสในเลือด (Santos and 
Keller, 1993) และ gonad inhibiting hormone (GIH) หรือ vitellogenesis inhibiting hormone 
(VIH) ควบคุมการพัฒนาของรังไข (Soyez, Deijnen and Martin, 1987) เปนตน X-organ จะอยู
ในบริเวณกานตา (eyestalk) ของสัตวกลุมครัสตาเชียน ประกอบดวยนิวโรซีครีทอรีเซลลเปนแหลง
สรางนิวโรฮอรโมนและสงไปสะสมที่ตอมไซนัส Postcommissural organ (PCO) เปนแหลงสะสม
และหลั่งนิวโรฮอรโมนที่เกี่ยวกับการเปลี่ยนสีตัว Pericardial organ (PO) เปนแหลงสะสมและหลัง่
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นิวโรฮอรโมนที่กระตุนการทํางานของหัวใจ Y-organ เปนแหลงสรางฮอรโมนที่ควบคุมการลอก
คราบ (molting hormone) Androgenic gland เปนแหลงสรางฮอรโมนที่ควบคุมการเจริญของ
อวัยวะเพศผู รังไข (ovary) เปนแหลงสรางฮอรโมนที่ควบคุมการเจริญเติบโตของอวัยวะเพศเมีย 
(Fingerman, 1987) ตอมไซนัสประกอบดวยสวนปลายของเสนใยประสาทแอกซอนที่พองออก ซึ่ง
มีตนกําเนิดมาจากตัวเซลลประสาทที่ตั้งอยูในที่ตาง ๆ ภายในปมประสาทกานตา ตัวเซลล
ประสาทรวมกันเปนกลุมเรียกวา X-organ โดยมีชื่อเรียกแตกตางกันไปเพื่อระบุตําแหนง เชน 
Medulla Terminalis Ganglionic X–organ หรือ Sensory Pore X–organ (SPX) เปนตน สารที่
สรางขึ้นภายในตัวเซลลประสาทเคลื่อนไปตามแอกซอนไปสิ้นสุดที่ตอมไซนัสแลวจึงปลอยเขาสู
กระแสเลือด (Carlisle and Knowles, 1959) นอกจากฮอรโมนที่กลาวถึงมาแลว ยังมีรายงานการ
พบเปปไทดฮอรโมนอีกหลายชนิดในกานตาของสัตวกลุมครัสตาเชียน เชน FMRFamide 
(Callaway, Masinovsky and Graubard, 1987 ; Keller, 1992 ; Schmidt and Ache, 1994), 
small cardioactive peptide (SCP) (Callaway, Masinovsky and Graubard, 1987), 
substance P (Schmidt and Ache, 1994), proctolin (Keller, 1992), และ cholecystokinin 
(CCK) (Turrogiano and Selverston, 1989) ซึ่งเปปไทดฮอรโมนเหลานี้อาจทําหนาที่เปนสารสื่อ
ประสาท (neurotransmitter) หรือ นิวโรโมดูเลเตอร (neuromodulator) (Callaway, Masinovsky 
and Graubard, 1987 ; Keller, 1992 ; Schmidt and Ache, 1994 ; Turrogiano and 
Selverston, 1989) สําหรบัแพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (pancreatic polypeptide, PP) และสาร
คลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (PP-like substance) นั้น มีรายงานการตรวจพบ การแยก การทํา
ใหบริสุทธิ์ และการหาลําดับกรดอะมิโนของสารนี้ในสัตวมีกระดูกสันหลังเปนสวนใหญ สําหรับใน
สัตวไมมีกระดูกสันหลัง มีรายงานพบในพยาธิตัวแบน, Moniezia expansa (Maule et al., 1991) 
terrestrial tubellarian, Artioposthia triangulata (Curry et al., 1992) ปลาหมึกกลวย, Loligo 
vulgaris (Smart et al., 1991) proteocephalidean cestode, Proteocephalus pollanicola 
(Marks et al., 1993c) และหอยฝาเดียว, Helix aspersa (Leung et al., 1994) 

การศึกษาเกี่ยวกับสารคลาย PP นี้ในกุงกุลาดํามีเพียงการตรวจหาตําแหนงที่พบ
สารคลาย PP ในกานตาของกุงกุลาดํา (จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) และการสกัดสารคลาย 
PP จากตอมไซนัส (พลูศิริ พฤกษกานนท, 2542) ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งในการศึกษาสาร
คลาย PP จากกานตาของกุงกุลาดํา เพื่อที่จะแยกและทําใหบริสุทธิ์ อันจะนําไปสูการตรวจหา
โครงสรางของลําดับกรดอะมิโนและศึกษาถึงหนาที่ของสารคลาย PP ที่มีบทบาทตอการดํารงชีวิต
ของกุงกลุาดําตอไป 
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ในการวิจัยครั้งนี้ เปนการแยกและทําใหบริสุทธิ์ของสารคลาย PP จากกานตาของ
กุงกุลาดํา โดยใชกระบวนการ reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-
HPLC) ในสภาวะตาง ๆ และติดตามสารคลาย PP ในแฟรกชั่นตาง ๆ หลังจากผานการแยกในแต
ละขั้นตอนโดยใชวิธี dot-enzyme linked immunosorbant assay (Dot-ELISA) เนื่องจากเปนวิธทีี่
มีความไว (sensitivity) สูงเทียบเทากับ radioimmunoassay (RIA) แตไมส้ินเปลืองวัสดุและมี
ความรวดเร็วกวา RIA มาก (Sithigorngul, Stretton and Cowden, 1991) และตรวจหาน้ําหนัก
โมเลกุลของสารคลาย PP ที่แยกไดดวย matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ซึ่งมีความไวในการวิเคราะหสูง (ในชวง attomole 
ถึง femtomole) จึงสามารถใชกับสารที่มีปริมาณนอยไดดีและใช multisample probe จึงทําให
สามารถเตรียมหลาย ๆ ตัวอยางไดพรอมกัน ดังนั้นการเตรียมและการวิเคราะหจึงทําไดอยาง
รวดเร็ว (Siuzdak,1996) สารคลาย PP ที่บริสุทธิ์ซึ่งไดจากการแยกนี้ สามารถนําไปศึกษาลักษณะ
โครงสรางและองคประกอบทางเคมีตลอดจนบทบาทที่สําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม กลไก
การออกฤทธิ์ ซึ่งจะเปนประโยชนในการพัฒนาวิธีการในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําตอไป 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อแยกสกัดสารคลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
(Penaeus monodon) 

2. เพื่อทําใหบริสุทธิ์สารคลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทดรูปแบบตาง ๆ จากสาร
สกัดจากกานตาของกุงกุลาดํา ดวยกระบวนการ RP-HPLC โดยใชวิธี Dot-ELISA และ Mass 
Spectrometry ในการติดตามสารระหวางการทําใหบริสุทธิ์ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. แยกสกัดสารคลาย PP จากกานตาของกุงกุลาดํา 

2. ทําใหสารคลาย PP ที่แยกสกัดไดบริสุทธิ์ดวยกระบวนการ RP-HPLC 

3. ใชวิธี Dot-ELISA ติดตามสารคลาย PP ในแฟรกชั่นตาง ๆ หลังจากผานการ
แยกในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์ดวยกระบวนการ RP-HPLC 

4. ตรวจหาน้ําหนักโมเลกุลของสารคลาย PP รูปแบบตาง ๆ ที่ไดจากการทําให
บริสุทธิ์โดยใช MALDI-TOF MS 
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1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดสารคลาย PP บริสุทธิ์ที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลจากกานตาของกุงกุลาดํา เพื่อ
นําไปตรวจหาโครงสรางและลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนตอไป 



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

แพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (pancreatic polypeptide, PP), เปปไทดไทโรซีน-ไทโรซีน 
(peptide YY, PYY) และนิวโรเปปไทดไทโรซีน (neuropeptide Y, NPY) เปนสารที่จัดอยูในกลุมที่
เรียกวา pancreatic polypeptide (PP) family หรือ neuropeptide Y (NPY) superfamily  
เนื่องจากเปปไทดทั้งสามมีโครงสรางคลายคลึงกันคือ ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย (ยกเวน 
PYY ในไก ซึ่งจะประกอบดวยกรดอะมิโน 37 หนวย) ที่ปลายคารบอกซีหรือปลายซี (C-terminus) 
มีไทโรซีนเอไมด (tyrosine amide, Y-NH2) และมีโครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) คลายกัน 
(Larhammar, Blomqvist and Soderberg, 1993 ; Maule, Halton and Shaw, 1995) PP family 
มีโครงสรางที่หลากหลายแตมีกรดอะมิโนในสายเปปไทดที่คงที่ในตําแหนงที่ 5, 8, 12, 27, 33 และ 
35 คือ Pro5, Pro8, Ala12, Tyr27, Arg33 และ Arg35 (Maule, Halton and Shaw, 1995) 

เปปไทดไทโรซีน-ไทโรซีน (peptide YY, PYY) ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย 
มีปลายอะมิโนหรือปลายเอ็น (N-terminus) เปนไทโรซีน (tyrosine, Y) และปลายคารบอกซีหรือ
ปลายซีเปนไทโรซีนเอไมด (tyrosine amide, Y-NH2) เปนฮอรโมนที่เกี่ยวของกับระบบทางเดิน
อาหาร (Tatemoto, 1982 ; Larhammar, Blomqvist and Soderberq, 1993) 

นิวโรเปปไทดไทโรซีน (neuropeptide Y, NPY) ประกอบดวยกรดอะมิโน  
36 หนวย มีปลายเอ็นเปนไทโรซีนและปลายซีเปนไทโรซีนเอไมดคลายกับ PYY พบวา NPY อาจ
เปนสารสื่อประสาท (neurotransmitter) หรือนิวโรฮอรโมน (neurohormone) ที่มีบทบาททาง 
สรีรวิทยาในระบบประสาทสวนกลาง (Tatemoto, Carlquist and Mutt, 1982) และเปนนิวโรเปปไทด
ในสมองที่มีมากที่สุดซึ่งถูกสังเคราะหขึ้นโดย chromaffin cell ใน adrenal medulla และโดยเซลล
ประสาทที่อยูภายในระบบประสาทสวนกลาง (central nervous system) และระบบประสาทนอก
สวนกลาง (peripheral nervous system) (Maule, Halton and Shaw, 1995) 

แพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (pancreatic polypeptide, PP) ประกอบดวยกรดอะมิโน 
36 หนวย สรางจากเซลลพีพี (PP cell) หรือเซลลเอฟ (F cell) ในไอสเลตสออฟแลงเกอฮานส 
(islets of Langerhans) ที่ตับออนและพบเซลลชนิดนี้อยูที่บริเวณขอบ ๆ ของไอสเลตส ฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของ PP ยังไมเปนที่ทราบแนชัด ในคนพบวาถาไดรับอาหารที่มีโปรตีนสูงจะตรวจพบ PP 
ในเลือดเพิ่มสูงขึ้น การคัดหลั่งของ PP จะถูกยับยั้งไดโดยโซมาโตสแตติน (somatostatin) ซึ่งเปน
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ฮอรโมนที่สรางจากไอสเล็ตสออฟแลงเกอฮานสเชนกัน ความเขมขนของ PP ในคนจะสูงขึ้นตาม
อายุ สวนในนก PP อาจมีฤทธิ์เปนตัวกระตุนการคัดหลั่งของกรดและเปปซินจากกระเพาะ (Norris, 
1997) 

นิวโรเปปไทดเอฟ (neuropeptide F, NPF) พบไดทั่วไปและจํานวนมากในระบบ
ประสาทของพวกสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด เชน ในพยาธิตัวแบน, Moniezia expansa 
(Maule et al., 1991) ปลาหมึกกลวย, Loligo vulgaris (Smart et al., 1991) และหอยฝาเดียว, 
Helix aspersa (Leung et al., 1994) มีโครงสรางคลายกับ PP family ของพวกสัตวมีกระดูกสันหลัง 
จึงเปนคลายกับ precursor ของ vertebrate PP family โดยบทบาทของ NPF ยังไมเปนที่แนชัด 
แตการที่พบไดทั่วไปในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง จึงบงบอกไดวานาจะมีบทบาทที่สําคัญในระบบ
ประสาทของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Maule, Halton and Shaw, 1995) 

2.2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.2.1 เปปไทดไทโรซีน-ไทโรซีน (Peptide YY, PYY) 

PYY พบครั้งแรกในลําไสหมู (porcine) โดย Tatemoto และ Mutt ในป 1978 ใน
ระหวางการแยกและทําใหบริสุทธิ์ฮอรโมนซีครีติน (secretin) (Tatemoto and Mutt, 1978) ตอมา
ในป 1980 จึงไดทําการศึกษาและทําใหบริสุทธิ์ โดยการสกัดเนื้อเย่ือลําไสเล็กสวนบนดวย 0.5 M 
acetic acid และนําไปจับกับ alginic acid โดยชะออกดวย 0.2 M HCl ตกตะกอนดวย NaCl  
อ่ิมตัว สกัดอีกครั้งดวย 66% ethanol นําไปแยกผาน gel filtration (Sephadex G-25) สกัดตอ
ดวย methanol เพื่อแยกสวนที่ละลายไดใน methanol ออกมา เมื่อนําไประเหย methanol ออก
แลวจึงนําไปแยกตอดวย ion exchange chromatography (CM-cellulose, CMC) นํามาแยก
ผาน CMC column อีกครั้ง กอนจะนําไปผาน gel filtration (Sephadex G-25), ion exchange 
(CMC) และ HPLC (Bondapak C-18) ตอไป และติดตาม PYY ในแตละแฟรกชั่นโดยใชวิธีทาง
เคมี โดยการตัดดวย thermolysin และวัดปริมาณของ isoleucine amide หรือ tyrosine amide ที่
หลุดออกมา พบวาเปนเปปไทดชนิดใหมและใชระบบตัวอักษรเดี่ยวตั้งชื่อเปนเปปไทด (Peptide, 
P) มีปลายอะมิโนเปนไทโรซีน (tyrosine, Y) และปลายคารบอกซีเปนไทโรซีนเอไมด (tyrosine 
amide, -Y-NH2) จึงเรียก PYY ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับของกรดอะมิโนที่
ปลายอะมิโนเปน Tyr-Pro-Ala-Lys-Pro-Glu-Ala-Pro-Gly และมีกรดอะมิโนทางปลายคารบอกซี
เปน Tyr-NH2 มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของซีครีตินในตับออนของแมว การฉีด porcine PYY ใน
ปริมาณ 5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จะลดการหลั่งของไบคารบอเนต (bicarbonate) ลงไปประมาณ 
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30% เมื่อเหนี่ยวนําโดยการใหซีครีตินในปริมาณ 0.2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และ PYY ยังมีผลตอ
การหดตัวของถุงน้ําดีของหนูตะเภา (guinea pig) เมื่อฉีดเขาไปในปริมาณ 0.5-5 ไมโครกรัมตอ
กิโลกรัมอีกดวย (Tatemoto and Mutt, 1980) 

ตอมาในป 1982 Tatemoto ไดแยก PYY ออกมาจากเนื้อเยื่อสวนบนของ 
ลําไสเล็กของหมูอีกครั้ง ดวย ion exchange chromatography (CM-cellulose), gel filtration 
chromatography (Sephadex G-25), ion exchange chromatography (CM-cellulose) และ 
RP-HPLC (µBondapak C18 ; mobile phase เปน 34% ethanol / 5 mM ammonium acetate / 
0.2% acetonitrile) ตามลําดับ และติดตาม PYY ในแตละแฟรกชั่นโดยใชวิธีทางเคมี โดยการหา
ปริมาณของ COOH-terminal amide หลังจากยอยดวย trypsin หรือ thermolysin แลว และหา 
tyrosine amide ที่หลุดออกมาในรูปของ fluorescent Dns derivative ดวย thin layer 
chromatography (TLC) บน polyamide layer ได PYY ที่มีความบริสุทธิ์สูงในปริมาณ 0.15  
นาโนกรัมตอกรัม เมื่อนํามาหาลําดับของกรดอะมิโนโดยการตัดดวย trypsin และ chymotrypsin 
พบวา PYY ที่ไดประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย และมีลําดับของกรดอะมิโนเปน 
YPAKPEAPGEDASPEELSRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2 และมีผลยับยั้งการหลั่ง 
ไบคารบอเนตและของเหลวจากตับออนและยับยั้งการหลั่งของโปรตีนที่ถูกกระตุนดวยซีครีตินเพียง
อยางเดียว หรือที่ถูกกระตุนดวยซีครีตินรวมกับ cholecystokinin ในแมวเมื่อใชในปริมาณ 10-100 
พิโคโมลตอกิโลกรัม (Tatemoto, 1982a) 

ในปเดียวกัน El-Salhy และคณะไดตรวจหาการกระจายของ PYY immunoreactive 
cell ในพวกสัตวมีปก domestic fowl โดยใชวิธีการ peroxidase-antiperoxidase (PAP) ดวย 
แอนติซีรัมจากกระตายตอ porcine PYY (No. 69D) (อัตราสวน 1 : 2,500) พบ PYY 
immunoreactive cell ในลําไสสวนดูโอดีนัม (duodenum) และเจจูนัม (jejunum) โดยไมพบใน
บริเวณที่เปนหลอดอาหาร (oesophagus), crop, proventriculus, gizzard ลําไสสวนอิเลียม 
(ileum), โคลอน (colon), เรคตัม (rectum) และ rectal caeca (El-Salhy et al., 1982) 

ในคน Lundberg และคณะพบ PYY จากตับออนและลําไสสวนโคลอน เมื่อศึกษา
ดวยวิธี indirect immunofluorescence โดยใช rabbit anti-PYY antiserum อัตราสวน 1 : 100 
และการฉีด porcine PYY เขาไปในหลอดเลือดแดง (superior mesentery) ของแมวในปริมาณ 
150 พิโคโมลตอกิโลกรัมตอนาที จะมีผลเพิ่มการบีบตัวของหลอดเลือดแดง ทําใหความดันหลอด
เลือดแดงเพิ่มข้ึน แตอัตราการเตนของหัวใจลดลง และมีผลยับยั้งการเคลื่อนไหวของลําไสสวน 
เจจูนัมและโคลอน พรอมกันนี้ยังไดมีการศึกษา PYY ในแมว หนูแรทและหนูตะเภา ดวยวิธีการ
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เดียวกันในบริเวณลําไสเล็ก ตับออน สมอง ปมประสาทซิมพาเทติก ตอมไทรอยด ตอมหมวกไต
และทอนําสเปรม ในแมวจะพบ PYY ในเซลลที่อยูในบริเวณลําไสสวนอิเลียมและโคลอน สวนใน
หนูแรทและหนูตะเภาพบเซลลที่มี PYY จํานวนมากอยูในบริเวณลําไสเล็กสวนโคลอนและเรคตัม 
และจะพบมากที่สุดในบริเวณไอสเลตสออฟแลงเกอฮานส (islets of Langerhans) ในตับออน โดย
ไมพบ immunoreactivity ในบริเวณสมอง ปมประสาทซิมพาเทติก ตอมใตสมอง ตอมไทรอยด 
ตอมหมวกไต ทอนําสเปรม กระเพาะและลําไสสวนดูโอดีนัม โดยจากวิธีการ RIA ของเนื้อเยื่อสวน
ตาง ๆ ของหนูแรทที่สกัดดวย 1 M acetic acid ที่อุณหภูมิ 95°C และนําไปแยกผาน SP-
Sephadex C-25 ion-exchange column ใน mobile phase เปน pyridine / formic acid พบวา
ในลําไสสวนดูโอดีนัมจะมี PYY ปริมาณนอยกวา 17 พิโคโมลตอกรัม เจจูนัมมีปริมาณนอยกวา  
40 พิโคโมลตอกรัม อิเลียมมีปริมาณ 68-378 พิโคโมลตอกรัม โคลอนมีปริมาณ 710-1,312  
พิโคโมลตอกรัม ตับออนมีปริมาณ 68-270 พิโคโมลตอกรัม สมองมีในปริมาณ  20 พิโคโมลตอ
กรัมและพลาสมามี PYY ในปริมาณนอยกวา 5 พิโคโมลตอกรัม (Lundberg et al., 1982) 

ตอมาในป 1988 Tatemoto และคณะไดแยก PYY จากลําไสสวนโคลอนของคน 
โดยการสกัดดวยน้ําเดือดและกรดอะซิติก และนําไปจับกับ alginic acid โดยชะออกดวย 0.2 M 
HCl ตกตะกอนดวย NaCl อ่ิมตัว นําไปแยกผาน gel filtration (Sephadex G-25), ion exchange 
(CM cellulose) และ RP-HPLC 3 ขั้นตอน (Chemosorb 5-ODS-H : mobile phase เปน ACN / 
0.1% TFA, ACN / 5 mM phosphate buffer pH 6.5 และ ACN / 0.1% TFA ตามลําดับ) 
ตรวจหา PYY โดยใชวิธีการทางเคมี และหาลําดับของกรดอะมิโนดวยวิธี Edman degradation ใน 
gas-phase sequencer พบวา PYY ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับของกรดอะมิโน
เปน YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2 ซึ่งจะแตกตางจากในหมู  
2 ตําแหนงคือ ตําแหนงที่ 3 (อะลานีนแทนที่ไอโซลิวซีน) และตําแหนงที่ 18 (ซีรีนแทนที่แอสปาราจีน) 
(Tatemoto et al., 1988) 

ในป 1986 Miyachi และคณะไดสกัด PYY จากทางเดินอาหารของหนูแรทดวย  
1 N acetic acid และหาปริมาณโดยใชวิธี RIA พบวาจากบริเวณทางเดินอาหารสวนดูโอดีนัมไป
ยังปลายของโคลอนของหนูแรทมีความเขมขนของ PYY เพิ่มข้ึน และที่บริเวณโคลอนมีความ 
เขมขนของ PYY 298.7-449.5 พิโคโมลตอกรัม ซึ่งมากกวาบริเวณดูโอดีนัมถึง 100-200 เทา สวน
บริเวณตอมใตสมองและตับออนมีความเขมขนของ PYY เปน 6.8 และ 6.3 พิโคโมลตอกรัม  
ความเขมขนของ PYY ที่เยื่อบุผิวกระเพาะอาหารชั้นมิวโคซาจะมากกวาเยื่อบุผิวชั้นกลามเนื้อใน 
ลําไสเล็กสวนโคลอน ซีคัมและเรคตัม (Miyachi et al., 1986) 
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ตอมาในป 1993 Wager-Page และคณะพบวาในหนูแรท PYY จะเพิ่มความดัน

เลือดเฉลี่ย (mean arterial pressure, MAP) และในขณะเดียวกันก็มีผลเพิ่มการเคลื่อนไหวของ
กระเพาะและลําไสดวย (Wager-Page et al., 1993) 

ในสุนัข Pappas, Debas และ Taylor พบวา PYY มีผลยับยั้งการหลั่งกรดใน
กระเพาะ (Pappas, Debas and Taylor, 1986) 

การศึกษา PYY ในปลากระดูกแข็ง daddy sculpin, Cottus corpius ในป 1987 
โดยการสกัดจากสวน islet organ (Brockmann bodies) ของปลา และแยกโดย gel filtration 
พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 5,000-6,000 ดาลตัน แยกตอไปโดยใช RP-HPLC 2 ข้ันตอน 
ดวย µBondapak alkylphenyl column ในระบบ mobile phase เปน 50 mM ammonium 
acetate / acetonitrile และ Brownlee Aquapore RP-300 column ในระบบ mobile phase เปน 
TFA / ACN / H2O จะได PP-like peptide ในปริมาณ 0.16 มิลลิกรัมตอกรัม ซึ่งเมื่อนําไปหาลําดับ
ของกรดอะมิโนโดย gas phase sequencer พบวา PP-like peptide นี้เปน sculpin pancreatic 
peptide YY หรือ sPY ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย และมีลําดับของกรดอะมิโนเปน 
YPPQPESPGGNASPEDWAKYHAAVRHYVNLITRQRY-NH2 (Cutfield, Carne and Cutfield, 
1987) 

ตอมาในป 1992 Jensen และ Conlon ไดศึกษา PYY ในปลากระดูกแข็งคือจาก
สมองและกระเพาะของปลาเทราท (trout), Oncorhynchus mykiss โดยการสกัดดวยกรด-
แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1, v/v) และผาน Sep-Pak C18 cartridge 10 อันตอกัน 
โดยชะสารออกดวย ACN : H2O : TFA (70 : 29.9 : 0.1, v/v/v) สําหรับสวนสมองของปลาเทราท
จะทําใหบริสุทธิ์โดยผาน RP-HPLC 4 ขั้นตอน (Vydac 218TP510 (C18), Vydac 214TP54 
(C4), Vydac 219TP5415 phenyl และ Vydac 218TP54 (C18) ; mobile phase เปน ACN / 
H2O / TFA) และสําหรับสวนกระเพาะของปลาเทราทจะทําใหบริสุทธิ์โดยผาน gel filtration 
(Biogel P-10) และ RP-HPLC 4 ข้ันตอน (Vydac 218TP54 (C18), Vydac 214TP54 (C4), 
Vydac 219TP5415 phenyl และ Vydac 218TP54 (C18) ; mobile phase เปน ACN / H2O / 
TFA) ติดตามสาร PYY โดยใชวิธี RIA ดวย antiserum 8999 ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับลําดับกรด 
อะมิโน 6 หนวยทางดานปลายคารบอกซีซึ่งเพิ่ม cystein เขาไปดวย (Cys-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-
Tyr-NH2) จะได PYY ที่บริสุทธิ์จากสวนสมองในปริมาณ 400 พิโคโมลตอ 77 กรัม และจาก
กระเพาะในปริมาณ 7 นาโนโมลตอ 1,090 กรัม นําไปหาโครงสรางปฐมภูมิโดย automated 
Edman degradation พบวามีโครงสรางเหมือนกันคือมีลําดับของกรดอะมิโนเปน YPPKPENPG-
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EDAPPEELAKYYIALRHYINLITRQRY-NH2 และยังเหมือนกับ PYY จากตับออนของ Coho 
salmon, Oncorhynchus kisutch ซึ่งเปนสปชีสที่ใกลเคียงกันอีกดวย (Jensen and Conlon, 
1992) 

ในพยาธิตัวกลม (roundworm), Ascaris suum ซึ่งอยูในลําไสเล็กของหมู 
Brownlee และคณะพบวา immunoreactivity ที่พบมากที่สุดในระบบประสาทสวนกลาง (CNS) 
คือ immunoreactivity ตอ PYY antisera โดยพบในเซลลและเสนใยประสาทใน ganglia ที่
เกี่ยวของกับ anterior nerve ring และใน main nerve cord และ commissure ของ main nerve 
cord เมื่อศึกษาทาง immunocytochemistry ดวยวิธี indirect immunofluorescence ซึ่งใช 
PYY301 antiserum ตอ synthetic peptide YY (PYY) ซึ่งจําเพาะตอ non-C-terminal อัตราสวน 
1 : 250 (Brownlee et al., 1993) 

ป 1994 Agungpriyono และคณะไดรายงานการศึกษาตําแหนงที่พบ PYY-
immunoreactive cell ในทางเดินอาหารของกระจง Lesser mouse deer, Tragulus javanicus 
ซึ่งเปน primitive ruminant ที่มีขนาดเล็กที่สุด โดยการยอมสีทาง immunohistochemistry ดวยวิธี 
avidin-biotin peroxidase และใชแอนติบอดีตอ PYY อัตราสวน 1 : 10,000 โดยพบมากใน 
ลําไสใหญสวนโคลอนและเรคตัม (Agungpriyono et al., 1994) 

2.2.2 นิวโรเปปไทดไทโรซีน (Neuropeptide Y, NPY) 

NPY พบครั้งแรกในสมองของหมู ในป 1982 ในการแยกเปปไทดจากสมอง โดย
สกัดดวยเมทานอลและแยกผาน gel filtration chromatoghaphy (Sephadex G-25), ion 
exchange chromatography (CM-cellulose) และ RP-HPLC (µBondapak C18 ; mobile 
phase เปน 40% ethanol / 5 mM ammonium acetate / 0.2% acetic acid และ µBondapak 
C18 ; mobile phase เปน TFA / H2O / ACN ) ตามลําดับ และติดตาม NPY จากแตละแฟรกชั่น
ดวยวิธีการทางเคมี โดยการหาปริมาณของ tyrosine amide ที่ปลอยออกมาหลังจากการยอยดวย 
trypsin หรือ thermolysin แลว พบวาเมื่อแยกผาน Sephadex G-25 และ CM-cellulose แลวจะ
สามารถแยก NPY ออกจากซีครีตินและ vasoactive intestinal peptide (VIP) ได และพีคที่ไดจาก 
RP-HPLC แสดง retention time ที่แตกตางกับ PYY และ PP (Tatemoto, Carlquist and Mutt, 
1982) และเมื่อใชวิธี dansyl Edman subtractive ในการหาลําดับของกรดอะมิโนของ NPY ที่ได 
จะไดโครงสรางปฐมภูมิประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับของกรดอะมิโนเปน YPSKPD-
NPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLIT-RQRY-NH2 ซึ่งคลายกับ PYY ที่แยกไดจากลําไสของหมู 
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70% และคลายกับ PP 50% จึงสรุปไดวา NPY, PYY และ PP จัดเปน peptide family กลุม
เดียวกัน และพบวา NPY ยังมีหนาที่ทางชีววิทยาในการยับยั้งการหลั่งสารในตับออนที่ถูกกระตุน
โดยซีครีตินไดเชนเดียวกับ PP และ PYY (Tatemoto, 1982b) 

ในคน (Homo sapiens) ป 1983 Adrian และคณะไดศึกษา NPY ในสมองคน 
ดวยแอนติบอดีตอ NPY ของหมู (porcine NPY) อัตราสวน 1 : 24,000 โดยใชวิธีการ RIA ในการ
หาปริมาณของ NPY ของสมองคนซึ่งสกัดใน 0.5 M acetic acid ที่เดือด พบ NPY ปริมาณมากใน
สมองสวน caudate, nucleus accumbens, amygdala, putamen และ hypothalamus ในความ
เขมขน 534.0, 305.0, 262.0, 243.0 และ 182.0 พิโคโมลตอกรัม ตามลําดับ และเมื่อแยกผาน 
RP-HPLC จะไดพคีเดียวเชนเดียวกับ NPY ของหมู แตไมไดอยูที่ตําแหนงเดียวกัน แสดงวามีความ
แตกตางเล็กนอยระหวาง NPY ของคนกับหมู และจากวิธีการทาง immunocytochemistry จะพบ 
NPY neuronal cell จํานวนมากโดยเฉพาะใน caudate และ putamen และจากการพบ NPY 
ปริมาณมากในสมอง NPY จึงนาจะเปนสารส่ือประสาทหรือนิวโรโมดูเลเตอรที่มีบทบาททาง 
สรีรวิทยาในระบบประสาทสวนกลาง (Adrian et al., 1983) 

นอกจากนี้ในปเดียวกัน Gu และคณะยังไดนําหัวใจสวนเอเตรียม (atrium) ซาย
และขวา, เวนตริเคิล (ventricle) ซายและขวา, simuatrial (S-A) node, atrioventricular (A-V) 
nodes, atrial และ ventricular septum, เนื้อเยื่อรอบ ๆ หลอดเลือดโคโรนารี่และสวน root ของ 
aorta มาศึกษาหาปริมาณของ NPY-like peptide จากเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ในหัวใจของคนโดยสกัด
ดวย acetic acid ที่เดือด และนําไปทํา RIA พบปริมาณสูงสุดเปน 22.1 ± 3.7 พิโคโมลตอกรัม ใน
บริเวณ A-V node และเนื้อเยื่อรอบ ๆ หลอดเลือดโคโรนารี่มีปริมาณสูงรองลงมาคือเปน 19.6 ± 6.2 
พิโคโมลตอกรัม สําหรับบริเวณอื่น ๆ ของหัวใจจะมี NPY-like peptide อยูในชวง 10-14 พิโคโมล
ตอกรัม การวิเคราะหสารสกัดดวย RP-HPLC (Bondapak C18 : mobile phase เปน TFA / H2O 
/ ACN) จะไดพีคเดียวของ NPY immunoreactive peptide ในตําแหนงเดียวกับของ NPY จาก
สมองคน และเมื่อหาการกระจายของ NPY-like immunoreactive nerves โดยใชวิธีการ 
immunofluorescence (ดวย porcine NPY antisera อัตราสวน 1 : 600) และ peroxidase 
antiperoxidase (PAP) staining (ดวย porcine NPY antisera อัตราสวน 1 : 4,000) จะพบ NPY-
like immunoreactive nerves จํานวนมากตลอดทั้งหัวใจ โดยสวนใหญจะอยูตามเสนใยกลามเนื้อ
หัวใจ (cardiac muscle fibres) ซึ่งจะมีมากในบริเวณของ S-A และ A-V nodes นอกจากนี้ยังพบ
มากในหลอดเลือดโคโรนารี่อีกดวย ดวยเหตุที่พบ NPY-like peptide ในปริมาณมากในหัวใจคนจึง
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นาจะเปนไปไดที่เปปไทดชนิดนี้จะเกี่ยวของในการควบคุมการหดตัวของกลามเนื้อหัวใจ 
(myocardial contractility) (Gu et al., 1983) 

ในปเดียวกัน Hokfelt และคณะไดรายงานการปรากฏรวมกันของ NPY-like 
peptide และ catacholamines (adrenaline) ในเซลลประสาทของสมองเด็กทารกสวนเมดัลลา-
ออบลองกาตา (medulla oblongata) ดวยวิธี indirect immunofluorescence histochemistry 
โดยใช rabbit anti-NPY antiserum อัตราสวน 1 : 100 จะพบเซลลและเสนใยประสาทของ NPY 
เปนจํานวนมากในเมดัลลาออบลองกาตาสวนลาง โดยเซลลจะมีขนาด 50 ไมครอน และการ
ปรากฏรวมกันของ NPY และ adrenaline ในระบบประสาทนอกสวนกลาง และเมื่อฉีด NPY เขา
ไปในหนูจะมีผลลดความดันเลือด ดังนั้น NPY-like peptide จึงนาจะทํางานรวมกับสารสื่อ
ประสาทหลักคือ adrenaline ในการลดความดันเลือด (Hokfelt et al., 1983) 

ในปเดียวกัน Lundberg และคณะไดนําเนื้อเยื่อระบบประสาทและระบบอื่น ๆ 
ของคนที่เสียชีวิตภายใน 36 ชั่วโมง มาศึกษาดวยวิธี indirect immunofluorescence โดยใช 
antiserum 102B ซึ่งสรางขึ้นอยางมีความจําเพาะตอ NPY สูง ในอัตราสวน 1 : 20,000 พบเซลลที่
มี NPY หนาแนนในระบบประสาทซิมพาเทติก pelvic plexus และมีใยประสาทมากมายบริเวณ 
traversing sensory neuron และพบที่หัวใจหองบนขวาและลางซาย โคโรนารี่อารเทอรี่ และ 
bronchial ganglia หลอดเลือดแดงเลี้ยงสมองสวนหนา หลอดเลือดแดงเลี้ยงตอมน้ําลาย หลอด
เลือดฝอยในทอไต (ureter) ยูรีทรา (urethra) กระเพาะปสสาวะ ชองคลอด (vagina) มดลูก 
(uterus) รังไข ตอมโพรสเตต (prostate gland) และทอนําสเปรม นอกจากนี้ยังพบเซลลที่มี NPY 
ในทางเดินอาหารที่กลามเนื้อเรียบของหลอดอาหาร กระเพาะ ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัม โคลอนและ
บริเวณ intestinal ganglionic plexus กระจายรอบ ๆ หลอดเลือด ภายใน lamina propia ของ
กระเพาะชั้นมิวโคซาและยังพบท่ีตอมไรทอในไอสเลตสออฟแลงเกอฮานสของตับออน และจาก  
วิธีการ RIA ของเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ของหนูแรทที่สกัดดวย 1 M acetic acid ที่อุณหภูมิ 95°C และ
นําไปแยกผาน SP-Sephadex C-25 ion-exchange column ใน mobile phase เปน  pyridine / 
formic acid พบวาเนื้อเยื่อบริเวณปมประสาทซิมพาเทติก (S1 sympathetic ganglion) ปม
ประสาทสตีลเลท (stellate ganglia) หลอดเลือดแดงเลี้ยงสมองสวนหนา (anterior cerebral 
artery) โคโรนารีอารเทอรี่ หัวใจหองบนขวาและขั้วปอดมี NPY ปริมาณ 392 ± 47, 395 ± 94,  
47 ± 11, 32 ± 14, 143 ± 33 และ 24 ± 4 พิโคโมลตอกรัม ตามลําดับ นอกจากนี้ยังไดศึกษาในหมู 
แมว และหนูตะเภาดวยวิธีการเดียวกัน พบวาในหมูจะมี NPY cell อยูที่ตอมอะดรีนัล ในทางเดิน
อาหารจะพบ NPY cell ในชั้นกลามเนื้อของหลอดอาหาร กระเพาะ ดูโอดีนัมและโคลอน 
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นอกจากนี้ยังพบ NPY cell จํานวนมากในปมประสาทและยังพบที่ตอมไรทอในไอสเลตสออฟ
แลงเกอ-ฮานสของตับ และจากเนื้อเยื่อบริเวณสมอง coeliac ganglion ปมประสาท สตีลเลท 
ตอมหมวก-ไต หัวใจหองบนขวา หลอดเลือดแดงเลี้ยงสมองสวนหนา มาม ดูโอดีนัม พบวามี NPY 
ปริมาณระหวาง 13-922 พิโคโมลตอกรัม สวนในแมวและหนูตะเภาพบเซลลที่มีสารคลาย NPY ที่
หัวใจหองบนขวาและหองลางซาย โดยในแมวจะพบ NPY จากเนื้อเยื่อปมประสาท ตอมหมวกไต 
หัวใจ หลอดเลือดแดงเลี้ยงสมองสวนหนา มาม หลอดเลือดแดงเลี้ยงตอมน้ําลาย หลอดเลือดแดง
เล้ียงปอด ตอมน้ําลายใตขากรรไกร ขั้วปอดและหลอดลม มี NPY ในปริมาณระหวาง 5-2,914 พิ
โคโมลตอกรัม สวนในหนูตะเภาพบวาเนื้อเยื่อบริเวณปมประสาทสตีลเลท หัวใจหองบนขวา มาม
และทอนําสเปรมมี NPY ปริมาณระหวาง 126-792 พิโคโมลตอกรัม (Lundberg et al., 1983) 

ตอมาในป 1984 Dawbarn, Hunt และ Emson ไดนําเนื้อเยื่อสมองของคนที่ 
เสียชีวิตภายใน 36 ชั่วโมง มาศึกษาตําแหนงและปริมาณของสารคลาย NPY โดยใชวิธีการทาง 
immunohistochemistry ในการหาตําแหนงของเซลลที่มีสารคลาย NPY ดวย rabbit anti-NPY 
antiserum อัตราสวน 1 : 1,000 และตรวจหาตําแหนงดวยวิธี PAP จะพบเซลลที่มีสารคลาย NPY 
ในบริเวณ cortex และ striatum โดยตัวเซลลมีขนาด 20 ไมครอน และเมื่อนําสมองสวนตาง ๆ มา
สกัดสารคลาย NPY ออกจากเนื้อเยื่อดวย 1 M acetic acid ที่เดือด นําไปแยกผาน gel filtration 
(Sephadex G50) และ RP-HPLC (µBondapak C18 : mobile phase เปน ACN / H2O) และ
นํามาหาปริมาณของสารคลาย NPY ที่ไดดวยวิธี RIA พบวามีในปริมาณ 1.4-38.1  
พิโคโมลตอกรัม โดยมีมากในสวน Brodmann area, amygdala, hippocampus และ caudate 
nucleus ตามลําดับ (Dawbarn, Hunt and Emson, 1984) 

ตอมาในป 1993 Shaw และคณะไดใช antiserum 161 ที่สรางขึ้นเพื่อจับกับ
ปลายคารบอกซีของ NPY (กรดอะมิโน 10 หนวย) ซึ่งไมเกิดปฎิกิริยาขามกับ PP ในการศึกษา 
NPY ในเซลลมะเร็งในคน โดยสกัดดวย ethanol : 0.7 M HCl (3 : 1) และหาปริมาณของ NPY 
โดยวิธี RIA แยก NPY โดยใช RP-HPLC 3 ขั้นตอน (Partisil 2  ODS-3, Supelcosil LC 308 และ 
Vydac 208TP54 : mobile phase เปน TFA / H2O / ACN) ได NPY ประมาณ 600 พิโคโมลตอ 
0.1 กรัม หาลําดับของกรดอะมิโนดวย mass spectroscopy ที่ใช BioIon 20 K plasma 
desorption time-of-flight พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเปน 4,270 ดาลตัน จาก gas-phase 
sequencing ไดโครงสรางปฐมภูมิเปน YPSKPDNPGEDAPAEDMARYYSALRHYINLITRQRY-
NH2 (Shaw et al., 1983) 
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ในสมองหนูแรท (Rat), Rattus norvegicus Allen และคณะไดศึกษาตําแหนง

และปริมาณของ NPY และ PP-like immunoreactivity โดยใชวิธีทาง immunocytochemistry 
และ RIA ดวยการสกัดดวย 0.5 M acetic acid จะพบ immunoreactive cell body และ fiber ใน
บริเวณ cortex, limbic และ hypothalamus เปนสวนใหญ และมี NPY ในปริมาณมากกวา 
เปปไทดอ่ืน ๆ ที่พบในสมองของสัตวเล้ียงลูกดวยนม คือมีอยูในปริมาณระหวาง 27-980 พิโคโมล
ตอกรัม เมื่อแยกสารสกัดผานคอลัมนโดยใช RP-HPLC และนํามาตรวจหาโดยใชวิธีการ RIA พบ 
NPY-immunoreactivity แตไมพบ aPP-immunoreactivity และจากวิธีการ double immunostaining 
จะพบทั้ง NPY และ aPP-like immunoreactivity อยูในเซลลเดียวกัน (Allen et al., 1983) 

ในปเดียวกันนี้ Stjernquist และคณะไดทําการศึกษาหาตําแหนงของ NPY ใน 
หนูแรท โดยนําทออวัยวะสืบพันธุของหนูเพศเมียในบริเวณ uterine horn, cervix, fallopian tube 
และรังไข ยอมโดยใชวิธี indirect immunofluorescence พบกลุมเสนใยประสาทที่มีสารคลาย 
NPY ทั่วไปใน uterine horn และ cervix, fallopian tube และรังไข โดยพบเสนใยประสาทมาก
ที่สุดที่บริเวณ cervix และยังไดรายงานวา NPY มีผลตอการหดตัวของกลามเนื้อเรียบปากมดลูก
ของหนูแรทในหลอดทดลอง (Stjernquist et al., 1983) 

และตอมาในป 1993 Wager-page และคณะยังพบวา NPY มีผลในการเพิ่มการ
เคลื่อนไหวของลาํไสเล็กสวนดูโอดีนัมและลําไสใหญสวนโคลอนในหนู (Wager-page et al., 1993) 

ในป 1988 Bjenming และ Holmgren ไดรายงานถึงตําแหนงที่พบสารคลาย 
เปปไทด NPY ในพวกปลากระดูกออน ไดแก ปลากระเบน 4 สปชี่สดวยกัน ไดแก thornback ray 
(Raja clavata), painted ray (Raja microocellata), spotted ray (Raja montagui) และ 
Cockoo ray (Raja naevus) และในพวกปลากระดูกแข็ง ไดแก carp (Cyprinus carpio) และ 
Atlantic cod (Gadus marhua) โดยนํากระเพาะ ลําไสและเรคตัม มาทําใหคงสภาพใน 
parabenso-quinone และยอมโดยใชวิธี indirect immunoperoxidase ดวย rabbit anti-porcine 
NPY antiserum อัตราสวน 1 : 200 จะพบเซลลประสาทของ NPY บริเวณกระเพาะ ลําไสและ 
เรคตัมใน R. clavata, R. microocellata และ R. naevus สําหรับ R. montagui ไมพบเซลล
ประสาทของ NPY ในบริเวณลําไส ซึ่งตรงขามกับใน G. morhua ที่พบเซลลประสาทของ NPY 
เฉพาะในสวนของลําไสเทานั้น สําหรับใน C. carpio พบเซลลประสาทของ NPY ในบริเวณลําไส
และเรคตัม โดยไมมีการตรวจพบในกระเพาะ (Bjenming and Holmgren, 1988) 
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ตอมาในป 1991 ไดมีรายงานการศึกษา NPY ในปลากระดูกออน (Class 

Chondrichthyes) คือ ปลา small-spotted dogfish, Scyliorhinus canicula โดยสกัด NPY-
related peptide จากตับออนดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3: 1 v/v) นําไปผาน 
SepPak C18 cartridge ที่ตอกัน 3 อัน เปปไทดจะถูกชะออกมาที่ 70% acetonitrile และนําไปทํา
ใหบริสุทธิ์ผานกระบวนการ RP-HPLC 3 ขั้นตอน คือ ผานคอลัมน Vydac 218TP510 C18, 
Ultrapore C3 และ Vydac 214TP54 C4 (mobile phase เปน ACN / H2O / TFA) และตรวจหา 
NPY-related peptide ดวยวิธี RIA ดวย antiserum PP221 ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับ synthetic  
C-terminal hexapeptide ของ human PP (Leu-Thr-Arg-Pro-Arg-Tyr-NH2) จะได NPY-related 
peptide ในปริมาณ 16 นาโนโมลตอกรัม เมื่อนํามาวิเคราะหโครงสรางปฐมภูมิดวย automated 
Edman degradation พบวาประกอบดวยการเรียงตัวของกรดอะมิโน 36 หนวย คือ YPPKPEN-
PGEDAPPEELAKYYSALRHYINLITRQRY-NH2 และเมื่อฉีด NPY ที่ปริมาณ 0.5-4 นาโนโมล 
เขาที่ celiac artery พบวามีผลเพิ่มความดันหลอดเลือดแดง (Conlon, Balasubramaniam and 
Hazon, 1991) 

นอกจากนี้ในปเดียวกัน Conlon และคณะยังไดรายงานการพบ peptide 
methionine-tyrosine (PMY) ซึ่งมีปลายอะมิโนเปน methionine และปลายคารบอกซีเปน 
tyrosine ในลําไสเล็กของปลาปากกลมทะเล (lamprey) Petromyzon marinus (Class 
Cyclostomata) ซึ่งมีความเหมือนกับ pig NPY ในลําดับของกรดอะมิโน 64% ซึ่งมากกวา pig 
PYY (61%) และ pig PP (42%) โดยสกัด PMY ดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1 v/v) 
นําไปผาน SepPak C18 cartridge ที่ตอกัน 12 อัน เปปไทดจะถูกชะออกมาที่ 70% acetonitrile 
และนําไปทําใหบริสุทธิ์โดยผานกระบวนการ gel permeation chromatography (Sephacryl  
S-100 column) RP-HPLC 3 ข้ันตอน คือ ผานคอลัมน Vydac 218TP510 C18, Ultrapore C3 
และ Vydac 214TP54 C4 (mobile phase เปน ACN / H2O / TFA) และตรวจหา PMY ดวยวิธี 
RIA ดวย antiserum PP221 ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับ synthetic C-terminal hexapeptide ของ 
human PP (Leu-Thr-Arg-Pro-Arg-Tyr-NH2) จะได PMY ในปริมาณ 26 นาโนโมลตอ 164 กรัม 
เมื่อนํามาวิเคราะหโครงสรางปฐมภูมิดวย automated Edman degradation พบวาประกอบดวย
การเรียงตัวของกรดอะมิโน  36 หนวย  คือ  MPPKPDNPSPDASPEELSKYMLAVRNYINLIT-
RQRY-NH2 (Conlon et al., 1991) 

ตอมาในป 1992 Jensen และ Conlon ไดศึกษา NPY จากสมองของปลา 
แอตแลนติกคอด (Atlantic cod), Gadus morhua และปลาเทราท (trout), Oncorhynchus 
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mykiss โดยการสกัดดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1, v/v) และผาน Sep-
Pak C18 cartridge 10 อันตอกัน โดยชะสารออกดวย ACN : H2O : TFA (70 : 29.9 : 0.1, v/v/v) 
ทําใหบริสุทธิ์ โดยผาน RP-HPLC 4 ขั้นตอน (Vydac 218TP510 (C18), Vydac 214TP54 (C4), 
Vydac 219TP5415 phenyl และ Vydac 218TP54 (C18) ; mobile phase เปน ACN / H2O / 
TFA) ติดตามสาร NPY โดยใชวิธี RIA ดวย antiserum 8999 จะได NPY ที่บริสุทธิ์จากสมองของ 
G. morhua ในปริมาณ 4 นาโนโมลตอ 250 กรัม และจากสมองของ O. mykiss ในปริมาณ  
250 พิโคโมลตอ 77 กรัม นําไปหาโครงสรางปฐมภูมิโดย automated Edman degradation พบวา 
cod NPY มีลําดับของกรดอะมิโนเปน YPIKPENPGEDAPADELAKYYSALRHYINLITRQRY-
NH2 ซึ่งแตกตางกับลําดับของกรดอะมิโนของ trout NPY 4 ตําแหนง คือ Ile ในตําแหนงที่ 3 
เปลี่ยนเปน Val, Ala ในตําแหนงที่ 14 เปลี่ยนเปน Thr, Asp ในตําแหนงที่ 15 เปลี่ยนเปน Glu และ 
Ser ในตําแหนงที่ 22 เปลี่ยนเปน Thr (Jensen and Conlon, 1992) 

ตอมาในป 1997 ไดมีรายงานการศึกษาการกระจายของ NPY ในสมองปลา
กระดูกแข็ง bichir, Polypterus senegalus โดยใชวิธีการ streptavidin-biotin peroxidase 
complex โดยใช rabbit anti-porcine NPY antiserum ในอัตราสวน 1 : 3,000 พบเซลลประสาท
ที่มี NPY หนาแนนมากที่สุดที่ diencephalon บริเวณ ventral hypothalamus, thalamic 
nucleus, periventricular preoptic nucleus นอกจากนี้ยังพบในบริเวณ pallial zone ของ 
telencephalon บริเวณ tegmentum ของ mesencephalon และบริเวณ intermedioventralis 
ของ rhombencephalon และพบเสนใยประสาทที่มี NPY อยางหนาแนนใน ventral 
telencephalon, hypothalamus และ ventrolateral area ของ rhombencephalon สวนใน 
ตอมใตสมอง (hypophysis) พบเสนใยประสาทที่มี NPY immunoreactivity มาก แตในสวน 
neural lobe พบ NPY immunoreactivity นอย (Chiba, 1997) 

ในพวกครัสตาเชียน (Class Crustacea) ในป 1996 Honma และคณะ พบสาร
คลาย NPY ในสมองปู Chiromantes haematocheir เมื่อนําสวนหัวจนถึงสวนอก (cephalo-
thorax) และสวนทอง (abdomen) มาตรวจหาดวยวิธี streptavidin-biotin peroxidase complex 
โดยใช rabbit anti-synthetic porcine NPY antiserum ในอัตราสวน 1 : 3,000 พบกลุมเซลลที่มี
สารคลาย NPY ทั่วไปในสมองปู บริเวณ cephalic ganglion และ neuropile และพบเสนใย
ประสาทบริเวณ protocerebrum, deutocerebrum และ tritocerebrum (Honma et al., 1996) 

จากการศึกษาของบราวนลีและคณะพบ immunoreactivity ของ NPY โดยใช 
RPN1702 antiserum ตอ synthetic porcine neuropeptide Y (NPY) อัตราสวน 1 : 400 ใน 
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ventral และ lateral nerve cords ของพยาธิตัวกลมในหมู, Ascaris suum (Brownlee et al., 
1993) 

2.2.3 แพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (Pancreatic Polypeptide, PP) 

แพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (PP) พบคร้ังแรกโดย Kimmel, Pollock and 
Hazelwood ในป 1968 ในระหวางการแยกสกัดอินซูลินจากตับออนของไก, Gallus gallus 
domesticus โดยสกัดสารจากตับออนดวย acidified ethanol (water : 95% ethanol : H2SO4, 
155 : 825 : 206 v/v/v) และแยกสารสกัดโดยใชวิธี gel filtration chromatography (Sephadex 
G-50), displacement chromatography (DEAE-cellulose) และ crystallization ตามลําดับ 
และตรวจหา PP โดยวิธี RIA สามารถแยก avian PP (aPP) ไดจากขั้นตอน displacement 
chromatography aPP ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล 4,240 ดาลตัน มีคา isoelectric point อยูระหวาง 
6-7 ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย และลําดับของกรดอะมิโนเปน GPSQPTYPGDDAPV-
EDLIRFYDNLQQYLNVVTRHRY-NH2 และมี aPP อยูในตับออนไกในปริมาณ 4 มิลลิกรัมตอ 
100 กรัม มีผลทางกายภาพเมื่อใชในปริมาณเปนมิลลิกรัม โดยทําใหเกิดการเพิ่มการหลั่งกรด
และเปปซินของกระเพาะ (Kimmel, Hayden and Pollock, 1975) 

ในป 1979 Gersell, Gingerich และ Greider ศึกษาปริมาณและการกระจายใน
ระดับเซลลของ PP ในตับออนของคนและสุนัข (canine) โดยสกัดสารจากตับออนโดยใช acidified 
alcohol และตรวจหาโดยใชวิธี RIA, immunoperoxidase localization และ cell quantitation 
ดวยแอนติบอดีตอ PP ของวัว (bovine PP, bPP) อัตราสวน 1 : 500 พบวา ปริมาณของ PP สูงสุด
ที่ตับออนสวนหนาทั้งในคนและสุนัข โดยมีปริมาณเฉลี่ยเปน 119.9 และ 118.48 ไมโครกรัมตอ
กรัม ตามลําดับ สําหรับตับออนสวนกลางปริมาณเฉลี่ยเปน 6.5 และ 18.02 ไมโครกรัมตอกรัม 
และสวนหลังเปน 9.7 และ 14.02 ตามลําดับ และพบ F-cell ในคนอยูที่บริเวณขอบของไอสเลตส 
(periphery of the islets) และมีบางเซลลกระจายอยูตลอดทั้งทอ (ducts) และตอมมีทอ (acini) 
สวนในสุนัขจะพบ F-cell อยูในบริเวณทอ ตอมมีทอและไอสเลตส (Gersell, Gingerich and 
Greider, 1979) 
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ในป 1997 Okita และคณะพบวาการหลั่งของ PP ในสุนัขถูกควบคุมโดยระดับ 

น้ําตาลในเลือดและอาหารที่รับประทานเขาไปโดยมีกลไกของเสนประสาทวากัส-โคลิเนอจิก 
(vagus-cholinergic nerve) เปนตัวควบคุมที่สําคัญโดยเฉพาะชวงการหลั่ง PP ในระยะเซฟาลิค
เฟส (cephalic phase) (Okita et al., 1997) 

ตอมาในป 1984 Schwartz และคณะสกัดตับออนของคนดวยกรด-แอลกอฮอล 
ความเขมขน 68% (0.1 mol HCl / 1 L ethanol) แยกดวย gel filtration (Bio-Gel P-30) และ ion 
exchange (DEAE Sephadex) ทําใหบริสุทธิ์ตอดวยกระบวนการ RP-HPLC (Nucleosil 10 C18; 
mobile phase เปน 0.1% TFA / H2O / ACN) ตรวจหา PP ดวยวิธี polyacrylamide slab gel 
electrophoresis หาลําดับของกรดอะมิโนโดยใช Beckman 890C spinning cup sequencer 
พบวามีลําดับของกรดอะมิโนเปน APLEPVYPGDNATPEQMAQYAADLRRYINMLTRPRY-NH2 
(Schwartz et al., 1984) 

ในป 1992 Lukinius และคณะไดศึกษา PP ในตัวออนคนที่กําลังพัฒนาขณะ 
ตั้งครรภที่ไดทําใหแทงอยางถูกตองตามกฏหมายโดยใชสารพรอสตาแกลนดิน (prostaglandin) 
แลวนําเนื้อเยื่อตับออนขนาด 1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มาทําอิมมูโนโกลดเลเบลลิงแบบการติดฉลาก
ซอน (double labelling) โดยใช rabbit anti-PP antiserum (polyclonal) อัตราสวน 1 : 1,000  
พบวาตับออนของตัวออนคนอายุ 14 สัปดาห สามารถสรางฮอรโมนไดทั้งอินซูลิน กลูคากอน  
โซมาโตสแตติน และ PP โดยเก็บสะสมภายในเซลลเดียวกันและภายในแกรนูลเดียวกันของเซลล
ตอมไรทอในตับออน แกรนูลจะเปน polyhormonal granule เมื่ออายุของทารกเพิ่มข้ึน เซลลของ
ตอมไรทอจะเติบโตขึ้น โดยจะพบเซลลที่สรางฮอรโมนชนิดเดียวคือเซลลที่มี PP กอน ตอมาพบ
เซลลที่มีโซมาโตสแตติน สวนเซลลที่มีอินซูลินและกลูคากอนจะพบตอนหลังจากทารกเกิดแลว  
ดังนั้นจึงเชื่อวาเซลลของตอมไรทอในตับออนทารกสามารถสังเคราะหฮอรโมนหลักในไอสเลตส-
ออฟแลงเกอฮานสและเปปไทดหลายชนิดเก็บสะสมไวในแกรนูลเดียวกัน สําหรับทารกอายุ 14 
สัปดาหจะพบเซลลที่มี PP ซึ่งบรรจุดวยแกรนูลที่มี PP เปน mature granule กระจายอยูขอบ ๆ 
ไอสเลตสของตับออน แกรนูลมีลักษณะทรงกลมใสและขนาดเทา ๆ กัน แกรนูลมีขนาดเฉลี่ย  
140 ± 60 นาโนเมตร นอกจากนั้นยังไดมีการศึกษา PP ในตัวออนหมูที่กําลังพัฒนาในครรภดวย 
วิธีการเดียวกัน พบฮอรโมนอินซูลิน กลูคากอน โซมาโตสแตติน และ PP ภายในแกรนูลเดียวกัน
ของเซลลของตอมไรทอในตับออนของตัวออนของหมูอายุ 50-90 วัน จัดเปน polyhormonal 
granule เมื่ออายุของตัวออนเพิ่มข้ึนและเซลลของตอมไรทอเติบโตขึ้นพบวา polyhormonal 
granule จะคอย ๆ หายไปในตัวออนของหมูอายุ 70 วัน (Lukinius et al., 1992) 
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ตอมาในป 1994 Chen และคณะไดศึกษา PP จากทางเดินอาหารของหมูอายุ 

3 เดือน โดยศึกษาในบริเวณกระเพาะอาหารสวนแอนโทรไพรอลิค (antropyloric stomach) ลําไสเล็ก
สวนดูโอดีนัม เจจูนัม อิเลียม ลําไสใหญสวนโคลอน และตับออน ใช rabbit anti-synthetic human 
PP antiserum ที่สังเคราะหข้ึน ในอัตราสวน 1 : 1,800 พบเซลลที่มี PP ที่เยื่อบุผิวชั้นมิวโคซาของ
กระเพาะอาหารสวนแอนโทรไพลอรัส เยื่อบุผิวชั้นมิวโคซาของลําใสใหญสวนโคลอน ลําไสสวน 
ดูโอดีนัม ตอมบรูนเนอร (Brunner’s gland) ที่ลําไสเล็ก และตับออนพบ PP มากที่สุด แตไมพบ
เซลลที่มี PP ที่ลําไสเล็กสวนเจจูนัมและอิเลียม (Chen et al., 1994) 

ในป 1982 El-Salhy และคณะไดศึกษาตําแหนงของ PP-immunoreactive cell 
ในทางเดินอาหารของ domestic fowl โดยใชวิธีการ PAP ดวย rabbit antiserum ตอ avian PP 
(อัตราสวน 1 : 8,000) พบ PP-immunoreactive cell มากใน ลําไสสวนเจจูนัม, ดูโอดีนัม, อิเลียม
และโคลอน ตามลําดับ โดยไมพบในบริเวณหลอดอาหาร, crop, proventriculus, gizzard, เรคตัม 
และ rectal caeca (El-Salhy et al., 1982) 

ในแกะ ป 1984 Calingasan และคณะ ไดรายงานการศึกษาตําแหนงที่พบ PP ที่
เซลลของตอมไรทอในทางเดินอาหาร โดยนําทางเดินอาหารและตับออนของแกะมายอมโดยใชวิธี 
PAP ดวย rabbit anti-bovine PP antiserum อัตราสวน 1 : 5,000 พบเซลลที่มี PP ที่บริเวณ 
ดูโอดีนัม เจจูนัม อิเลียม ซีคัม โคลอน เรคตัม โดยบริเวณลําไสเล็กและลําไสใหญจะมีเซลล PP ที่มี
ลักษณะเปนรูปไขหรือปรามิด สวนในตับออนจะเดนชัดและเปนจํานวนมากในตอมไรทอ แตใน
ตอมมีทอ จะพบคอนขางนอยและเซลลจะอยูอยางกระจัดกระจายอยูดานในของทอในตับออน 
โดยเซลลที่อยูนอกไอสเลตสอาจอยูเดี่ยวหรืออยูเปนกลุม (Calingasan et al., 1984) 

ในป 1984 Kimmel และคณะไดแยก PP จากตับออนของหนูแรท, Rattus 
norvegicus โดยการสกดัตับออนสวน ventral lobe หรือ duodenal lobe ซึ่งมีเซลล PP มากที่สุด 
ดวยสารละลายกรด-แอลกอฮอล และแยกดวยวิธี gel filtration chromatography (Sephadex  
G-50), ion-exchange chromatography (DEAE-cellulose) และ RP-HPLC (Zorbax TMS ; 
mobile phase เปน TFA / 2-methoxyethanol / H2O / ACN, และ Vydac C-18 ; mobile phase 
เปน TFA / H2O / ACN ตามลําดับ) ตามลําดับ และติดตาม PP ดวย RIA โดยใชแอนติบอดีตอ 
เปปไทด 6 หนวยจากปลายคารบอกซีของ bPP ได rat PP (rPP) ในปริมาณ 2 มิลลิกรัมตอกโิลกรัม 
และพบวา rPP ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย เมื่อนํามาหาลําดับของกรดอะมิโนดวยวิธี 
Edman degradation จะไดลําดับของกรดอะมิโนเปน APLEPMYPGDYATHEQRAQYETQLR-
RYINTLTRPRY-NH2 และ methionine หนวยเดียวในสายของเปปไทดจะเกิด oxidize เปน 
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methionine sulfoxide ไดงาย ซึ่งจะทําใหเกิดพีคของ PP เปน 2 พีค ในการแยกดวย RP-HPLC 
และเปปไทดตามธรรมชาติสามารถถูก reduce ไดดวย mercaptoethanol (Kimmel et al., 1984) 

ตอมาในป 1995 Elayat, El-Naggar และ Tahir ไดศึกษาตําแหนงที่พบ PP ใน
ตับออนของหนูแรท ดวยวิธี avidin-biotin complex โดยใช rabbit anti-human PP antiserum 
(ความเขมขน 1 : 5,000) พบเซลลที่มี PP อยูอยางกระจัดกระจายในตอมไรทอของตบัออน โดยใน
ตับออนบริเวณดูโอดีนัมสวนลางจะพบ PP cell ที่มีเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสขนาด  
6.297 ± 0.14 ไมโครเมตร จํานวน 1,679 ± 168 เซลลตอไอสเลตส ที่บริเวณดูโอดีนัมสวนบนพบ 
PP cell ที่มีเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสขนาด 6.182 ± 0.10 ไมโครเมตร จํานวน 143 ± 20 
เซลลตอไอสเลตส ที่บริเวณกระเพาะจะพบ PP cell มีเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสขนาด 
6.341 ± 0.15 ไมโครเมตร จํานวน 435 ± 32 เซลลตอไอสเลตส และสวนที่บริเวณมามจะพบ PP 
cell มีเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสขนาด 6.389 ± 0.12 ไมโครเมตร จํานวน 405 ± 30 เซลล
ตอไอสเลตส (Elayat, El-Naggar and Tahir, 1995) 

จากการศึกษาของ Murphy และคณะในป 1981 พบวา hPP1-36 มีผลลดระดับ
ของอินซูลินในหนูแรท (Murphy et al., 1981) และตอมาในป 1993 McTigue, Edwards และ 
Rogers พบวา PP มีผลตอการเพิ่มการหลั่งกรดไฮโดรคลอริกและการเคลื่อนไหวของกระเพาะสวน
แอนทรัม (antrum) ของหนูแรท (McTigue, Edwards and Rogers, 1993) และในปเดียวกัน 
Wager-Page และคณะยังพบวา PP มีผลเพิ่มความดันภายในลูเมน (lumen) ของลําไสเล็กและ 
ลําไสใหญในหนูแรท (Wager-Page et al., 1993) 

ในป 1986 Rombout และคณะไดศึกษาตําแหนงที่พบและการปรากฏรวมของ 
PP และ FMRFamide ในตับออนและทางเดินอาหารของหนูเมาส (mouse) และปลากระดูกแข็ง 
Barbus conchonius โดยใชวิธี PAP ดวย guinea pig anti-bovine PP antiserum อัตราสวน  
1 : 2,000, guinea pig anti-porcine PP antiserum อัตราสวน 1 : 800 และ guinea pig anti-
FMRFamide antiserum อัตราสวน 1 : 2,000 พบการปรากฏรวมของ PP และ FMRFamide ใน
ตับออนของหนูและปลา (Rombout et al., 1986) และตอมาในปเดียวกัน Rombout, Bol และ 
Taverne-Thiele ไดศึกษาเพิ่มเติมในปลาชนิดเดียวกัน โดยเปลี่ยนไปใชวิธี protein A-gold ใช
อนุภาคทองขนาด 7 นาโนเมตร (white phosphorus) และอนุภาคทองขนาด 12 นาโนเมตร 
(sodium ascorbate) และตรวจดูผลดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบแกรนูลที่มี PP ขนาด 174 
นาโนเมตร (Rombout, Bol and Taverne-Thiele, 1986) 
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ในพวกปลากระดูกแข็ง (Class Osteichthyed) ป 1986 Carrillo และคณะได

ศึกษาตําแหนงที่พบ PP ในตับออนของปลากะพงทะเล (seabass) Dicentrarchus labrax โดยใช
วิธี PAP ดวย rabbit anti-bovine PP antiserum อัตราสวน 1 : 2,000 พบ bPP cell ที่
ประกอบดวยแกรนูลซึ่งมีความทึบของแสงอิเล็กตรอนตาง ๆ กัน เปนจํานวนมากกระจายทั่วไปในไซ
โตพลาซึมของเซลลในตอมไรทอของตับออน โดยจะมีการเรียงตัวเปน insulin cell และ 
somatostatin cell รวมอยูตรงกลางและ glucagon cell และ PP cell ที่ชั้นรอบนอก (Carrillo et 
al., 1986) 

ในป 1997 ไดมีรายงานการศึกษาถึงตําแหนงที่พบ PP ในปลากระดูกแข็งพวก
ปลาตัวแบน turbot, Scophthalmus maximus โดยนําทางเดินอาหารและทั้งตัวของตัวออน 
(larvae) ชวงตนพัฒนาการในระยะตาง ๆ มายอมดวยเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสซีน โดยใช rabbit 
anti-salmon PP antiserum อัตราสวน 1 : 700 และ rabbit anti-bPP antiserum อัตราสวน 1 : 500 
พบเซลลที่มี bPP (bovine PP) และ sPP (salmon PP) ในตัวออนปลาระยะที่ 3 อายุ 8-10 วัน 
ระยะที่ 4 อายุ 11-15 วัน และ ระยะที่ 5 อายุ 17-20 วัน นอกจากนี้ยังพบเซลลและเสนใยประสาท
ที่มี sPP บริเวณตอมไรทอในลําไสเล็กระยะที่ 5 อายุ 24 วัน และ ระยะที่ 6 อายุ 41 วัน โดยตรวจ
ไมพบเซลล bPP และ sPP ในระยะที่ 1 อายุ 1-4 วัน และระยะที่ 2 อายุ 5-7 วัน โดยเฉพาะบริเวณ
กระเพาะของตัวออนปลา S. maximus ตรวจไมพบปฏิกิริยาทางอิมมูโนตอ bPP และ sPP ในทุก
ชวงระยะเวลาของพัฒนาการ (Reinecke, Muller and Segner, 1997) 

ในสิ่งมีชีวิตจําพวกสัตวปก (Class Aves) Langslow, Kimmel และ Pollock ได
สกัด PP จาก  ตับออนของสัตวปก 7 สปชีส คือ แมไก (domestic chicken) นกพิราบ (pigeon) 
หาน (domestic goose) เปด (domestic duck) นกปากเปด (roseate spoonbill, Ajoia ajaija) 
นกเคาแมว (great horned owl, Bufo virginianus) และ นกเหยี่ยวหางแดง (immature red-
tailed hawk, Buteo jamaicensis) ดวยกรด-แอลกอฮอล และหาปริมาณของ PP โดยใชวิธี RIA 
ดวย guinea pig anti-aPP serum อัตราสวน 1 : 100 พบวามี aPP อยูในปริมาณ 4.60, 0.54, 
4.23, 5.78, 5.05, 2.23 และ 6.28 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม ตามลําดับ นอกจากนี้ยังไดศึกษาใน
สิ่งมีชีวิตจําพวกสัตวเลื้อยคลาน (Class Reptilia) 2 สปชีส คือ เตา, Pseudemysscripta elegans 
และจระเข, Caiman sclerops ดวยวิธีการเดียวกัน พบวาในตับออนมี aPP อยูในปริมาณ 1.30 
และ 11.40 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม ตามลําดับ (Langslow, Kimmel and Pollock, 1973) 

ตอมาในป 1974 ไดมีการศึกษาถึงตําแหนงและลักษณะเซลลที่มี PP ในตับออน
ของไกใช rabbit anti- aPP antiserum อัตราสวน 1 : 20 หรือ 1 : 5 พบเซลลที่มี PP จํานวนมาก
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กระจายอยูในเยื่อพาเรนไคมาของตอมมีทอในตับออนของไก และพบแกรนูลที่มี PP อยูจํานวน
มากในไซโตพลาซึมของเยื่อพาเรนไคมาของตอมมีทอในตับออน เซลลที่มี PP มีลักษณะหลายเหลีย่ม 
หรือแหลมหัวแหลมทาย พบเซลลที่มี aPP มากสุดในตับออนไกหลังจากฟกออกจากไข 1 วัน และ
ยังไดรายงานวาบทบาทของ aPP ในไกที่ทําใหจัดเปนฮอรโมนจากตับออนคือ 1) ไหลเวียนใน
กระแสโลหิตที่ความเขมขนตาง ๆ ภายหลังการทานอาหาร 2) มีอิทธิพลกับกิจกรรมทางดาน 
ชีวภาพ 3) หลั่งจากเซลลตอมไรทอ และ 4) เก็บสะสมที่แกรนูลในไซโตพลาซึม (Larsson et al., 
1974) 

ในสัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา (Class Amphibia) ป 1988 Pollock และคณะไดแยกสกัด
สาร PP จากตับออนของกบ Rana catesbeiana ดวยกรด-แอลกอฮอล (H2O : 95% ethanol : 
H2SO4 / 13 : 70 :17 v/v/v) และแยกดวย gel filtration (Sephadex G-50) และแยกตอดวย RP-
HPLC (C18 column 2 ขั้นตอน ; mobile phase เปน 0.1% TFA / H2O / ACN และ 0.1% TFA / 
H2O / isopropyl alcohol ตามลําดับ) ตรวจหา PP โดยวิธี RIA ดวย rabbit antibody ที่สรางขึ้น
เพื่อจับกับ synthetic hexapeptide ทางปลายคารบอกซีของ mammalian PP ทั่วไป พบวามี
ปริมาณ PP ที่แยกสกัดได 21 ไมโครกรัมตอกรัม เมื่อนํามาหาลําดับของกรดอะมิโนโดยใช 
Beckman 121 MB amino acid analyzer พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับของ
กรดอะมิโนเปน APSEPHHPGDQATPDQLAQYYSDLYQYITFITRPRF-NH2 (Pollock et al., 
1988) 

ในสิ่งมีชีวิตจําพวกสัตวเลื้อยคลาน (Class Reptilia) ป 1984 Lance และคณะได
ทําการสกัดตับออนของจระเข, Alligator mississipiensis ดวยกรด-แอลกอฮอล และแยกดวย gel 
filtration (Sephadex G-50), ion exchange (DEAE-cellulose) และ HPLC (Zorbax-TMS : 
mobile phase ประกอบดวย 0.1% TFA / H2O / 5% 2-methoxyethanol / ACN v/v/v/v) ตรวจหา 
PP โดยวิธี RIA โดยใช rabbit antiserum PP221 พบวามีปริมาณ PP ที่แยกสกัดได 17.2 มลิลิกรัม
ตอกิโลกรัม และหาลําดับของกรดอะมิโนโดยใชวิธี automated N-terminal sequence analysis 
พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย คือ TPLQPKYPGDGAPVEDLIQFYNDLQQYLNVVT-
RPRF-NH2 (Lance et al., 1984) 

ในกระตาย ป 1993 Marks และคณะไดสกัดตับออนของกระตาย (rabbit) ดวย
กรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1 v/v) แยกดวย gel filtration (Sephadex G-50) 
และ RP-HPLC 2 ขั้นตอน (Partisil 10 ODS-3 และ Vydac 208TP54 C-8 ตามลําดับ ; mobile 
phase เปน TFA / H2O / ACN) ตรวจหา PP โดยวิธี RIA ซึ่งใช rabbit antiserum PP221  
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อัตราสวน 1 : 8,000 ได PP บริสุทธิ์ปริมาณ 194 พิโคโมลตอกรัม หาลําดับของกรดอะมิโนโดย
ใช automated Edman degradation พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับเปน 
APPEPVYPGDDATPEQMAEYVADLRRYINMLTRPRY-NH2 และมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 4,196 
ดาลตัน (Marks et al., 1993b) นอกจากนี้ในปเดียว Marks และคณะยังไดรายงานการทําให
บริสุทธิ์และศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของ PP จากตับออนของนกอีกา (Eurasian crows) 5 สปชีส
คือ Pica pica, Garrulus glandarius, Corvus corone, Corvus frugilegus และ Corvus 
monedula ดวยวิธีการเดียวกับในกระตาย พบวาสามารถแยก PP ไดในปริมาณ 5.6, 4.1, 5.8, 
10.9 และ 14.7 นาโนโมลตอกรัม ตามลําดับ มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย 4,166 ± 2 ดาลตัน และ
ประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับของกรดอะมิโนเปน APAQPAYPGDDAPVEDLLRF-
YNDLQQYLNVVTRPRY-NH2 เหมือนกัน (Marks et al., 1993a) 

ในระบบประสาทสวนกลางของพยาธิตัวกลมในหมู, Ascaris suum พบ 
immunureactivity ตอ PP221 antiserum ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับกรดอะมิโน 6 หนวย จากปลาย
คารบอกซี (C-terminal hexapeptide amide) (กรดอะมิโนลําดับที่ 31-36) ของ PP ของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนม (mammalian PP) ซึ่งจะจําเพาะตอปลายคารบอกซี อัตราสวน 1 : 200 ใน main nerve 
cords และพบ immunoreactivity ตอ PP204 antiserum ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับ bPP ซึ่งจะ
จําเพาะตอชวงกลางถึงปลายอะมิโน อัตราสวน 1 : 200 ใน ventral nerve cord และ dorsal 
nerve cord (Brownlee et al., 1993) 

ในป 1994 Barton และคณะไดแยก PP จากตับออนของนกนางนวล (herring 
gull), Larus argentatus ที่สกัดดวย ethanal : 0.7 M HCl, 3 : 1 v/v โดยใชวิธี RIA ดวยแอนติซีรัม 
PP221 ซึ่งสรางขึ้นเพื่อจับกับกรดอะมิโน 6 หนวย จากปลายคารบอกซี (C-terminal hexapeptide 
amide) (กรดอะมิโนลําดับที่ 31-36) ของ PP ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม แยกโดยใชวิธีการ gel 
permeation chromatography (Sephadex G-50) และตามดวย RP-HPLC (Whatman Partisil 
10 ODS3 reverse-phase column และ Vydac 208 TPS4 reverse-phase C-8 column  
ตามลําดับ และใชระบบ mobile phase เปน TFA / H20 / ACN) สามารถแยกได gull PP หนึ่ง 
รูปแบบ ในความเขมขน 5 นาโนโมลตอกรัม และเมื่อนํามาหาลําดับของกรดอะมิโนโดย 
automated Edman degradation ซึ่งใช Applied Biosystems 470 A gas-phase sequencer 
จะไดโครงสรางปฐมภูมิประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีลําดับเปน GPVQPTYPGDD-
APVEDLVRFYNDLQQYLNVVTRHRY-NH2 ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลจากการคํานวณเปน 4,235.6 
ดาลตัน โดยโครงสรางปฐมภูมิที่ไดนี้แตกตางจากของไก 4 หนวย ที่ตําแหนงที่ 3 (Val / Ser),  
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18 (Val / Ile), 22 (Asn / Asp) และ 23 (Asp / Asn) ซึ่งแสดงวา avian PP (aPP) เปนเปปไทดที่
มีการรักษาโครงสรางปฐมภูมิไวไดสูง (highly conserved regulatory peptide) (Barton et al., 
1994) 

ป 1994 Agungpriyono และคณะไดรายงานการศึกษาตําแหนงที่พบ bPP-
immunoreactive cell ในทางเดินอาหารของกระจง (Lesser mouse deer), Tragulus javanicus 
โดยการยอมสีทาง immunohistochemistry ดวยวิธี avidin-biotin peroxidase และใชแอนติบอดี
ตอ bPP อัตราสวน 1 : 10,000 จะพบ bPP-immunoreactive cells มากในกระเพาะสวน 
abomasum และพบบางในสวนของ gastric gland และ pyloric gland สําหรับในลําไสเล็กพบ 
bPP-immunoreactive cell ที่ villi และ crypt ที่บริเวณอิเลียมสวนปลาย สวนในลําไสใหญจะพบ
ที่ ซีคัม โคลอนและเรคตัม โดยพบมากที่โคลอนสวนขวาง (transverse colon), (Agungpriyono 
et al., 1994) 

ในป 2542 พูลศิริ พฤกษกานนท ไดสกัด PP จากตอมไซนัสของกุงกุลาดํา โดย
สกัดดวยเมทานอล-กรดอะซิติก-น้ํา (90 : 1 : 9) ดูดซับดวย C18 Sep-Pak cartridge และทําให
บริสุทธิ์โดยใช RP-HPLC 2 ขั้นตอน (C18 column ; mobile phase เปน ACN / TFA และ  
C8 column ; mobile phase เปน ACN / HFBA ตามลําดับ) พบสารคลาย PP มีน้ําหนักโมเลกุล 
6897.7-6906.3 ดาลตัน (พูลศิริ พฤกษกานนท, 2542) 

ในป 2543 จันทรทิพย คงสินรัตนชัย ไดตรวจหาแหลงที่พบสารคลาย PP ใน 
กานตากุงกุลาดําดวยวิธี indirect immunoperoxidase โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ PP (anti-
human LTRPRYamide antiserum) พบสารคลาย PP ในเซลลประสาทที่บริเวณรอบ ๆ medulla 
externa (E) บริเวณระหวาง medulla interna (I) กับ medulla terminalis (T) และบริเวณรอบ ๆ 
(T) และพบวาเซลลประสาทที่มีสารคลาย PP มีปริมาณเฉลี่ยประมาณ 200 เซลลตอ กานตา โดย
พบมากที่บริเวณรอบ ๆ E นอกจากนี้ยังพบสารคลาย PP ในเสนใยประสาทที่ E, I, T ตอมไซนัส
และเสนประสาทตา จึงสรุปวาสารคลาย PP อาจทําหนาที่เปนสารสื่อประสาทหรือนิวโรโมดเูลเตอร
และนิวโรฮอรโมน (จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) 

2.2.4 Invertebrate NPY-like peptides (Neuropeptide F, NPF) 

NPF พบครั้งแรกในพยาธิตัวแบน (parasitic platyhelminth), Moniezia 
expansa  ซึ่งเปนพยาธิตัวแบนที่มีขนาดใหญ (โตไดจนถึง 5 เมตร ในลําใสของแกะ) โดยการนํา 
M. expansa มาสกัดดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1 v/v) นําไปผาน C18 Sep 



 25
Pak cartridge แยกดวย gel permeation (Sephadex G50) และ RP-HPLC 4 ขั้นตอน ( Partisil 
10 ODS-3, Supelcosil LC-18DB, Supelcosil LC-3DP และ Supelcosil LC-308 ตามลําดับ ; 
mobile phase เปน 0.1% TFA / H2O / ACN) ตรวจหา PP-like peptide ดวยวิธี RIA โดยใช 
antiserum PP221 และหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช 252Cf-plasma desorption mass-
spectroscopy ไดเปน 4,599 ± 10 ดาลตัน เมื่อนําไปหาลําดับของกรดอะมิโนโดยใช automated 
gas-phase Edman degradation พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 39 หนวย มีกรดอะมิโนทาง
ปลายคารบอกซีเปนฟนิลอะลานีน (Phe, F) มีลําดับของกรดอะมิโนเปน PDKDFIVNPSDLVLDN-
KAALRDYLRQINEYFAIIGRPRF-NH2 มีปฏิกิริยาขามกับ FMRFamide antiserum มีโครงสราง
ปฐมภูมิคลายกับ PP family ในพวก vertebrate จึงเรียก เปปไทดนี้วาเปน neuropeptide F 
(NPF) นอกจากนี้จากการทํา immunocytochemistry โดยใช PP221 antiserum อัตราสวน 1 : 200 
จะพบ NPF cell ตลอดทั้งระบบประสาทสวนกลางและระบบประสาทนอกสวนกลาง (Maule et 
al., 1991) 

ตอมาในป 1992 Curry และคณะไดแยกเปปไทดจาก terrestrial tubellarian, 
Artioposthia triangulata โดยการนํามาสกัดดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1 
v/v) นําไปผาน C18 Sep Pak cartridge 10 อัน ตอกัน แยกดวย gel permeation (Sephadex 
G50) และ RP-HPLC 3 ขั้นตอน ( Partisil 10 ODS-3, Supelcosil LC-308 C8 และ Supelcosil 
LC-3DP ตามลําดับ ; mobile phase เปน 0.1% TFA / H2O / ACN) ตรวจหา PP-like peptide 
ดวยวิธี RIA โดยใช antiserum PP221 และหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช 252Cf-plasma desorption 
mass-spectroscopy ไดเปน 4,440 ดาลตัน เมื่อนําไปหาลําดับของกรดอะมิโนโดยใช automated 
gas-phase Edman degradation พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 36 หนวย มีกรดอะมิโนทาง
ปลายคารบอกซีเปนฟนิลอะลานีน (Phe, F) มีลําดับของกรดอะมิโนเปน KVVHLRPRSS-
FSSEDEYQIYLRNVSKYIQLYGRPRF-NH2 และจากการทํา immunocytochemistry โดยใช 
PP221 antiserum อัตราสวน 1 : 200 จะพบ NPF cell ตลอดทั้งระบบประสาทสวนกลางและ
ระบบประสาทนอกสวนกลาง (Curry et al., 1992) 

ในปเดียวกัน Smart และคณะพบเปปไทดไทโรซีน-ฟนิลอะลานีน (peptide YF, 
PYF) ซึ่งเปนเปปไทดคลาย NPF ชนิดใหม ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 9 หนวย มีปลายอะมิโนเปน
ไทโรซีนและปลายคารบอกซีเปนฟนิลอะลานีนจากสมองของปลาหมึกกลวย (squid), Loligo 
vulgaris โดยการนํามาสกัดดวยกรด-แอลกอฮอล (ethanol : 0.7 M HCl / 3 : 1 v/v) นําไปผาน 
C18 Sep Pak cartridge 4 อัน ตอกัน แยกดวย gel permeation (Sephadex G50) และ RP-
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HPLC 2 ข้ันตอน (Supelcosil LC-308 และ Supelcosil LC-3DP ตามลําดับ ; mobile phase 
เปน 0.1% TFA / H2O / ACN) ตรวจหา PP-like peptide ดวยวิธี RIA โดยใช antiserum PP221 
และหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช 252Cf-plasma desorption mass-spectroscopy ไดเปน 1,093.1 ± 
0.7 ดาลตัน เมื่อนําไปหาลําดับของกรดอะมิโนโดยใช automated gas-phase Edman 
degradation พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 9 หนวย มีกรดอะมิโนทางปลายคารบอกซีเปนฟนิล-
อะลานีน (Phe, F) มีลําดับของกรดอะมิโนเปน YAIVARPRF-NH2 (Smart et al., 1991) 

ในป 1993 Marks และคณะไดศึกษา NPF ใน proteocephalidean cestode, 
Proteocephalus pollanicola ซึ่งอยูในกระเพาะสวนไพลอริกของ Lough Neagh pollan,Coregonus 
autumnalis ดวยแอนติซีรัมที่จําเพาะตอทั้งโมเลกุล (กรดอะมิโนลําดับที่ 1-39), 792(1) และ 
แอนติซีรัมที่จําเพาะตอกรดอะมิโน 10 หนวยจากปลายคารบอกซี (กรดอะมิโนลําดับที่  30-39), 
790(1) ของ NPF จาก M. expansa , แอนติซีรัม PP221 (อัตราสวน 1:200) และแอนติซีรัมที่
จําเพาะตอ FMRFamide, 494(2) โดยใชวิธีการทาง immunocytochemistry พบวา P. pollanicola 
มีนิวโร-เปปไทดที่คลายกับ NPF จาก M. expansa ในดานปลายคารบอกซี แตแตกตางในชวง
กลางถึงปลายอะมิโน โดยมีรูปแบบของ immunoreactivity ที่ไดจากแอนติซีรัม 790(1), PP221 
และ 494(2) เหมือนกัน คือที่เสนใยประสาทและตัวเซลลของทั้งระบบประสาทสวนกลางและ 
รอบ ๆ ซึ่งรวมถึงระบบประสาทที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุของเพศเมีย และจากวิธีการ RIA พบ 
NPF ในปริมาณ 58.74 นาโนกรัมตอกรัม ในสารสกัดจาก acidified ethanol (ethanol : 0.7 M HCl, 
3 : 1, v/v) ของ P. pollanicola และเมื่อแยกโดยใชวิธี gel permeation chromatography 
(Sephadex G-50) และตามดวย RP-HPLC (Partisil 10 C-18 ODS3, Vydac C4 และ Vydac 
C8 reverse phase column ตามลําดับ และใช mobile phase เปน TFA / H2O / ACN) จะได 
น้ําหนักโมเลกุลเปน 4,400-4,700 ดาลตัน เชนเดียวกับ NPF จาก M. expansa และสามารถแยก 
NPF ไดเปน 2 รูปแบบ ซึ่งมี retention time แตกตางกับ NPF จาก M. expansa และ A. triangulata 
แตไดเปปไทดบริสุทธิ์ในปริมาณที่นอยเกินกวาจะนําไปหาลําดับของกรดอะมิโนได (Marks et al., 
1993c) 

ในพวกหอยฝาเดียว (gastropod mollusc) Leung และคณะไดศึกษา 
immunocytochemistry ในหอย garden snail, Helix aspersa และพวกสัตวไมมีกระดูกสันหลัง
อ่ืน ๆ ตรวจหาการกระจายของ neuropeptide F (NPF) ในสมอง ปมประสาทรอบ ๆ หลอดอาหาร
และทั้งตัวโดยไดผลิต NPF3 antisera จากสายของเปปไทดที่สังเคราะหตามลําดับของกรดอะมิโน 
9 หนวย จากปลายอะมิโนของ NPF จาก H. aspersa (Ser-Thr-Gln-Met-Leu-Ser-Pro-Pro-Glu) 
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เพื่อใชในการตรวจหาดวยวิธี indirect immunofluorescence และเปรียบเทียบผลที่ไดจากการ
ใช NPF3 กับ PP221 (อัตราสวน 1 : 200 ใน PBS) พบวาทั้งสองแอนติซีรัมจะเกิดปฏิกิริยาขามกัน
อยางสมบูรณกับบริเวณปลายคารบอกซีของ NPF จาก H. aspersa โดยรูปแบบของ 
immunostaining ที่ไดจะเหมือนกัน คือมีมากและเปนบริเวณกวางในระบบประสาทสวนกลางและ
ระบบประสาทนอกสวนกลาง เชนเดียวกับในสัตวตระกูลเดียวกัน คือ garden snail, Helix 
pomatia และพวก prosobranch gastropods 2 ชนิด ไดแก whelk, Buccinum undatum และ 
periwinkle, Littorina littorea โดยใน H. aspersa จะพบที่สมอง เทา กานตา หลอดอาหาร ลําไสเล็ก 
ตอมน้ํายอย หัวใจ หลอดเลือดและไต นอกจากนี้ยังพบในเสนใยประสาททั่วไปตลอดปมประสาท
สมอง เสนประสาทตา บริเวณไขวของเสนประสาทตา ปมประสาทบริเวณรอบ ๆ หลอดอาหาร 
และพบหนาแนนภายในปมประสาทตามรางกายและเสนใยประสาทรอบ ๆ ปมประสาท และ
ตลอดระบบประสาทสวนปลาย เสนใยประสาทเล็ก ๆ ที่ผานเขาไปในกลามเนื้อเทา และพบ 
หนาแนนบริเวณประสาทลําตัว (nerve trunk) ใน H. pomatia พบที่สมอง เทาและกานตา ใน  
B. undatum และ  L. littorea จะพบที่สมองและเทา แตในเนื้อเยื่อประสาทของ cephalopod 
mollusc, L. vulgaris และ cestode, M. expansa จะให positive immunostaining กับ PP221 
เทานั้น และเมื่อเปรียบเทียบ immunostaining ที่ไดจาก NPF3 กับแอนติซีรัมที่สรางขึ้นเพื่อจับกับ 
FMRFamide (FMRF494) จะพบในบริเวณเดียวกันเปนสวนใหญ โดยมีเซลลประสาทเพียง 
เล็กนอยที่มี immunoreactivity กับแอนติซีรัมเพียงชนิดเดียวเทานั้น (Leung et al., 1994) 

ตารางที่ 2.1 สรุปการศึกษาการแยกสกัดและทําใหบริสุทธิ์ PP family ในสัตว 
ตาง ๆ ที่มีการศึกษาแลว และโครงสรางปฐมภูมิของ PP family ที่พบ สรุปในตารางที่ 2.2 

ตารางที่ 2.3 สรุปตําแหนงที่พบ PP family ในสัตวตาง ๆ และตารางที่ 2.4 สรุป
หนาที่ของ PP family ที่พบในหนูและสุนัข 



 28

ตารางที่ 2.1 การแยกสกัดและทําใหบริสุทธิ์ PP family ในสัตวตาง ๆ  

Animals Extraction Purification Detection Results References

Porcine Upper intestinal 

0.5 M acetic acid 

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

Chemical PYY 

N-terminal 
sequence 

Tatemoto 
and Mutt, 
1980 

Porcine Upper intestinal 

0.5 M acetic acid 

Ion exchange 

Gel filtration 

RP-HPLC 

Chemical PYY 

Amino acid 
sequence 

Tatemoto, 
1982a 

Human Colon 

0.5 M acetic acid 

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

Chemical PYY 

Amino acid 
sequence 

Tatemoto et 
al., 1988 

Daddy 
sculpin 

Brockman bodies 

 

Gel filtration 

RP-HPLC 

Peak PYY 

Amino acid 
sequence 

Cutfield, 
Carne 
and 
Cutfield, 
1987 

Cod 

Trout 

Brain, Stomach 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

SepPak C18 

RP-HPLC 

RIA PYY, NPY  

Amino acid 
sequence 

Jensen and 
Conlon, 
1992 

Porcine Brain 

0.5 M acetic acid 

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

Chemical NPY 

Amino acid 
sequence 

Tatemoto, 
1982b 

Human Tumor 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

RP-HPLC RIA NPY 

MW 4,270 
Da 

Amino acid 
sequence 

Shaw et al., 
1993 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

Dogfish Pancreas 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

SepPak C18 

RP-HPLC 

RIA NPY 

Amino acid 
sequence 

Conlon, 
Balasu-
bramaniam
and 
Hazon, 
1991 

Lamprey Small intestine 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

SepPak C18 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PMY 

MW 4201.4 
Da 

Amino acid 
sequence 

Conlon et 
al., 1991 

Chicken Pancreatic 

H2O : ethanol : H2SO4 
(155 : 825 : 206 v/v/v) 

Gel filtration 

Ion exchange 

RIA PP 

MW 4200 
Da 

Kimmel, 
Pollock 
and 
Hazelwood
, 1968 

Chicken Pancreatic 

H2O : ethanol : H2SO4 
(155 : 825 : 206 v/v/v) 

Gel filtration 

Ion exchange 

RIA PP 

MW 4240 
Da 

Amino acid 
sequence 

Kimmel, 
Hayden 
and 
Pollock, 
1975 

Human Pancreas 

0.1 mol HCl / 1 L ethanol

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

Gel 
electrophoresis 

PP 

Amino acid 
sequence 

Schwartz et 
al., 1984 

Rat Pancreas 

0.1 mol HCl / 1 L ethanol

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

RIA PP 

Amino acid 
sequence  

 

Kimmel et 
al., 1984 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

Bullfrog Pancreas 

H2O : ethanol : H2SO4 
(155 : 825 : 206 v/v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PP 

Amino acid 
sequence 

Pollock et 
al., 1988 

Alligator Pancreas 

H2O : ethanol : H2SO4 
(155 : 825 : 206 v/v/v) 

Gel filtration 

Ion exchange 

RP-HPLC 

RIA PP 

Amino acid 
sequence 

Lance et 
al., 1984 

Rabbit Pancreas 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PP 

MW 4196 
Da 

Amino acid 
sequence 

Marks et 
al., 1993b 

Eurasian 
crows 

Pancreas 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PP 

MW 4166 
Da 

Amino acid 
sequence 

Marks et 
al., 1993c 

Herring gull Pancreas 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PP 

MW 4237 
Da 

Amino acid 
sequence 

Barton et 
al., 1994 

Flatworm Whole 

Ethanol : 0.7 M HCl 
(3:1v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA NPF 

MW 4599 
Da 

Amino acid 
sequence 

 

Maule et 
al., 1991 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

Turbellarian Whole 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA NPF 

MW 4440 
Da 

Amino acid 
sequence 

Curry et al., 
1992 

Squid Brain 

Ethanol : 0.7 M HCl    
(3 : 1 v/v) 

Gel filtration 

RP-HPLC 

RIA PYF 

MW 1093 
Da 

Amino acid 
sequence 

Smart et al., 
1992 

Giant tiger 
prawn 

Sinus gland 

Methanal : acetic acid 
: H2O (90 : 1 : 9 v/v/v) 

SepPak C18 

RP-HPLC 

Dot-ELISA PP-like peptide

MW 6897.7-
6906.3 Da 

พูลศิริ       
พฤกษกานนท, 
2542 

 

หมายเหตุ RIA  =  Radioimmunoasssay 

  RP-HPLC =  Reversed phase-high performance liquid chromatography 

  MW  =  Molecular weight 

  Da  =  Dalton 
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ตารางที ่2.2 ลําดับกรดอะมิโนของ PP family ที่พบในสัตวตาง ๆ 

Animal Amino acid sequence References 

PYY 

Porcine 

 

 

Human,                       
Homo sapiens 

 

Sculpin,                     
Cottus corpius 

 
 

Trout,              
Oncorhunchus mykiss 

 

         YPAKP  EAPGE  DASPE  ELSRY  YASLR  HYLNL  VTRQR Y-NH2 

 

 

         YP IKP  EAPGE  DASPE  ELNRY  YASLR  HYLNL  VTRQR Y-NH2 

 

 

         YPPQP  DSPGG NASPE  DWAKY HAAVR HYVNL  ITRQR Y-NH2 

 

 
          YPPKP  ENPGE  DAPPE  ELAKY  Y IALR  HYINL  ITRQR Y-NH2 

 

 

Tatemoto, 
Carlquist 
and Mutt, 
1982 

 

Tatemoto et 
al., 1988 

 

 

Cutfield, 
Carne and 
Cutfield, 
1987 

 

Jensen and 
Conlon, 
1992 

NPY 

Porcine 

 

Cod,                          
Gadus morhua 

Trout,              
Oncorhynchus mykiss 

 

          YPSKP  DNPGE  DAPAE DLARY  YSALR  HYINL  ITRQR Y-NH2 

 

           YPIDP  ENPGE  DAPAD  ELAKY YSALR  HYINL  ITRQR Y-NH2 

 

          YPVKP  ENPGE  DAPTA  ELAKY  YIALR   HYINL  ITRQR Y-NH2 

 

 

Tatemoto, 
1982b 
 

Jensen and 
Conlon, 1992 

Jensen and 
Conlon, 1992 
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Animal Amino acid sequence References 

Human,                         
Homo sapiens 

 

Dogfish,Scyliorhinus 
canicula 

 

        YPSKP  DNPGE  DAPAE  DMARY YSALR  HYINL  ITRQR Y-NH2 

 
         YPPKP  ENPGE  DAPPE  ELAKY  YSALR  HYINL  ITRQR Y-NH2 

 

Shaw et al., 
1993 

 

Conlon, 
Balasu-
bramaniam 
and Hazon, 
1991 

PMY 

Lamprey,               
Petromyzon marinus 

 

         MPPKP  DNPSP  DASPE  ELSKY  MLAVA  DYIAL  ITRQR  Y-NH2 

 

Conlon et al., 
1991 

PP 

Chicken 

 

Human, Homo sapiens 

 

Rat,                            
Rattus norvegicus 

 

Bullfrog,                       Rana 
catesbeiana  

 

 

 

          GPSQP  TYPGD  DAPVE  DLIRF  YDNLQ QYLNV VTRHR Y-NH2 

 

         APLEP  VYPGD   NATPE  QMAQY AADLR RYINM LTRPR Y-NH2 

 
         APLEP  MYPGD  YATHE  QRAQY  ETQLR  RYINT  LTRPR Y-NH2 

 

         APSEP  HHPGD  QATPD  QLAQY  YSDLY  QYITF  ITRPR F-NH2 

 

 

Kimmel, 
Hayden 
and 
Pollock, 
1975 

Schwartz et 
al., 1984 

 

 Kimmel et 
al., 1984 

 

Pollock et al., 
1988 
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Animal Amino acid sequence References 

Alligator,                   
Alligator mississippiensis 

 

Rabbit,                
Oryctolagus cuniculus 

 

Eurasian crows,           
Pica pica,         
Garrulus glandarius, 
Corvus corone, Corvus 
frugilegus, Corvus 
monedula 

 

Herring gull,                 
Larus argentatus 

        TPLQP  KYPGD  GAPVE  DLIQF  YNDLQ  QYLNV  VTRPR F-NH2 

 

         APPDP VYPGD  DATPE  QMAEY VADLR  RYINM  LTRPR Y-NH2 

 
          APAQP AYPGD DAPVE  DLLRF  YNDLQ QYLNV  VTRPR Y-NH2 

 

 

 
         GPVQP  TYPGD  DAPVE  DLVRF  YNDLQ QYLNV VTRHR Y-NH2 

Lance et al., 
1984 

 

Marks et 
al., 1993 

 

 

Marks et 
al., 1993c 

 

 
 

Barton et 
al., 1994 

NPF 

Parasitic flatworm,         
Moniezia expansa 

 

Turbellarian,             
Artioposthia triangulata 

 

 PDK   DFIVN  PSDLV  LDNKA  ALRDY  LRQIN  EYFAI   IGRPR F-NH2 

 
           KVVHL  RPRSS  FSSED   EYQIY  LRNVS KYIQL YGRPR F-NH2 

 

Maule et al., 
1991 

 

Curry et al., 
1992 

PYF 

Squid,                          
Loligo vulgaris 

 

                                                                                 YAI VARPR F-NH2 

 

Smart et al., 
1992 
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ตารางที ่2.3 ตําแหนงทีพ่บ PP family ในสัตวตาง ๆ 

Animal Localization References 

Human 

 

 

 

 

Lesser mouse deer 

  Tragulus javanicus 
 

Sheep 

 

 

 

 

Porcine 

 

 

 
 

Canine 

- F-cell and periphery of islets of endocrine 
pancreas 

- Scatter throughout the ducts and acini 

- Colocalization of insulin, glucagons) 

 

- Gastrointestinal tract, gastric gland or 
pyloric gland in the abomasums 

 

- Endocrine and exocrine of pancreas 

- Stomach : cardia, fundus, pylorus 

- Small intestine : duodenum, jejunum 

- Cell type : pyramid or oval 

 

- Colocalization of insulin, glucagons, 
somatostatin and pancreatic polypeptide 
in islet of fetal porcine (polyhormonal 
granule) 

- Antropyloric region, Brunner gland of 
duodenum and pancreas 

- Right lobe, body and tail of pancreas 

Gersell, Gingerich and 
Greider, 1979 

 

Lukinius et al., 1992 

 

Agungpriyono et al., 1994 

 
Calingason et al., 1984 

 

 

 

 

Lukinius et al.,1992 

 

 

Chen et al., 1994 
 

Gersell, Gingerich and 
Greider, 1979 
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Animal Localization References 

Mouse 

 

Rat 

 

Chicken 

 

 

 

 

 

 

Sea Bass 

  Dicentrachus labrax 

 

  Barbus conchonius 

 
 

Turbot 

  Scophthalmus meximus 

 

 

- Colocalization of PP and glucagons in 
stomach and endocrine pancreas 

- Pancreas 

 

- Exocrine parenchyma of pancreas 

- Polygonal or spindle-shaped aPP cell 

- aPP cells numerous at hatching 

- PPIR cells in duodenum, jejunum, ileum 
and conlon 

- Basal lamina of gut lumen 

 

- Endocrine and exocrine of pancreas 

 

 

- Colocalization of PP-like peptide and 
glucagons in gut 

 

- Small intestine 

 

 

 

 

Rombout et al., 1986 

 

Elayat, El-Naggar and Tahir, 
1995 
 

Larsson et al., 1974 

 

 

El-Salhy et al., 1982 

 

 
Carrilo et al., 1986 

 

 

Rombout et al., 1986 

 
 

Reinecke, Muller and 
Segner, 1997 
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Animal Localization References 

Garden snail 

  Helix pomatia 
 

Garden snail 

  Helix aspersa 

 
Whelk 

  Buccinum undatum 
 

Periwinkle 

  Littorina littorea 
 

Squid 

  Loligo vulgaris 
 

Flatworm 

  Moniezia expansa 

 

Giant tiger prawn 

- Brain, eyestalk and foot 

 
 

- Brain, eyestalk, foot, oesophagus, 
intestine, digestive gland, heart, blood 
vessel, kidney, common duct, dart sac 
and albumin gland 

 

- Brain and foot 

 
 

- Brain and foot 

 
 

- Brain 

 
 

- Neural tissue 

 
 

- Neuron around medulla externa, between 
medulla interna and medulla terminalis 
and in medulla terminalis 

- Neuropils of medulla externa, medulla 
interna, medulla terminalis, sinus gland 

Leung et al., 1994 

 
 

Leung et al., 1994 

 

 
Leung et al., 1994 

 
 

Leung et al., 1994 

 
 

Leung et al., 1994 

 
 

Leung et al., 1994 

 
 

จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543 
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ตารางที ่2.4 หนาที่ของ PP family ที่พบในหนูและสุนัข 

Animals Function References 

Dog 

 

Rat 

- Increase glucose concentration 

 

- Inhibit insulin secretion 

- Stimulate gastric acid secretion and motility 

- Increase gastric emptying 

- Increase duodenal and colonic intraluminal 
pressure 

- Decrease mean arterial pressure 

Okita et al., 1997 

 

Murphy et al., 1981 

McTigue, Edwards and 
Rogers, 1993 
 

Wager-Page et al., 1993 
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2.3 ชีววิทยาของกุงกุลาดํา 

การจัดลําดับหมวดหมูทางอนุกรมวิธานของกุงกุลาดํา (Solis, 1988) 

  Phylum   Arthropoda 

  Class   Crustacea 

  Subclass  Malacostraca 

  Order   Decapoda 

  Suborder  Natantia 

  Infraorder  Penaeidae 

  Superfamily  Penaeidae 

  Family   Penaeidae Rafinesque, 1815 

  Genus   Penaeus Fabricius, 1798 

  Subgenus  Penaeus 

  Species  monodon 

กุงกุลาดํา หรือกุงกะลา หรือกุงมาลาย มีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus monodon 
Fabricius มีชื่อเปนภาษาอังกฤษวา Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 
2532) และมีชื่อภาษาอังกฤษที่องคการอาหารและเกษตรแหงสหประชาชาติ (FAO) ใชอยูคือ 
Giant tiger prawn เปนกุงทะเลที่มีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae แหลงกําเนิดดั้งเดิมอยูใน
ทะเลแถบอินโดแปซิฟกตะวันตก อาฟริกาตะวันออกและตะวันตกเฉียงใต และคาบสมุทรอินเดีย 
(พรรณิภา  หาญวิวัฒนกิจ, 2532) มีถิ่นอาศัยอยูที่นานน้ําแถบไตหวัน ไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย  
ฟลิปปนส และพบมากในออสเตรเลีย และอินเดีย ในประเทศไทยพบทั่วไปในอาวไทย และพบมาก
ในบริเวณนอกฝงทะเลจังหวัดชุมพรถึงนครศรีธรรมราชและทางดานทะเลอันดามันบริเวณนอกฝง
ของจังหวัดระนองและภูเก็ต ชอบอาศัยในบริเวณที่มีพื้นดินเปนดินทรายปนโคลนหรือทรายปน
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เปลือกหอยและหินปะการังและสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในแหลงน้ํากรอยหรือใน
บอเลี้ยงได (ปกรณ อุนประเสริฐ, 2531 ; สุวิทย ชื่นสินธุ, 2531) 

 2.3.1 ลักษณะทั่วไป 

  กุงมีลําตัวเปนขอปลอง ทั้งหมดมีประมาณ 19 ปลอง แตละปลองมีระยางคหนึ่งคู 
ระยางคแตละคูมีหนาที่แตกตางกัน ลําตัวของกุงแบงออกไดสามสวนใหญ ๆ คือ หัว อก และลําตัว 
สวนหัวมีหาปลองแตรวมเปนปลองเดียว มีเปลือกคลุม เปลือกหุมตัวตอนหนาสุดของปลองที่หนึ่ง
จะยื่นเปนฟนแหลมไปขางหนาเรียกวา กรี ใตกรีมีตาหนึ่งคู ปากกุงอยูระหวางขากรรไกร สวนหัวมี
ระยางคหาคู สองคูแรกเปนหนวดใชในการสัมผัส ระยางคคูที่สามไดแก ขากรรไกรลาง มีหนาที่ใน
การขบเคี้ยวอาหาร สวนคูที่สี่และคูที่หาเปนขากรรไกรบน มีหนาที่เชนเดียวกับขากรรไกรลาง  
สวนอกมีแปดปลอง ไดแก ปลองที่ 6-13 ระยางคสามคูแรก (ระยางคคูที่ 6, 7 และ 8) อยูบนอก
เรียกวา maxillipeds มีหนาที่ชวยในการกินอาหาร ระยางคคูที่ 9, 10 และ 11 มีลักษณะเปนกาม 
กามแตละคูจะมีขนาดและความยาวใกลเคียงกัน อันเปนลักษณะเฉพาะของกุงทะเลในวงศ 
Penaeidae ระยางคสามคูนี้ มีหนาที่ชวยในการจับฉวยอาหารเขาปาก หรือปองกันตัวเมื่อมีภัย 
สวนระยางคคูที่ 12 และคูที่ 13 เปนขาใชสําหรับเดิน เคลื่อนไหว และทําความสะอาดลําตัว ลําตัว
มีหกปลอง เปลือกปลองทองอันที่สองไมทับปลองแรก ระยางคคูที่ 14, 15, 16, 17 และ 18  
มีลักษณะคลายใบพายใชสําหรับวายน้ํา สวนระยางคคูที่ 19 หรือหางประกอบดวยแพนหางและ
หางรูปพัดยกขึ้นลงไดตามตองการ (บรรจง เทียนสงรัศมี, 2530) 

กุงกุลาดําเปนกุงทะเลที่มีขนาดลําตัวใหญ มีหนวดลายไมเดนชัด กรีอยูในแนว
ระนาบซึ่งมีสันแนวเฉียงไปทางตากุง กรีดานบนมีฟน 6-8 ซี่ ดานหลังมี 2-4 ซี่ ในขณะทียั่งมชีวีติอยู
ลําตัวจะเปนสีมวงแดง มีแถบสีน้ําตาลหรือดําพาดขวางลําตัวดานหลังเปนปลอง ๆ ประมาณ 9 ลาย 
ที่ขอบหางและขาวายน้ํามีขนเล็ก ๆ สีน้ําตาลอมแดง และปลายขาเดินคูที่ 1, 2 มีสีน้ําตาลเขม  
(สุวิทย ชื่นสินธุ, 2531) (ภาพประกอบ 2.1) 
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ภาพประกอบ 2.1 โครงสรางภายนอกโดยทั่วไปของกุงกุลาดํา Penaeus 
monodon (Solis, 1988) 
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 2.3.2 การผสมพันธุ 

การผสมพันธุจะเกิดขึ้นหลังจากที่ตัวเมียลอกคราบใหม ๆ เพราะตัวผูสามารถที่จะ
สอดถุงน้ําเชื้อเขาไปในตัวเมียในระยะนี้เทานั้น โดยกุงตัวผู 1-3 ตัว จะวายน้ําไลตามกุงตัวเมีย 
ขณะที่กุงตัวเมียวายน้ําในแนวดิ่งขึ้นสูผิวน้ําในระยะประมาณ 50-80 เซนติเมตร โดยจะมีกุงตวัผู
เพียงตัวเดียวที่วายตามขึ้นไปทันและขนานกับกุงตัวเมีย โดยจะอยูทางดานลางของตัวเมีย ตอมา
กุงตัวผูจะหงายทองของมันติดกับดานทองของตัวเมีย เมื่อทองติดกันแลวสักครูตวัผูจะหมนุตวักลบั
อยางรวดเร็วและกอดรัดตัวเมียโดยจะงอตัวของมันและยกหัวขึ้น ตัวผูจะกระดกหัวและหางเปน
จังหวะตอเนื่องกัน ซึ่งจะเปนระยะที่ตัวผูสอดถุงน้ําเชื้อเขาไปอยูในตัวเมีย จนกระทั่งถึงเวลาที่กุง
พรอมที่จะวางไข ตัวเมียก็จะปลอยเชื้อตัวผูออกมาผสมกับไขทีละนอยติดตอกัน แตถาตัวเมียยังไม
พรอมที่จะวางไขเนื่องจากรังไขยังไมเจริญเต็มที่ ถุงน้ําเชื้อก็จะถูกบีบออกมาพรอมกับเปลือกใน
ระหวางการลอกคราบครั้งตอไป การลอกคราบจะมีขึ้นทุก 2-3 อาทิตย และระยะในการลอกคราบ
ประมาณ 5 วัน ซึ่งจะเกิดขึ้นเฉพาะกลางคืน และกุงก็จะกอดรัดเพื่อผสมพันธุเฉพาะในตอน 
กลางคืนหลังการลอกคราบ ถุงน้ําเชื้อใหมก็จะถูกสอดเขาไปอีกครั้งในตัวเมียตัวหนึ่งสามารถรับ 
น้ําเชื้อตัวผูมากกวา 2 ตัวขึ้นไป (สมชาย คํานึงถิ่น, 2532) 

2.3.3 วงจรชีวิต 

  กุงกุลาดําวางไขในทะเล กุงที่มีอายุประมาณ 12-13 เดือน จะวางไขในทะเลลึกที่
ระดับน้ําประมาณ 15-30 เมตร ใกลกับพื้นทะเล กุงขนาด 70-150 กรัม จะวางไขคร้ังละประมาณ 
1,000,000-1,200,000 ฟอง กุงชนิดนี้สวนมากจะผสมพันธุกันในเวลากลางคืน โดยตัวผูจะสอด
อวัยวะเพศที่เรียกวา พีเทสมา (petesma) เขาไปในอวัยวะเพศเมียที่เรียกวา ทีไรคัม (thelycum) 
พรอมกับปลอยน้ําเชื้อเขาไปเก็บไวในถุงเก็บน้ําเชื้อเพื่อรอโอกาสที่จะผสมกับไขในระยะหลัง เมื่อไข
แกและสุกเต็มที่ก็จะถูกขับออกมาทางชองเพศตรงโคนขาเดินคูที่สามและจะไดรับการผสมกับน้ําเชื้อ
ตัวผู ซึ่งจะไหลออกจากถุงเก็บน้ําเชื้อทางรูเปดเล็ก ๆ ที่บริเวณขาเดินคูที่สี่ของตัวเมีย แมกุงจะใช
เวลาวางไขคร้ังหนึ่ง ๆ ประมาณ 3-5 นาที ไขที่ผสมแลวขณะที่ปลอยสูน้ําทะเลใหม ๆ จะมีลักษณะ
กลม ไขจะคอย ๆ พัฒนาจนฟกเปนตัว ภายในเวลาประมาณ 15 ชั่วโมง กุงวัยออนจะวิวัฒนาการ
และเปลี่ยนรูปรางไปตามขั้นตอน และเมื่อถึงบริเวณชายฝงก็จะเล้ียงตัวอยูในบริเวณนี้จนกระทั่งโต
เต็มวัยจึงอพยพกลับสูทะเลและผสมพันธุวางไขตอไปอีก (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) 
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 2.3.4 การวิวัฒนาการและการเปลี่ยนรูปรางของกุง 

1. ลูกกุงวัยออนระยะที่หนึ่ง (nauplius) 

ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหม ๆ จะมีขนาดเล็ก รูปรางคอนขางกลม มีระยางค 3 คู 
ระยะนี้ลูกกุงจะยังไมกินอาหาร แตจะไดอาหารจากถุงอาหาร (yolk sac) ที่ติดตัวมา ลูกกุงจะอยู
ในระยะนี้ประมาณ 1-3 วัน ลอกคราบ 6 คร้ัง และใชชีวิตเปนแพลงตอนอาศัยอยูตามหนาดิน 

2. ลูกกุงวัยออนระยะที่สอง (zoea) 

ลูกกุงจะมีลําตัวยาวขึ้น สวนหัวโตเห็นไดชัด ลูกกุงจะคอย ๆ ลอยตัวขึ้นสูผิวน้ํา
และเริ่มกินอาหาร ซึ่งสวนใหญเปนพวกแพลงคตอนพืชขนาด 50-100 ไมครอน ลูกกุงจะเริ่มออกไป
ไกลฝงมากขึ้น กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 4-5 วัน ลอกคราบ 3 คร้ัง แตละครั้งรูปรางจะเปลี่ยนไป
จากเดิม ระยะนี้ถือเปนระยะสําคัญมากที่สุด หากลูกกุงผานระยะนี้ไปไดก็มักมีอัตราการรอดตาย
สูง 

3. ลูกกุงวัยออนระยะที่สาม (mysis) 

ลูกกุงในระยะนี้มีลักษณะคลายพอแมมากขึ้น ลําตัวมองเห็นเปนสวนหัวและสวน
ทอง ขาสําหรับเดินมองเห็นชัดขึ้น เร่ิมมีขอปลอง แตการวายยังอยูในลักษณะหัวชี้ลงอยู ระยะนี้
สามารถกินโรติเฟอร (rotifer) ไรน้ําเค็ม (artemia) ไขแดง ระยะนี้ใชเวลา 3-4 วัน ลอกคราบรวม 3 
คร้ัง 

4. ลูกกุงวัยออนระยะที่สี่ 

ลูกกุงจะเริ่มวายเฉียงขึ้นเหมือนพอแม จะอยูในระยะนี้ประมาณ 7 วัน ลอกคราบ 
3 คร้ัง มีลําตัวยาว 5.56 มิลลิเมตร เร่ิมมีระยางคเกือบครบเหมือนกุงเต็มวัย 

จากกุงวัยออนระยะที่สี่นี้ ลูกกุงจะวิวัฒนาการไปเรื่อย ๆ จนเขาสูวัยรุน (juvenile) 
กุงจะอยูระยะที่สี่นี้ประมาณ 30 วัน มีความยาวประมาณ 1.2-2 เซนติเมตร หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม 
ลูกกุงในระยะนี้จะเลี้ยงตัวอยูบริเวณปาไมชายเลน หรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน ก็จะ
โตเปนกุงวัยรุน เมื่อมีอายุไดประมาณ 6 เดือน กุงจะเดินทางออกสูทะเลเพื่อผสมพันธุตอไป 

(พรรณิภา หาญวิวัฒนกิจ, 2532) 
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2.3.5 การลอกคราบ 

 กุงจําเปนตองลอกคราบเพื่อการเจริญเติบโต ทั้งนี้เพราะเปลือกกุงเปนอวัยวะที่ไม
สามารถเพิ่มขนาดไดเหมือนกับเปลือกหอยหรือกระดองเตาได ดังนั้นในการเพิ่มขนาดตัวของกุงแต
ละครั้งจึงจําเปนตองสลัดเอาเปลือกเกาทิ้งไปแลวสรางเปลือกใหมที่มีขนาดใหญกวาขึ้นมาแทน กุง
จะเร่ิมลอกคราบตั้งแตฟกออกจากไขเพียงไมกี่ชั่วโมง และจะลอกคราบไปเรื่อย ๆ ตลอดชีวิต  
กอนที่กุงจะลอกคราบจะมีการสะสมอาหารในรางกายมากกวาปกติโดยเฉพาะสารที่สรางเปลือก 
เพราะเปลือกจะตองแข็งตัวโดยเร็ว หลังจากลอกคราบแลว เมื่อกุงสลัดเปลือกออกหมด ลําตัวจะ
ขยายใหญขึ้น และเปลือกจะแข็งตัวภายใน 3-8 ชั่วโมง การลอกคราบของกุงแตละครั้งอยูภายใต
การควบคุมของระบบประสาทสวนกลางและฮอรโมนสองชนิดที่อยูในกานตา ดังนั้นถามีการตัด
กานตาออกจะทําใหกุงลอกคราบไดเร็วขึ้น แตโดยทั่วไปกุงจะลอกคราบชาหรือเร็วนั้นขึ้นอยูกับ
ปจจัยอื่น ๆ หลายอยางดวย เชน วัยของกุง อาหาร แสง และอุณหภูมิ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสม
กับกุงจะลอกคราบหางกันครั้งละประมาณ 20-30 วัน (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2532) 

2.3.6 ความแตกตางระหวางกุงกุลาดําเพศผูและเพศเมีย 

 กุงกุลาดําเปนสัตวที่มีเพศแยกกัน โดยปกติกุงเพศเมียมักจะมีขนาดใหญกวากุง
เพศผูที่อายุเทากัน การที่จะแยกไดวาเปนกุงเพศเมียหรีอกุงเพศผูไดนั้น สังเกตไดจากกุงเพศผูจะมี
พีเทสมาซึ่งพัฒนามาจากสวนของแขนงอันใน (endopod) ของระยางควายน้ําคูที่หนึ่ง พีเทสมามี
ลักษณะคลายเดือยยางแข็ง 2 อันซายขวาติดกันดวยคิวติเคิล (cuticle) บาง ๆ ทับซอนกนัทีบ่ริเวณ
โคนขา และสามารถคลี่ออกเปนแผนกวางได กุงวัยรุนเพศผูนั้นพีเทสมาจะยึดติดกับสวนโคนขา
วายน้ํา เมื่อถึงการลอกคราบครั้งสุดทายเพื่อเปนกุงโตเต็มวัย ขอบของพีเทสมาประมาณครึ่งหนึ่ง
จะแผออกติดกันตลอดอัน และมีปุมคลายติ่งทําหนาที่ชวยในการยึดติดในเวลาผสมพันธุ สวนใน
กุงเพศเมียนั้นสังเกตไดจากบริเวณสวนทองของตัวเมียจะมีติ่งแบน ๆ เรียกวาทีไลคัม มีลักษณะ
คลายลอนหรือพูเล็ก ๆ หลายอันเรียงกันอยูตรงบริเวณโคนขาเดินคูที่สี่และหา ซึ่งดานในมีถุง
สําหรับเก็บน้ําเชื้อตัวผูไวในเวลามีการ ผสมพันธุและมีทอนําไขเปดออกโคนขาเดินคูที่สาม 
(ปยะพงศ โชติพันธุ, 2529 ; พูลศิริ พฤกษกานนท, 2542 ; จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543)  
(ภาพประกอบ 2.2 และ 2.3) 
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ภาพประกอบ 2.2 ภาพจากดานทองของกุงกุลาดําแสดงขาวายน้ํา พีเทสมาและ
ทีไลคัม (บรรจง เทียนสงรัศมี, 2530) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2.3 ภาพวาดแสดงพีเทสมาของกุงกุลาดําเพศผู (ซาย) และทีไลคัม
ของกุงกุลาดําเพศเมีย (ขวา) (Farfante and Kensley, 1997) 
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2.3.7 โครงสรางภายในกานตากุงกุลาดํา 

 กุงมีตาประกอบเปนอวัยวะรับสัมผัสซึ่งประกอบดวยหองเล็ก ๆ ที่เรียกวา ออมมาทิเดีย 
(ommatidia) เปนรูปกรวยจํานวนประมาณ 2,500 หนวย แตละหนวยมีมานตา เซลลมานตา  
2 เซลล และเซลลเม็ดสี บริเวณฐานเปนเซลลที่ไวตอแสงเรียกเรตินา ติดตอไปยังสมองทาง 
เซลลประสาท การมองเห็นของกุงจึงมีเขตจํากัดในแตละออมมาทิเดียม และภาพซึ่งปรากฏแก 
ตากุงทั้งหมดนั้นจะประกอบดวยภาพเล็ก ๆ หลายภาพรวมกัน มองเห็นเปนภาพเดียว (สุรินทร 
มัจฉาชีพ, 2526) 

 ตากุงเมื่อลอกเปลือกแข็ง (exoskeleton) ภายนอกกานตาออก โครงสรางจาก
ภายนอกเขาไปจะเปนเรตินา (retina) lamina ganglionaris (L), ถัดเขาไปมีปมประสาทตา (optic 
ganglia) ซ่ึงแบงออกเปน 3 บริเวณ ไดแก medulla externa (E), medulla interna (I), และ 
medulla terminalis (T) ปมประสาทแตละบริเวณมีเซลลประสาท (neuronal cell body) ใน
บริเวณตาง ๆ ของตากุง จะทําหนาที่ผลิตฮอรโมนสงไปตามเสนใยประสาท (nerve fiber) ซึ่งปลอย
ออกและสะสมที่ตอมไซนัส (sinus gland, S) และหลั่งเขาสูกระแสเลือดหรือฮีโมลิมป 
(haemolymph) ของกุง นอกจากนี้ยังมีเสนใยประสาทเชื่อมตอไปยงัเสนประสาทตา (optic nerve, O) 
และสงเขาสูสมอง (brain) (ภาพประกอบ 2.4 และ 2.5) (จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) 
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ภาพประกอบ 2.4 ตา และ กานตา ของกุง Palaemon (Carlisle and Knowles, 
1959) 
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ภาพประกอบ 2.5 โครงสรางภายในกานตาของกุงกุลาดํา 

L =     Lamina ganglionaris   E =     Medulla externa 
I =     Medulla interna      T =     Medulla terminalis 
S =      Sinus gland      O =     Optic nerve 

(จันทรทิพย คงสินรัตนชัย, 2543) 
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2.3.8 นิวโรเปปไทดตาง ๆ ที่พบในสัตวกลุมครัสตาเชียน 

  Red pigment concentrating hormone (RPCH) เปน crustacean neuropeptide 
ตัวแรกที่ทราบโครงสรางอยางสมบูรณ โดยแยกจากกานตาของกุง Pandalus borealis (Fernlund 
and Josefsson, 1968) มีโครงสรางเปน octapeptide มวลโมเลกุลประมาณ 1000 ดาลตัน มี
บทบาทในการควบคุมรงควัตถุในการเปลี่ยนสีตัว นิวโรเปปไทดตัวตอมาคือ Pigment dispersing 
hormone (PDH) ซึ่งไดศึกษาการแยกและหาลําดับกรดอะมิโนจากกานตา Pandalus borealis 
(Fernlund, 1976) พบวาเปน octadecapeptide ทําหนาที่ควบคุมการกระจายตัวของรงควัตถุใน
โครมาโทฟอร 

  ในชวงระยะสิบปที่ผานมามีผูใหความสนใจกับ CHH, MIH และ VIH เปนอยาง
มาก โดยนิวโรฮอรโมนทั้งสามจัดอยูในเปปไทดตระกูลเดียวกัน เรียกวา CHH/MIH/VIH family ซึ่ง
มีลักษณะรวมกันดังนี้ 

1) มีซิสเตอีน 6 หนวย ในตําแหนงเดียวกัน 

2) เกิดพันธะไดซัลไฟดที่ตําแหนง C7-C43, C23-C39, C26-C52 

3) ความยาวของสายเปปไทดประกอบดวยกรดอะมิโน 72-78 หนวย 

4) มีกรดอะมิโนที่เหมือนกันอยูจํานวนมาก 

(Van Herp, 1998) 

  CHH เปนฮอรโมนที่มีอยูมากในตอมไซนัส มีบทบาทในกระบวนการเมแทบอลิซึม 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในการควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด ซึ่งโครงสรางปฐมภูมิของ CHH ตัวแรก
ศึกษาไดจาก Carcinus maenas ตอมาไดมีการแยกสกัดและศึกษาโครงสรางของ CHH ใน 
ครัสตาเชียนอีกหลายสปชีส พบวา CHH เปนสารประเภทโพลีเปปไทด ซึ่งสวนใหญประกอบดวย
กรดอะมิโนประมาณ 72 หนวย มีซิสเตอีน 6 หนวย ทําใหเกิดพันธะไดซัลไฟด 3 พันธะ มีน้ําหนัก
โมเลกุลอยูระหวาง 8,000-9,000 ดาลตัน ซึ่งขึ้นอยูกับสัตวพวกครัสตาเชียนแตละชนิด โดยมีความ
แตกตางกันในสวนประกอบและลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโน ในสัตวสปชีสเดียวกันอาจมี 
CHH ไดหลายรูปแบบ (polymorphism) เชน Homarus americanus พบ CHH 2 รูปแบบ ซึ่ง 
รูปแบบแรกมีน้ําหนักโมเลกุล 8,578 และรูปแบบที่สองมีน้ําหนักโมเลกุล 8,655 ± 25 ดาลตัน 
(Tensen et al., 1991) โครงสรางปฐมภูมิของนิวโรเปปไทดที่มีทั้ง molt-inhibiting และ 
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hyperglycemic activity อธิบายไวใน H. americanus (Chang, Prestwich and Bruce, 1990) 
และ Penaeus japonicus (Yang et al., 1996) สวน putative MIH ซึ่งมีผลในการยับยั้งการสราง 
ecdysteroid ใน Y-organ ที่เล้ียงภายในหลอดทดลอง ไดมีการศึกษาใน C. maenas (Webster, 
1991) และ Procambarus clarkii (Nagasawa et al.,1996) ขณะที่การศึกษาลําดับกรดอะมิโน
ของ VIH มีเพียงใน H. americanus (Soyez et al., 1991) และ Procambarus bouvieri (Aguilar 
et al., 1992) 

ยังมีรายงานการพบเปปไทดฮอรโมนอีกหลายชนิดในกานตาของสัตวกลุม 
ครัสตาเชียน เชน FMRFamide (Callaway, Masinovsky and Graubard, 1987 ; Keller, 1992 ; 
Schmidt and Ache, 1994), small cardioactive peptide (SCP) (Callaway, Masinovsky and 
Graubard, 1987), substance P (Schmidt and Ache, 1994), proctolin (Keller, 1992), และ 
cholecystokinin (CCK) (Turrogiano and Selverston, 1989) ซึ่งเปปไทดฮอรโมนเหลานี้อาจทํา
หนาที่เปนสารสื่อประสาท (neurotransmitter) หรือ นิวโรโมดูเลเตอร (neuromodulator) 
(Callaway, Masinovsky and Graubard, 1987 ; Keller, 1992 ; Schmidt and Ache, 1994 ; 
Turrogiano and Selverston, 1989) สําหรับแพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (pancreatic 
polypeptide, PP) และสารคลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทด (PP-like substance) นั้น มีรายงาน
การตรวจพบ การแยก การทําใหบริสุทธิ์ และการหาลําดับกรดอะมิโนของสารนี้ในสัตวมีกระดูก 
สันหลังเปนสวนใหญ สําหรับในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง มีรายงานพบในพยาธิตัวแบน, Moniezia 
expansa (Maule et al., 1991) terrestrial tubellarian, Artioposthia triangulata (Curry et al., 
1992) ปลาหมึกกลวย, Loligo vulgaris (Smart et al., 1991) proteocephalidean cestode, 
Proteocephalus pollanicola (Marks et al., 1993c) และหอยฝาเดียว, Helix aspersa (Leung 
et al., 1994) ดังไดกลาวมาแลวขางตน 

FMRFamide พบครั้งแรกจากปมประสาทของหอยสองฝา มีโครงสรางเปน 
tetrapeptide amide ประกอบดวยกรดอะมิโน 4 หนวย ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเปน Phe-Met-Arg-
Phe-NH2 และจัดเปนนิวโรเปปไทดที่มีฤทธิ์กระตุนการทํางานของหัวใจ (cardioexitatory 
neuropeptide) (Price and Greenberg, 1977) ตอมาไดมีรายงานการตรวจพบสารที่มีลักษณะ
โครงสรางคลายกับสาร FMRFamide โดยจะมีโครงสรางทางดาน C-terminal เปน –Arg-Phe-NH2 
(-RFamide) เหมือนกัน จึงทําใหพบสารนี้ไดหลายรูปแบบ ดังนั้นจึงเรียกสารเหลานี้วา สารคลาย 
FMRFamide ซึ่งสวนใหญจะพบวา สารคลาย FMRFamide มีการเรียงลําดับกรดอะมิโน 4 หนวย
ทางดาน C-terminal เปน Phe-X-Arg-Phe-NH2 โดยที่ X อาจจะเปน Met, Leu หรือ Iie ก็ได 
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(Krajniak and Price, 1990) จากการศึกษาสารคลาย FMRFamide ในสัตวตาง ๆ พบวาเปน 
นิวโรเปปไทดที่มีบทบาทตอการทํางานของระบบตาง ๆ ในรางกายคือ กระตุนการทํางานของหัวใจ 
กระตุนการหดตัวและคลายตัวของกลามเนื้อลาย และมีผลตอการทํางานของระบบหมุนเวียน
โลหิตและระบบประสาท 

สําหรับรายงานเกี่ยวกับนิวโรเปปไทดตาง ๆ ที่พบในสัตวกลุมครัสตาเชียนนี้ได
สรุปไวเปนตารางในภาคผนวก ค 



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สัตวทดลอง 

กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) อายุ 3-4 เดือน ซื้อจากบอเลี้ยงในพื้นที่อําเภอ
พระประแดง จังหวัดสมุทรปราการ 

3.2 อุปกรณและสารเคมี 

อุปกรณ 

1. ครกหินที่แชใหเย็นจัด 

2. เครื่องมือผาตัด 

3. เครื่องบดเนื้อเยื่อ (homogenizer, Janke & Kunkel) 

4. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge, Sigma Z-15) 

5. เครื่องระเหยแหง (speed vacuum concentrator, Savant) 

6. เครื่องดูดอากาศ (suction pump) พรอมอุปกรณ 

7. แผนไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane, Schleicher & Schuell) 

8. เครื่องโซนิเคเตอร (sonicator, Crest) 

9. C18 Sep-Pak cartridge (Waters) 

10. เครื่อง HPLC (high performance liquid chromatography, Gilson) 

11. คอลัมน (column) ชนิดตาง ๆ 

PrepPak C18    ขนาด 25 x 100 มิลลิเมตร (Waters) 

PrepPak C8     ขนาด 25 x 100 มิลลิเมตร (Waters) 

C8  ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร (Microsorb-MV, Rainin) 
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Cyano  ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร (Microsorb-MV, Rainin) 

12. Matrix assisted laser desorption ionization time–of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) (Bruker) 

13. Autopipette พรอม tip 

14. กลองพลาสติกมีฝาปด 

15. Measuring pipette พรอมลูกยาง 

16. ขวดรูปกรวยมีแขน (suction flask) 

17. ขวดรูปกรวย (flask) 

18. บีกเกอร (beaker) ขนาดตาง ๆ 

19. ตูแชแข็ง (Whirlpool) และ ultrafreezer (-25 °C และ -70 °C, Revco) 

20. ตูอบ (hot air oven, Memmert) 

21. เครื่องชั่ง 

22. กระบอกฉีดยา (syringe) 

23. หลอดเก็บสารพลาสติก ขนาด 5 มิลลิเมตร และ 1.5 มิลลิเมตร 
(microcentrifuge tube) 

24. เครื่องเก็บแฟรคชัน (fraction collector, BIO-RAD) 

25. หลอดพลาสติก (centrifuge tube) 

สารเคมี 

1. น้ําแข็งแหง (dry ice) 

2. Methanol (analytical grade, Merck) 

3. Acetic acid (analytical grade, Merck) 
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4. Acetonitrile (ACN, analytical grade, Merck) 

5. Acetonitrile (ACN, HPLC grade, Merck) 

6. Trifluoroacetic acid (TFA, HPLC grade, Sigma) 

7. Heptafluorobutyric acid (HFBA, HPLC grade, Sigma) 

8. Triethylamine (TEA, HPLC grade, Sigma) 

9. 0.15 M phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 (วิธีเตรียมด ู
ภาคผนวก ก) 

10. Bovine serum albumin (BSA, Sigma) 

11. 25% glutaraldehyde (Sigma) 

12. 5% blotto (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ก) 

13. 0.5% blotto 

14. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma) 

15. 30% hydrogen peroxide (H2O2) 

16. 1% cobalt chloride (CoCl2) 

17. Antibody–Rabbit anti–human PP6 antiserum 

18. Goat anti–rabbit IgG H and L chain horseradish peroxidase 
conjugate (GAR–HRP, Biorad) 

19. น้ํากลั่น 3 คร้ัง 

20. ∝-cyano–4–hydrocycinnamic acid (CCA, Sigma) 

21. Human angiotensinII (standard, Sigma) 
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3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

การทดลองประกอบดวยขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 

1. การเก็บรวบรวมกานตาของกุงกุลาดํา 

2. การเตรียมสารสกัดจากกานตา (eyestalk extract) ของกุงกุลาดํา 

3. การทําใหบริสุทธิ์ของสารคลาย  PP6 จากกานตาของกุงกุลาดําดวย
กระบวนการ Reverse phase – High Performance Liquid 
Chromatography (RP-HPLC) 

4. การตรวจหาสารคลาย PP6 ในกานตาของกุงกุลาดํา โดยใชวิธี Dot–ELISA 
(Dot–Enzyme Linked Immunosorbent Assay) หลังจากแยกดวยกระบวนการ 
RP–HPLC 

5. การหาน้ําหนักโมเลกุล โดย Matrix assisted laser desorption ionization 
time–of–flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

3.3.1 การเก็บรวบรวมกานตาของกุงกุลาดํา 

ตัดกานตาของกุงกุลาดําที่มีอายุประมาณ 3-4 เดือน จํานวน 7,500 กานตา โดย
ใชกรรไกรตัดบริเวณโคนของตากุงกุลาดําที่ยังมีชีวิตอยู แลวนําไปวางบนน้ําแข็งแหงทันที หลังจาก
นั้น นํากานตากุงที่รวบรวมไดไปเก็บรักษาไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ –70 °C จนกระทั่งถึงเวลาที่
ตองการนํามาสกัดแยกเปปไทด 

3.3.2 การเตรียมสารสกัดจากกานตา (eyestalk extract) ของกุงกุลาดํา 

นํากานตากุงที่เก็บรวบรวมไวจํานวน 7,500 กานตา มาบดเปนผงละเอียดใน
ขณะที่เย็นจัด โดยบดรวมกับน้ําแข็งแหงในครก นําผงกานตาที่ ไดมาสกัดสารจากกานตา
ดวยสารละลาย  acid alcohol (methanol : acetic acid : H2O / 90 : 1 : 9) ในปริมาณ 0.5 
มิลลิลิตรตอกานตา บดซ้ําอีกครั้งดวยเครื่อง homogenizer นําไปเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 4-6 ชั่วโมง เพื่อใหการสกัดเกิดขึ้นอยางสมบูรณ จากนั้นนําไปแยกตะกอนออกโดยใช
เครื่องปนเหวี่ยง ดวยแรงเหวี่ยง 10,000 g เปนเวลา 15 นาที แยกเอาสวนสารละลายใส 
(supernatant) เก็บไว ตะกอน (pellet) นําไปสกัดซ้ําอีกครั้งดวยสารละลาย acid alcohol ตาม
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วิธีการเดิม นําสารที่สกัดไดไประเหยเอากรดอะซิติกและเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยแหง 
(speed vacuum concentrator) แลวจึงเติม 1% trifluoroacetic acid (TFA) ในปริมาณที่ทําให
ความเขมขนของสารสกัดเปน 0.1% TFA (1 : 10 / v : v) ปนแยกตะกอนอีกครั้งดวยเครื่องเหวี่ยง 
10,000 g เปนเวลา 15 นาที แยกสวนสารละลายใสเก็บไว นําไปแยกผาน C18 Sep-Pak 
cartridgeเพื่อดูดซับสารสกัดไว จากนั้นจึงชะสารสกัดออกดวย 50% acetonitrile และ 80% 
acetonitrile ใน 0.1% TFA นําสารสกัดที่ไดไประเหยตัวทําละลาย acetonitrile ออกจนหมดดวย
เครื่องระเหยแหง แลวจึงเติมสารละลาย 80% acetonitrile ใน 0.1% TFA เพื่อปรับใหสารสกัดอยู
ในสารละลายที่มีความเขมขน 10% acetonitrile (ภาพประกอบ 3.1) (ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Sithigorngul and Stretton, 1995) 
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   Eyestalks 

Grinding 

Methanol : acetic acid : H2O (90 : 1 : 9) 

Homogenize 
       4-6 hr.4°C 

Centrifuge 
       10,000 g 15 min 4°C 

Supernatant      Pellet 
         Re-extract 

       Supernatant 

Concentrate 
       0.1% TFA 

Centrifuge 
       10,000 g 15 min 4°C 

Supernatant 

C18 Sep-Pak cartridge 
       50% ACN / 0.1% TFA 

Concentrate 
       10% ACN 

Centrifuge 

Supernatant 

HPLC 
 

  ภาพประกอบ 3.1 ข้ันตอนวิธีการเตรียมสารสกัดจากกานตาของกุงกุลาดํา 
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3.3.3 การทําใหบริสุทธิ์ของสารคลาย PP6 จากกานตาของกุงกุลาดําดวย

กระบวนการ RP-HPLC 

นําสารสกัดจากกานตาจํานวน 7,500 กานตา ประมาณ 1.5 มิลลิลิตร ไปปนดวย
เครื่องเหวี่ยง แรงเหวี่ยง 10,000 g นาน 15 นาที และแยกเอาสารละลายสวนใสไปฉีดเขาเครื่อง 
HPLC ในขั้นตอนที่ 1 

ขั้นตอนที่ 1 ใชคอลัมน PrepPak C18 ขนาด 25 x 100 มิลลิเมตร จากนั้นชะดวย
สารละลาย A (A = 0.1% TFA) และ B (B = 80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) ที่มีความเขมขน
เร่ิมตนจาก 15% จนถึง 80% ของสารละลาย B โดยมีอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ
สารละลาย B เปน 1% ตอนาที และอัตราการไหล 5 มิลลิลิตรตอนาที โดยแบงสารสกัดผาน
ค อ ลั ม น  
3 ครั้ง ครั้งละ 2,500 กานตา (0.5 มิลลิลิตร) เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนลงในหลอด
พลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร โดยเครื่องแฟรกชั่นคอลเลคเตอร (fraction collector) ทุก ๆ 1 นาที  
ติดตามสารที่ออกจากคอลัมน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร นําไป
ตรวจหาสารคลาย PP โดยใชวิธี Dot–ELISA 

ในขั้นตอนที่ 2 – ขั้นตอนที่ 6 ใชคอลัมนและตัวทําละลายตาง ๆ ดังนี้ 

กลุมที่ 1 และ 2 ในขั้นตอนที่ 2 ใชคอลัมน PrepPak C8 ขนาด 25 x 100 
มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% HFBA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% HFBA) โดยมี
ความเขมขนเร่ิมตนจาก 10% จนถึง 60% ของสารละลาย B หรือ 15% จนถึง 65% ของ 
สารละลาย B โดยมีอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารละลาย B เปน 1% ตอนาที และ
อัตราการไหลของสารละลาย 5 มิลลิลิตรตอนาที และอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ 
สารละลาย B เปน 1% ตอนาที เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนลงในหลอดพลาสติกขนาด  
5 มิลลิลิตร โดยเครื่องแฟรกชั่นคอลเลคเตอร (fraction collector) ทุก ๆ 1 นาที ติดตามสารที่ออก
จากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร นําไปตรวจหาสารคลาย PP 
โดยใชวิธี Dot–ELISA ขั้นตอนที่ 3 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร 
ชะดวยสารละลาย A (0.1% HFBA) B (80% acetonitrile ใน 0.1% HFBA) ที่ความเขมขนเริ่มตน
จาก 10% จนถึง 55% ของสารละลาย B อัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที 
และอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ขั้นตอนที่ 4 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano ขนาด  
4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% HFBA) และ B (80% acetonitrile ใน  
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0.1% HFBA) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 20% จนถึง 50% ของสารละลาย B โดยที่ความเขมขน
เร่ิมตนเปน 20-35% B จะใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 0.5% ตอนาที เพื่อ
แยกเปปไทดจากขั้นตอนที่ 3 ใหดีข้ึน ตอจากนั้นจึงใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B 
เปน 1% ตอนาที เพ่ือชะสารเปปไทดที่ตกคางออกจากคอลัมนใหหมด อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร
ตอนาที และในขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวย 
สารละลาย A (0.1% TFA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 
10% จนถึง 40% ของสารละลาย B โดยที่ความเขมขนเริ่มตนเปน 10-25% B จะใชอัตราการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 0.5% ตอนาที เพื่อแยกเปปไทดจากขั้นตอนที่ 4 ใหดีขึ้น  
ตอจากน้ันจึงใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที เพื่อชะสารเปปไทดที่
ตกคางออกจากคอลัมนใหหมด อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บสารละลายที่ออกจาก
คอลัมนลงในหลอดพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร โดยเครื่องแฟรกชั่นคอลเลคเตอร (fraction 
collector) ทุก ๆ 1 นาที ติดตามสารที่ออกจากคอลัมน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
215 นาโนเมตร นําไปตรวจหาสารคลาย PP โดยใชวิธี Dot–ELISA 

กลุมที่ 3 ในขั้นตอนที่ 2 ใชคอลัมนและระบบตัวทําละลายเชนเดียวกับกลุมที่ 2 
ข้ันตอนที่ 3 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (TEA 
0.01 M) และ B (80% acetonitrile ใน TEA 0.01 M) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 10% จนถึง  
70% ของสารละลาย B อัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที และอัตราการ
ไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ข้ันตอนที่ 4 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano ขนาด 4.6 x 250 
มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% HFBA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% HFBA) ที่
ความเขมขนเริ่มตนจาก 20% จนถึง 65% ของสารละลาย B อัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขน
ของ B เปน 1% ตอนาที ใชอัตราการไหล  1 มิลลิลิตรตอนาที ขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-
MV Cyano ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% TFA) และ B (80% 
acetonitrile ใน 0.1% TFA) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 5% จนถึง 45% ของสารละลาย B  
อัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที และอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที 
และในขั้นตอนที่ 6 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A 
(0.1% TFA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 5% จนถึง  
35% ของสารละลาย B โดยที่ความเขมขนเริ่มตนเปน 5-10% B จะใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความ
เขมขนของ B เปน 1% ตอนาที หลังจากนั้นที่ความเขมขนเปน 10-20% ใชอัตราการเปลี่ยนแปลง
ความเขมขนของ B เปน 0.5% ตอนาที เพื่อแยกเปปไทดจากขั้นตอนที่ 5 ใหดีขึ้น ตอจากนั้นจึงใช
อัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที เพื่อชะสารเปปไทดที่ตกคางออกจาก
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คอลัมนใหหมด อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที คอลัมน Microsorb-MV Cyano ขนาด  
4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% TFA) และ B (80% acetonitrile ใน  
0.1% TFA) ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 5% จนถึง 35% ของสารละลาย B โดยที่ความเขมขนเริม่ตน
เปน 5-20% B จะใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 0.5% ตอนาที เพื่อแยก 
เปปไทดจากขั้นตอนที่ 5 ใหดีขึ้น หลังจากนั้นใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน  
1% ตอนาที เพื่อชะสารเปปไทดที่ตกคางออกจากคอลัมนใหหมด อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ
นาที เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนลงในหลอดพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร โดยเครื่องแฟรกชั่น 
คอลเลคเตอร (fraction collector) ทกุ ๆ 1 นาที หรือใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano ขนาด  
4.6 x 250 มิลลิเมตร ชะดวยสารละลาย A (0.1% TFA) และ B (80% acetonitrile ใน 0.1% TFA) 
ที่ความเขมขนเริ่มตนจาก 5% จนถึง 35% ของสารละลาย B โดยที่ความเขมขนเริ่มตนเปน  
5-20% B จะใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 0.5% ตอนาที เพื่อแยกเปปไทดจาก
ข้ันตอนที่ 5 ใหดีขึ้น หลังจากนั้นใชอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ B เปน 1% ตอนาที เพื่อ
ชะสาร  เปปไทดที่ตกคางออกจากคอลัมนใหหมด อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บ
สารละลายที่ออกจากคอลัมนลงในหลอดพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร โดยเครื่องแฟรกชั่น
คอลเลคเตอร (fraction collector) ทุก ๆ 1 นาที ติดตามสารที่ออกจากคอลัมน โดยวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร นําไปตรวจหาสารคลาย PP โดยใชวิธี Dot–ELISA 

ขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ดวยกระบวนการ RP-HPLC โดยสรุปดังแสดงในตารางที ่
3.1 

การทําใหบริสุทธิ์ของสารสกัดจากกานตาในแตละขั้นตอนจะใชวิธีการ Dot-ELISA 
(Dot-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ติดตามในระหวางการทําใหบริสุทธิ์ (วิธีการ
ดัดแปลงจากวิธีการของ Sithigorngul and Stretton, 1995) 
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ตารางที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ดวยกระบวนการ RP-HPLC 

Step Column Column 
size (mm) 

Counter 
ion 

Gradient of 
acetonitrile 
(percent) 

Duration 
(minutes) 

Flow 
rate 

(ml/min) 

1. 

2. 

 

3. 

 

 

4. 

 

 

5. 

 

 

6. 

PrepPak C18 

PrepPak C8 

 

Microsorb-MV 

- Cyano 

- C8 

Microsorb-MV 

- Cyano 

 

Microsorb-MV 

- C8 

- Cyano 

Microsorb-MV 

- C8 

- Cyano 

25 x 100 

25 x 100 

 

 

4.6 x 250 

4.6 x 250 

 

4.6 x 250 

 

 

4.6 x 250 

4.6 x 250 

 

4.6 x 250 

4.6 x 250 

TFA 

HFBA 

 

 

HFBA 

TEA 

 

HFBA 

 

 

TFA 

TFA 

 

TFA 

TFA 

12-64 

8-48 

12-52 

 

8-44 

8-56 

 

16-40 

16-52 

 

8-32 

4-36 

 

4-28 

4-28 

65 

50 

50 

 

45 

60 

 

45 

45 

 

45 

40 

 

40 

45 

5 

5 

5 

 

1 

1 

 

1 

1 

 

1 

1 

 

1 

1 
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3.3.4 การตรวจหาสารคลาย PP6 ในกานตาของกุงกุลาดํา โดยใชวิธี Dot–ELISA 
(Dot–Enzyme Linked Immunosorbent Assay) หลังจากแยกดวยกระบวนการ RP–HPLC 

แบงสารละลายของแตละแฟรกชั่นประมาณ 20-540 กานตาตอจุด ที่ไดจากการ
ผานกระบวนการ RP-HPLC ผสมกับโปรตีน bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเขมขน  
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน phosphate buffered saline (PBS) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ตอจุด แลวนําไปหยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเรียงตามลําดับแฟรกชั่นที่ไดจากการผานกระบวนการ 
RP-HPLC นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่หยดสารแตละแฟรกชั่นไปอบในตูอบอุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง โดยวางแผนไนโตรเซลลูโลสไวในกลองปดฝาสนิทที่มีไอของ 
glutaraldehyde แลวนําไปแชตอในสารละลาย 0.2% glutaraldehyde เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมหิอง จากนั้นลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย น้ํากลั่น 4 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แลวนําไปบล็อค 
(block) ดวย 0.5% blotto เปนเวลา 30 นาที เพื่อเปนการปองกันการจับของแอนติบอดีบนแผน 
ไนโตรเซลลูโลสแบบไมจําเพาะ 

จากนั้นตรวจหาเปปไทดดวยวิธี indirect immumoperoxidase assay ทําโดยนํา
แผนไนโตรเซลลูโลสไปบมในสารละลาย rabbit anti-human PP6 antiserum (เจือจาง 1 : 12,000) 
เปนเวลา 8 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย 0.5% blotto  4 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แลวจึงนําไปบมตอใน 
goat anti-rabbit IgG H+L horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เจือจาง 1 : 1,000 
ดวย 5% blotto เปนเวลา 8 ชั่วโมง ลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย 0.5% blotto 4 คร้ัง คร้ังละ  
15 นาที และลางตอดวย PBS 1 คร้ัง จากนั้นนําไปทําปฏิกิริยาในสารละลายซึ่งประกอบดวย 
0.03% diamino-benzidine tetrahydrochloride (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 
0.05% cobalt chloride (CoCl2) เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นหลาย ๆ ครั้ง (ภาพประกอบ 3.2) 
นําไปตรวจดูความเขมของสีในแตละจุด โดยบริเวณที่เกิดปฏิกิริยาทางอิมมูโนกับแอนติบอดีจะ 
ปรากฎเห็นเปนจุดสีเทาแกมน้ําเงิน นําผลที่ไดจาก Dot-ELISA ไปเปรียบเทียบกับพีคที่ไดจากโคร
มาโตแกรมที่แยกดวย RP-HPLC เพื่อใชเลือกแฟรกชั่นที่จะนําไปผานกระบวนการ RP-HPLC ใน
ขั้นตอนตอไป (วิธีการดัดแปลงจากวิธีการของ Sithigorngul, Stretton and Cowden, 1991) 
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Sampling (20-100 eyestalks) + BSA (10 µg/spot) 

         Nitrocellulose membrane 
Bake 60°C 

   30 min 
Fix 0.4% Glutaraldehyde Vapor 

           8 hr 
Fix 0.2% Glutaraldehyde 

   30 min 
Wash with distilled H2O 

         4 x 15 min 
Block with 0.5% Blotto 

   30 min 
Anti-PP6 Antiserum 

           8 hr 
Wash with 0.5% Blotto 

         4 x 15 min 
GAR-HRP 

           8 hr 
Wash with 0.5% Blotto 

          4 x 15 min 

Wash with PBS 

0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 

Wash with distilled H2O 
 

 ภาพประกอบ 3.2 ขั้นตอนวิธีการของ Dot-ELISA (Dot-Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) ในการตรวจหาสารคลาย PP 

Fix Sample on 
Nitrocellulose 
membrane 

Indirect 
Immunoperoxidase 
Assay 
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3.3.5 การหาน้ําหนักโมเลกุล โดย Matrix assisted laser desorption ionization 
time–of–flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

นําแฟรกชั่นของสารเปปไทดที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทาย มาแบง 
สารละลายประมาณ 50 ไมโครลิตร แลวระเหยตัวทําละลาย acetonitrile ออกใหหมดดวยเครื่อง
ระเหยแหง จากนั้นนําไปหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเครื่อง MALDI-TOF MS ตามขั้นตอนตอไปนี้ 

1. การเตรียม matrix “film” บนแผนโลหะ (probe) 

นําสารละลายอิ่มตัวของ α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CCA) ที่
ละลายในอะซีโตนไปปนแยกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง หยดสวนที่เปนของเหลวใสลงบน probe 
ในชองสําหรับใสตัวอยาง ชองละ 1 ไมโครลิตร ทิ้งไวใหแหง 

2. การเตรียมสารตัวอยาง 

นําสารตัวอยางไปละลายใน 0.1% TFA : acetonitrile (2 : 1) ปริมาตร 
3 ไมโครลิตร แลวหยดสารตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนชองตัวอยางที่มี matrix เคลือบอยู 
ทิ้งไวใหแหง 

3. การเตรียมสารมาตรฐาน (standard) 

เตรียมสารมาตรฐาน human angiotensin II และ bovine insulin ที่มีความ
เขมขน 100 พิโคโมลตอมิลลิลิตร ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล 1,047 และ 5,734 ดาลตัน ตามลําดับ แลว
หยดสารมาตรฐาน 1 ไมโครลิตร ลงบนชองตัวอยางที่มี matrix เคลือบอยู ทิ้งไวใหแหง 

4. นําแผนโลหะเขาเครื่อง MALDI-TOF MS เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช 
linear, positive ion mode 

 



บทที่  4 
ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

4.1 การทําใหบริสุทธิ์สารคลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทดจากกานตาของกุงกุลาดําใน
ขั้นตอนแรก 

จากการนําสารสกัดจากกานตาของกุงกุลาดําจํานวน 7,500 กานตา ที่สกัดดวย
สารละลายเมทานอล-กรดอะซิติก-น้ํา ในอัตราสวน 90:1:9 มาผานกระบวนการ RP-HPLC โดยใช
คอลัมน PrepPak C18 (25 x 100 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตน
จาก 12% จนถึง 64% acetonitrile ใน 0.1% TFA โดยมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนเปน 1% 
ของ 80% acetonitrile ใน 0.1% TFA ตอนาที อัตราการไหล 5 มิลลิลิตรตอนาที เก็บแฟรกชั่น 
ทุก ๆ 1 นาที โดยแบงสารสกัดผานคอลัมน 3 คร้ัง คร้ังละประมาณ 2,500 กานตา ติดตามสารคลาย 
PP ที่ออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร ไดโครมาโตแกรม
ที่คลายกันทั้ง 3 คร้ัง ดังภาพประกอบ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 4.1 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากกานตากุงกุลาดําจํานวน2,500 กานตา 
หลังจากผานกระบวนการ RP-HPLC ขั้นตอนแรก (คอลัมน : PrepPak C18 ; ระบบตัวทําละลาย 
ACN / TFA) และแผนภูมิแทงแสดงความเขมขนของสารคลาย PP ซึ่งสรุปจาก PP 
immunoreactivity บนแผนไนโตรเซลลูโลส พบสารคลาย PP ในแฟรกชั่นที่ 19, 23, 24, 26, 27, 
32, 33 และ 36 ตัวเลขเหนือแผนภูมิแทงเปนชื่อของเปปไทดที่สามารถทําใหบริสุทธิ์จากแฟรกชั่น
กลุมตาง ๆ 
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จากนั้นเก็บแฟรกชั่นที่ผานออกจากคอลัมนทุก ๆ 1 นาที แบงสารละลายในแตละแฟรกชั่น
มาตรวจหาสารคลาย PP ดวยวิธี Dot-ELISA บนแผนไนโตรเซลลูโลส โดยใชปริมาณแตละจุด
เทียบเทากับ 20 กานตา พบการกระจายของสารคลาย PP กระจายอยูในแฟรกชั่นตาง ๆ คลายกัน
ทั้ง 3 คร้ัง คือพบในแฟรกชั่นที่ 19, 23, 24, 26, 27, 32, 33 และ 36 ดังภาพประกอบ 4.2 โดย
ในแฟรกชั่นที่ 32, 33 และ 36 เปนแฟรกชั่นที่มีสารคลาย FMRFamide เนื่องจากทําปฏิกิริยากับ 
monoclonal antibodies ตอ FLP ไดดี (ภาพประกอบ 4.3) (Sithigorngul et al., 2002) จึงแยก
ออกจากการศึกษาครั้งนี้ และในการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไปจะรวมแฟรกชั่นใกลเคียงเขา
ดวยกันโดยแบงไดเปน 3 กลุม คือ แฟรกชั่นที่ 19 (กลุมท่ี 1), แฟรกชั่นที่ 23-24 (กลุมที่ 2) และ 
แฟรกชั่นที่ 26-27 (กลุมที่ 3) ของการแยกดวย RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 1 ทั้ง 3 คร้ัง เขาดวยกัน 
(ภาพประกอบ 4.4)  

การใชวิธี Dot-ELISA ในการตรวจหาสารคลาย PP เปนวิธีที่ประมาณดวยสายตา 
โดยดูจากความเขมสีของจุดของเปปไทดมาตรฐาน FMRFamide (จีรศักดิ์ ผูปล้ืม, 2542) ที่ความ
เจือจางตาง ๆ กับความเขมสีของจุดของสารคลาย PP ที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ สําหรับในการวิจัย
นี้ยังไมสามารถประมาณปริมาณที่แนนอนของสารคลาย PP ที่บริสุทธิ์ได เนื่องจาก affinity ของ
แอนติบอดีของเปปไทดเหลานี้ตางจาก affinity ตอ FMRFamide มาตรฐานเพราะมีลําดับกรด 
อะมิโนตางกัน และจากการประมาณปริมาณของสารคลาย PP นี้จะเห็นไดวาสารที่ไดมีปริมาณ
นอยเกินกวาจะนําไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีทั่วไป 
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ภาพประกอบ 4.2  PP immunoreact iv i ty ของแฟรกชัน่ตาง ๆ ที่ไดจาก
กระบวนการ RP-HPLC ข้ันตอนแรก ในการตรวจหาสารคลาย PP ดวยวิธ ี Dot-
ELISA บนแผนไนโตรเซลลูโลส พบสารคลาย PP ในแฟรกชั่นที่ 19, 23, 24, 26, 
2 7 ,  3 2 ,  3 3 และ 3 6 
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ภาพประกอบ 4.3  FMRFamide immunoreactivity ของแฟรกชั่นตาง ๆ ที่ไดจากกระบวนการ 
RP-HPLC ขั้นตอนแรก ในการตรวจหาสารคลาย FMRFamide ดวยวิธี Dot-ELISA บนแผนไนโตร
เซลลูโลส 
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7,500 Eyestalks 

Eyestalk Extract 

    Step 1   PrepPak C18 (25 x 100 mm) 
       (ACN / TFA 15-80% B) 

 

       Group 1       Group 2         Group 3 

 

          F 19        F 23, 24          F 26, 27 

 

        PPL1         PPL2         PPL3         PPL4 

 

 

 

ภาพประกอบ 4.4 ขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ของสารคลาย PP ดวยกระบวนการ 
RP-HPLC กลุมตาง ๆ จากการแยกดวยคอลัมน : PrepPak C18 ; ระบบตัวทํา
ละลาย ACN / TFA และเปปไทดของสารคลาย PP ที่แยกไดจากแฟรกชั่นกลุม
ตาง ๆ 
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4.2 การทําใหบริสุทธิ์สารคลายแพนครีเอทิคโพลีเปปไทดจากกานตาของกุงกุลาดําใน
ขั้นตอนที่ 2 - ขั้นตอนที่ 6 

ในขั้นตอนที่ 2 จะนําแฟรกชัน่ของแตละกลุม (กลุมที ่1-3) ไปทําใหบริสุทธิ์ตอโดย
ผานกระบวนการ R P - H P L C  ในขั้นตอนตาง ๆ (ตารางที่ 3 . 1 )  ดังนี้ 

กลุมที่ 1 (ภาพประกอบ 4.5) จากการนําสารคลาย PP ที่ไดจากการแยกดวย 
RP -HPLC ในขั้นตอนแรกในแฟรกชัน่ที ่ 19  มาทําใหบริสุทธิ์ตอในข้ันตอนที่ 2  โดยใชคอลัมน 
PrepPak C8 (25 x 100 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 8%  
จนถงึ 48% acetonitrile ใน 0.1% HFBA พบการกระจายของสารคลาย PP ที่แฟรกชั่นที่ 38 และ 
39 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 33-35% ใน 0.1% HFBA) ดังภาพประกอบ 4.6 ใน 
ขั้นตอนที ่3 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่
มีความเขมขนเริ่มตนจาก 8% จนถงึ 44% acetonitrile ใน 0.1% HFBA จะพบการกระจายของ
สารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่ 39 (ในชวงความเขมขนของ acetonitri le เปน 34-35% ใน  
0.1% HFBA) ในขั้นตอนที ่ 4 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะ
ดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 16% จนถึง 40% acetonitrile จะพบการกระจาย
ของสารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที่ 33 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 26-28% ใน 
0.1% HFBA) ในขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย 
acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 8% จนถงึ 32% acetonitrile จะสามารถแยกเปปไทดของ
สารคลาย P P  ที่คาดวามีความบริสทุธิ์มากพอในแฟรกชั่นที่ 2 0  (ในชวงความเขมขนของ 
acetonitrile เปน 13-14% ใน 0.1% TFA) ปรากฏออกมาเพียงพีคเดียว (PPL1) คาความสงูของ
พีคประมาณ 13 มิลลิโวลท (ภาพประกอบ 4.7 (A)) ซึ่งเมื่อประมาณปริมาณเปปไทดของสารคลาย 
PP (PPL1) เปรียบเทียบกับความเขมของสีของจุดเปปไทดมาตรฐาน FMRFamide (จีรศักดิ์ ผูปล้ืม, 
2 5 4 2 )  ที่ความเขมขนตาง ๆ จะเทากับ 8 หนวย เมื่อใช 1 2 0 กานตา 
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Group 1 

   Step 1    PrepPak C18 (25 x 100 mm) 
       ACN / TFA (15-80% B) 

F 19 

   Step 2    PrepPak C8 (25 x 100 mm) 
       ACN / HFBA (10-60% B) 

F 38, 39 

   Step 3    Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
       ACN / HFBA (10-55% B) 

F 39 

   Step 4    Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
       ACN / HFBA (20-55% B) 

F 33 

   Step 5    Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 mm) 
       ACN / TFA (10-40% B) 

F 20 
(PPL1) 

 
ภาพประกอบ 4.5 ขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์สารคลาย PP ดวยกระบวนการ RP-
H P L C  ของสารคลาย P P  กลุมที ่ 1 
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ภาพประกอบ 4.6 โครมาแกรมของสารสกัดกลุมที่ 1 จากกานตาของกุงกุลาดําจํานวน 7,500 กาน
ตา ที่ผานกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 2 (คอลัมน : PrepPak C8 ; ระบบตัวทําละลาย 
ACN / HFBA) และแผนภูมิแทงแสดงความเขมขนของสารคลาย PP ในแฟรกชั่นที่ 38 และ 39 
ตัวเลขเหนือพีคเปนชื่อของเปปไทดที่สามารถทําใหบริสทุธิ์ได 
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         (A)      (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 4.7 โครมาโตแกรมการทําใหบริสุทธิ์ของเปปไทดในกลุมที่ 1 คือ PPL1 โดยผาน
กระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ระบบตัวทําละลาย ACN / 
TFA (A) และแมสสเปกตรัมของสารคลาย PP ; PPL1 (B) 
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กลุมที่ 2 (ภาพประกอบ 4.8) จากการนําสารคลาย PP ที่ไดจากการแยกดวย 
RP-HPLC ในขั้นตอนแรกในแฟรกชั่นที ่ 23-24 มารวมกนัและทาํใหบริสุทธิ์ตอในข้ันตอนที ่ 2 โดย
ใชคอลัมน PrepPak C8 (25 x 100 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตน
จาก 12% จนถึง 52% acetonitrile ใน 0.1% HFBA พบการกระจายของสารคลาย PP ที่แฟรกชัน่
ที่ 31 และ 32  (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 32-34% ใน 0.1% HFBA) ดัง
ภาพประกอบ 4.9 ใน ขั้นตอนที่ 3 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และ
ชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 8% จนถึง 44% acetonitrile ใน 0.1% HFBA จะ
พบการกระจายของสารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่ 35-36 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile 
เปน 31-33% ใน 0.1% HFBA) ใน ขั้นตอนที่ 4 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 
มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 16% จนถงึ 40% acetonitrile พบ
การกระจายของสารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่ 29 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน  
25-26% ใน 0.1% HFBA) ในขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 มิลลิเมตร) 
และชะดวย acetonitrile ทีม่ีความเขมขนเริ่มตนจาก 8% จนถึง 32% acetonitrile จะสามารถแยก
เปปไทดของสารคลาย PP ที่คาดวามีความบริสุทธิม์ากพอในแฟรกชั่นที ่ 27 (ในชวงความเขมขน
ของ acetonitrile เปน 16-17% ใน 0.1% TFA) ปรากฏออกมาเพียงพคีเดียว (PPL2) คาความสูง
ของพีคประมาณ 55 มิลลิโวลท (ภาพประกอบ 4.10 (A)) ซึ่งเมื่อประมาณปริมาณเปปไทดของสาร
คลาย PP (PPL2) เปรียบเทยีบกับความเขมของสีของจุดเปปไทดมาตรฐาน FMRFamide (จีรศักดิ์ 
ผูปล้ืม,  2 5 4 2 )  ที่ความเขมขนตาง ๆ จะเทากับ 1 6 หนวย เมื่อใช 1 2 0 กานตา 



 74

 

Group 2 

   Step 1    PrepPak C18 (25 x 100 mm) 
       ACN / TFA (15-80% B) 

F 23, 24 

   Step 2    PrepPak C8 (25 x 100 mm) 
       ACN / HFBA (10-60% B) 

F 31, 32 

   Step 3    Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
       ACN / HFBA (10-55% B) 

F 35, 36 

   Step 4    Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
       ACN / HFBA (20-55% B) 

F 29 

   Step 5    Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 mm) 
       ACN / TFA (10-40% B) 

F 27 
(PPL2) 

 
ภาพประกอบ 4.8 ข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์สารคลาย PP ดวยกระบวนการ RP-HPLC ของสาร
คลาย PP กลุมที่ 2 
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ภาพประกอบ 4.9 โครมาแกรมของสารสกัดกลุมที ่ 2 จากกานตาของกุงกุลาดํา
จํานวน 7,500 กานตา ที่ผานกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 2 (คอลัมน : 
PrepPak C8 ; ระบบตัวทาํละลาย ACN / HFBA) และแผนภูมิแทงแสดงความ
เขมขนของสารคลาย PP ในแฟรกชัน่ที ่ 31 และ 32 ตัวเลขเหนือพคีเปนชื่อของ

เปปไทดที่สามารถทาํใหบริสทุธิ์ได 
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         (A)      (B) 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 4.10 โครมาโตแกรมการทําใหบริสุทธิ์ของเปปไทดในกลุมที่ 2 คือ PPL2 โดยผาน
กระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 5 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ระบบตัวทําละลาย ACN / 
TFA (A) และแมสสเปกตรัมของสารคลาย PP ; PPL2 (B) 
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กลุมที ่ 3 (ภาพประกอบ 4.11) จากการนําสารคลาย PP ที่ไดจากการแยกดวย 
RP-HPLC ในขั้นตอนแรกในแฟรกชั่นที่ 26-27 มารวมกนัและทาํใหบริสุทธิ์ตอใน ขัน้ตอนที่ 2 โดย
ใชคอลัมนและระบบตัวทาํละลายเชนเดยีวกับในกลุมที่ 2  จะพบการกระจายของสารคลาย P P 
ในแฟรกชัน่ที ่ 38-41 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 37-41% ใน 0.1% HFBA) ดัง 
ภาพประกอบ 4.12 ความเขมของสารคลาย PP คอนขางสงูในทุกแฟรกชั่น จงึรวบรวมแฟรกชัน่ที่
พบสารคลาย P P  เขาดวยกันเพื่อแยกผานคอลัมนในขั้นตอนตอไป โดยรวมแฟรกชั่นที ่ 3 8  เขา
กับแฟรกชัน่ที ่39 (ก) และแฟรกชั่นที่ 40 เขากับแฟรกชัน่ที่ 41 (ข) เนือ่งจากอยูในชวงพีคที่ตางกนั 
ในขั้นตอนที ่3 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ทีม่ี
ความเขมขนเริ่มตนจาก 8% จนถึง 56% acetonitrile ใน TEA 0.01 M จาก (ก) พบการกระจาย
ของสารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่27-30 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 24-28% ใน 
TEA 0.01 M) และจาก (ข) พบการกระจายของสารคลาย PP อยูในแฟรกชัน่ที ่ 27-28 (ในชวง
ความเขมขนของ acetonitrile เปน 24-26% ใน TEA 0.01 M) ใน ขั้นตอนที ่ 4 ใชคอลัมน 
Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตน
จาก 16% จนถึง 52% acetonitrile (ก) พบการกระจายของสารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่31-33 
(ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 36-38% ใน 0.1% HFBA) และ (ข) พบการกระจายของ
สารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที ่ 38 (ในชวงความเขมขนของ acetonitri le เปน 41-42% ใน     
0.1% HFBA) ใน ขั้นตอนที ่5 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มลิลิเมตร) และชะ
ดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 4% จนถงึ 36% acetonitrile (ก) พบการกระจาย
ของ  สารคลาย PP อยูในแฟรกชั่นที่ 26 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 20-21% ใน 
0.1% TFA) และ (ข) พบการกระจายของสารคลาย PP อยูในแฟรกชัน่ที ่ 26 (ในชวงความเขมขน
ของ acetonitrile เปน 20-21% ใน 0.1% TFA) ในขั้นตอนที ่6 (ก) ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 
(4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 4% จนถงึ 28% 
acetonitrile จะสามารถแยกเปปไทดของสารคลาย PP ที่คาดวามีความบริสุทธิ์มากพอในแฟรกชัน่
ที่ 26 (ในชวงความเขมขนของ acetonitrile เปน 14-15% ใน 0.1% TFA) ปรากฏออกมาเพียงพคี
เดียว (PPL3) คาความสงูของพีคประมาณ 6 มิลลิโวลท (ภาพประกอบ 4.13 (B)) ซึ่งเมื่อประมาณ
ปริมาณเปปไทดของสารคลาย P P  ( P P L 3 )  เปรียบเทียบกับความเขมของสีของจุดเปปไทด 
มาตรฐาน FMRFamide (จีรศักดิ์ ผูปล้ืม, 2542) ที่ความเขมขนตาง ๆ จะเทากับ 16 หนวย เมื่อใช 
300 กานตา และ (ข) ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 มิลลิเมตร) และชะดวย 
acetonitrile ที่มีความเขมขนเริ่มตนจาก 4% จนถงึ 28% acetonitrile จะสามารถแยกเปปไทดของ
สารคลาย P P  ที่คาดวามีความบริสทุธิ์มากพอในแฟรกชั่นที่ 2 5  (ในชวงความเขมขนของ 
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acetonitrile เปน 14-15% ใน 0.1% TFA) ปรากฏออกมาเพียงพีคเดียว (PPL4) คาความสงูของ
พีคประมาณ 2 . 5  มิลลิโวลท (ภาพประกอบ 4 . 1 4  ( A))  ซึ่งเมื่อประมาณปริมาณเปปไทดของ 
สารคลาย PP (PPL4) เปรียบเทียบกบัความเขมของสีของจุดเปปไทดมาตรฐาน FMRFamide  
(จีรศักดิ์ ผูปล้ืม,  2 5 4 2 )  ที่ความเขมขนตาง ๆ จะเทากับ 1 6 หนวย เมื่อใช 1 2 0 กานตา 
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Group 3 
  Step 1    PrepPak C18 (25 x 100 mm) 
      ACN / TFA (15-80% B) 

F 26, 27 

Step 2  PrepPak C8 (25 x 100 mm) 
  ACN / HFBA (15-65% B) 

F 38, 39 (ก)        F40, 41 (ข) 

Step 3  Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 mm) 
  ACN / TEA (10-70% B)  

F 27-30         F27, 28 

Step 4  Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
  ACN / HFBA (20-65% B) 

F 31-33             F38 

Step 5  Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
  ACN / TFA (5-45% B) 

   F 26            F26 

Step 6  Microsorb-MV C8 (4.6 x 250 mm)  Microsorb-MV Cyano (4.6 x 250 mm) 
  ACN / TFA (10-35% B)    ACN / TFA (5-35% B) 

    F 26             F25 
  (PPL3)         (PPL4) 

ภาพประกอบ 4.11 ขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์สารคลาย PP ดวยกระบวนการ RP-HPLC 
ของสารคลาย PP กลุมที่ 3 

 



 80

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 4.12 โครมาแกรมของสารสกัดกลุมที ่3 จากกานตาของกุงกลุาดาํ
จํานวน 7,500 กานตา ที่ผานกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 2 (คอลัมน : 
PrepPak C8 ; ระบบตัวทาํละลาย ACN / HFBA) และแผนภูมิแทงแสดงความ
เขมขนของสารคลาย PP ในแฟรกชั่นที ่38 และ 39 (กลุมที ่3) และแฟรกชั่นที ่40 
และ 41 (กลุมที ่ 4) ตัวเลขเหนือพีคเปนชือ่ของเปปไทดที่สามารถทําใหบริสุทธิ์ได 
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         (A)      (B) 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 4.13 โครมาโตแกรมการทําใหบริสุทธิ์ของเปปไทดในกลุมที่ 3 คือ PPL3 
(A) โดยผานกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 6 ใชคอลัมน Microsorb-MV C8 ระบบ
ตัวทําละลาย ACN / TFA และแมสสเปกตรัมของสารคลาย PP ; PPL3 (B) 
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         (A)      (B) 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 4.14 โครมาโตแกรมการทําใหบริสุทธิ์ของเปปไทดในกลุมที่ 3 คือ PPL4 
โดยผานกระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนที่ 6 ใชคอลัมน Microsorb-MV Cyano ระบบ
ตัวทําละลาย ACN / TFA (A) และแมสสเปกตรัมของสารคลาย PP; PPL4 (B) 
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4.3 การหาน้าํหนักโมเลกลุของสารคลาย PP โดย Matrix assisted laser desorption 
i o n i z a t i o n  t i m e – o f – f l i g h t  m a s s  s p e c t r o m e t r y  ( M A L D I - T O F  M S ) 

จากการนาํตัวอยางเปปไทดของสารคลาย P P  ที่คาดวามีความบริสุทธิ์สูงไป
ตรวจหาน้ําหนักโมเลกุลโดย Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) พบเปปไทดที่มนี้ําหนกัโมเลกุลตาง ๆ กัน ดังนี ้PPL1 มีน้ําหนัก
โมเลกุล 801.5  และ 823.5 (ภาพประกอบ 4 .7  (B) ) ,  PPL2 มีน้ําหนกัโมเลกุล 1137.1  
(ภาพประกอบ 4.10 (B)), PPL3 มีน้าํหนกัโมเลกุล 1050.0 และ 1071.9 (ภาพประกอบ 4.13(B)) 
และ PPL4 มีน้ําหนกัโมเลกลุ 1165.9, 1187.9 และ 1227.9 (ภาพประกอบ 4.4(B)) ตารางที่ 4.1 
แสดงคาความแตกตางของมวลสารในแตละพีคประมาณ 22  และ 40  ดาลตัน (ซึ่งใกลเคียงกับ
น้ําหนกัของโซเดียมและโพแทสเซียม)  จึงคาดวานาจะเปนอนพุันธของสารคลาย PP  ที่มีโซเดียม
และโพแทสเซยีมเกาะอยูในปริมาณตาง ๆ ดังนั้นสารคลาย PP  ที่แยกไดจึงนาจะมีความบริสุทธิ์

เพียงพอที่จะนาํไปหาลาํดับกรดอะมิโนตอไป 
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ตารางที ่4.1 แสดงน้ําหนกัโมเลกุลของสารคลาย PP ที่ผานการทาํใหบริสุทธิด์วย 
กระบวนการ R P - H P L C 
 

สารคลาย PP น้ําหนักโมเลกุล (Dalton) ความสงูของพีค (mV) 

PPL1     F 20 

PPL2     F 27 

PPL3     F 26 

PPL4     F 25 

801.5, 823.5∗ 

1137.1 

1050.0, 1071.9∗ 

1165.9, 1187.9∗, 1227.9∗∗ 

13 

55 

6 

2.5 

 
∗ อนุพนัธของเปปไทดที่มีโซเดียม 

∗∗ อนุพนัธของเปปไทดที่มีโซเดียมและโพแทสเซียม 
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สารคลาย PP ที่ไดนี้นาจะมีรูปแบบที่แตกตางกันเนื่องจากมีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน 
มากเกินกวาที่จะเกิดจากความแปรปรวนของการหาน้ําหนักโมเลกุลโดย MALDI-TOF MS ซึ่งมี
ความคลาดเคลื่อนประมาณ 0.1% 

จากผลการวิจยันีท้าํใหทราบวาเปปไทดของสารคลาย PP ในกุงกลุาดํามีอยูหลาย
รูปแบบ และจากน้ําหนกัโมเลกุลที่ไดจงึคาดวาสารคลาย P P  ทีแ่ยกไดนี้เปนเปปไทดสายสัน้ที่
ประกอบดวยกรดอะมิโนไมเกินกวา 9 หนวย คลายกบั PYF จากสมองของปลาหมึกกลวย Loligo 
vulgaris ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกลุเปน 1093.1 ± 0.7 ดาลตัน แตมนี้ําหนกัโมเลกุลที่ตางออกไปจึงคาด
วาสารคลาย P P  ที่ไดนี้นาจะมีลําดับของกรดอะมิโนทีแ่ตกตางกนั และสามารถคาดการณไดวา
สารคลาย PP ที่แยกไดนีน้าจะมีลําดับกรดอะมิโนทางดาน C-terminus เปนไดทัง้ -RYamide 
(เชนเดียวกับ PYY, NPY และ PP) และ –RFamide (เชนเดียวกบั NPF และ PYF) เนื่องจาก
ติดตามสารคลาย PP โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลิตจากการปลูกภูมิคุมกันในกระตายดวย 
human LTRPRYamide ซึ่งมีความจําเพาะตอแอนติเจนคอนขางต่ํา จึงมีโอกาสที่จะเกิดปฏิกิริยา
ขามไดเชนเดยีวกับที่เกิดกบั FMRFamide (Leung et al., 1994) แตในการศึกษาครั้งนี้ไดแยกแฟ
รกชั่นทีพ่บสารคลาย FMRFamide ไดแกแฟรกชั่นที่ 32,33 และ 36 (Sithigorngul et al., 2002) 
ออกไปกอนแลว จึงคาดวาสารคลาย P P  ที่แยกไดไมนาจะเปนสารคลาย F M R F a m i d e 

จากตารางที่ 2.1-2.3 แสดงใหเห็นวามีการตรวจพบสารคลาย PP ในสัตวหลาย
ชนิดตั้งแตสัตวไมมีกระดูกสันหลังไปจนถึงสัตวมีกระดูกสันหลัง โดยใน proteocephalidean 
cestode, Proteocephalus pollanicola พบ NPF 2 รูปแบบ จึงเปนไปไดที่สารคลาย PP ในกุง
กุลาดําจะมีอยูหลายรูปแบบ โดยการที่พบสารคลาย PP จาํนวนนอยรูปแบบในสัตวสวนใหญอาจ
เนื่องจากกระบวนการแยกสกัด การทําใหบริสุทธิ์ และวิธีตรวจสอบที่ใชวิธี RIA เปนวิธีติดตามสาร
คลาย PP ซึ่งเปนวิธีที่สิ้นเปลืองแรงงานและสารเคมีราคาแพงจํานวนมากทําใหไมสามารถใช
วิธีนี้ติดตามการปรากฎของสารคลาย PP หลายรูปแบบในคร้ังเดียวกันได ตางจากการใชวิธี Dot-
ELISA (Sithigorngul, Stretton and Cowden, 1991) ซึ่งเปนวิธีที่งาย สะดวก ไมส้ินเปลือง 
สารเคมี ราคาถูก และสามารถรูผลภายใน 24 ชั่วโมง โดยมีความวองไวในการตรวจสอบเทียบเทา 
RIA จึงสามารถใชวิธีนี้ในการติดตามสารคลาย PP ในระหวางการทําใหบริสุทธิ์ไดหลายรูปแบบใน
เวลาเดียวกัน (Sithigorngul and Stretton, 1995) ในการวิจัยนี้จะนําเปปไทดที่แยกไดซึ่งคาดวา
บริสุทธิ์ไปวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช MALDI-TOF MS เพื่อดูวามีสารอื่นปนเปอนใน 
เปปไทดหรือไม วิธีนี้มีขอดีคือ สามารถเตรียมหลาย ๆ ตัวอยางไดพรอม ๆ กัน จึงทําใหการ
วิเคราะหสะดวก รวดเร็ว มีความไว (sensitivity) สูงจึงสามารถใชกับสารที่มีปริมาณนอยไดดี 
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เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารประกอบที่ซับซอน (complex mixture) หรือสารที่มีน้ําหนักโมเลกุล
สูง (Siuzdak, 1996) 

จากการวิจัยคาดวายังมีเปปไทดของสารคลาย PP อีกหลายรูปแบบที่ยังไม
สามารถทําใหบริสุทธิ์ได เพราะจากขั้นตอนการแยกดวยกระบวนการ RP-HPLC ยังมีแฟรกชั่นที่ให
ผลบวกตอ anti-PP antiserum บางแฟรกชั่นที่ยังไมสามารถทําใหบริสุทธิ์ได เนื่องจากมีปริมาณ
ของสารปนเปอนสูง และปริมาณของเปปไทดลดนอยลงในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์จน
ยากที่จะตรวจสอบโดยวิธี Dot-ELISA (สังเกตจากความเขมสีของจุดจางมาก) ถึงแมจะใชกานตา
จํานวนมากสําหรับวิจัยก็ตาม การที่ปริมาณของเปปไทดนอยลงอาจเกิดจากการสูญหายของ 
เปปไทดในระหวางการทําใหบริสุทธิ์ ถานําไปทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไปอาจมีปริมาณของสาร
นอยมากจนยากที่จะตรวจสอบดวยวิธี Dot-ELISA แตอยางไรก็ตามจากการวิจัยจะสังเกตพบวา
เมื่อนําแฟรกชั่นที่มีสารคลาย PP ไปผานการทําใหบริสุทธิ์มากขึ้น ความเขมสีของจุดของสารคลาย 
PP ที่ตรวจสอบดวยกระบวนการ Dot-ELISA จะลดลง จะตองใชปริมาณของสารในการตรวจสอบ
เพิ่มข้ึนเพื่อจะไดเห็นความเขมของสีของจุดของเปปไทดไดชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบดวย
กระบวนการ RP-HPLC ในขั้นตอนแรก จะเห็นวาใชปริมาณของสารในการตรวจสอบนอย 
(ประมาณ 20 กานตา) ใหผลความเขมสีของจุดสูงกวาในขั้นตอนที่ 5-6 ที่ตองใชถึง 120-300 กาน
ตา ซึ่งความเขมของสีของจุดของเปปไทดที่จางลงนี้นาจะเกิดจากการสูญหายของเปปไทดในสวน
ดานขางของพีค และสูญเสียเปปไทดจากการแบงสารละลายบางสวนไปตรวจหาสารคลาย PP ใน
ระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ ทําใหปริมาณของเปปไทดที่แยกไดลดลง และจากการตรวจดู
ลักษณะของ mass spectrum ที่ไดจากตัวอยางในแฟรกชั่นที่คาดวาแยกสารคลาย PP ไดบริสุทธิ์
นี้ พบวาในแตละแฟรกชั่นใหพีคที่มีน้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน ประมาณ 22 หรือ 40 ดาลตัน ดังนั้น
จึงคาดวาในระหวางการทําใหบริสุทธิ์อาจมีหมูโซเดียมและโพแทสเซียมมาจับ หรือเกิดการ 
oxidation ของกรดอะมิโนบางตัว อาจทําใหเปปไทดมีสมบัติในการจับกับแอนติบอดีเปลี่ยนไป จึง
ตองเพิ่มปริมาณของสารในการตรวจสอบในการทําใหบริสุทธิ์ของแตละขั้นตอน ดังนั้นจึงเปนไปได
วาอาจมีเปปไทดของสารคลาย PP อีกหลายแฟรกชั่นที่ยังไมสามารถทําใหบริสุทธิ์ได เพราะ
ปริมาณของเปปไทดที่ถูกแยกไดลดนอยลง จนความไวในการตรวจสอบดวยวิธี Dot-ELISA ลดลง
จนยากที่จะตรวจสอบได 

สําหรับรายงานเกี่ยวกับสารคลาย PP จากตอมไซนัสของกุงกุลาดํา ซึ่งพบสารคลาย PP 
เพียง 1 รูปแบบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 6897.7-6906.3 ดาลตัน (พูลศิริ พฤกษกานนท, 2542) ซึ่ง
มีน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกับสารคลาย PP ที่แยกไดจากการวิจัยในครั้งนี้ จึงคาดวาอาจ
เนื่องมาจากสารคลาย PP ที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้มาจากสวนของ ganglion อ่ืน ๆ ที่ไมใช
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ตอมไซนัสเชน ในบริเวณรอบ ๆ medulla externa (E) บริเวณระหวาง medulla interna (I) กับ 
medulla terminalis (T) และบริเวณรอบ ๆ T เปนตน ทั้งนี้เพราะจากการตรวจหาสารคลาย PP ใน
กานตาของกุงกุลาดําโดยปฏิกิริยาทางภูมิคุมกัน พบวามีเซลลประสาทในบริเวณตาง ๆ จํานวน
มากและจํานวนแปรปรวนสูงในแตละกานตา ที่ใหผลบวกตอแอนติบอดี (จันทรทิพย คงสินรัตนชยั, 
2543) นอกจากนั้นการใชสวนทั้งหมดของกานตาในการสกัดยังทําใหตองใชขั้นตอนในการทําให
บริสุทธิ์มากถึง 5-7 ข้ันตอน จึงอาจเกิดการสูญหายของเปปไทดในระหวางขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์ได 



บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

  จากการนําสารสกัดจากกานตาของกุงกุลาดําจํานวน 7,500 กานตา มาทําให
บริสุทธิ์สารคลาย PP ดวยกระบวนการ RP-HPLC 5-6 ขั้นตอน โดยใชคอลัมน C18, C8 และ 
Cyano ระบบตัวทําละลาย 3 ระบบ คือ acetonitrile / trifluoacetic acid, acetonitrile / 
heptafluorobutyric acid และ acetonitrile / triethylamine และติดตามสารคลาย PP ในระหวาง
การทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี Dot-ELISA สามารถแยกเปปไทดของสารคลาย PP ไดบริสทุธิ์ 4 แฟรกชั่น 
คือ PPL1, PPL2, PPL3 และ PPL4 ซึ่งเมื่อนําไปวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลโดย MALDI-TOF MS 
พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเปน 801.5, 1137.1, 1050.0 และ 1165.9 ดาลตัน ตามลําดับ เนื่องจาก 
แตละแฟรกชั่นที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกันจึงคาดวาเปปไทดที่แยกไดทั้ง 4 แฟรกชัน่ นาจะมี
กรดอะมิโนในสายของเปปไทดที่แตกตางกัน 

5.2 ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในครั้งนี้ เปนแนวทางในการแยกสกัดสารเปปไทดรูปแบบตาง ๆ จาก
กานตาและทราบขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์และคงสภาพอยูได ซึ่งจะทําใหการแยกสกัดสารเปปไทด
รูปแบบอื่น ๆ ทําไดรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 

การทําใหบริสุทธิ์ของสารคลาย PP ในกานตาของกุงกุลาดําแฟรกชั่นตาง ๆ เพื่อ
นําไปหาลําดับโครงสรางของกรดอะมิโน จะเปนพื้นฐานสําคัญในการศึกษาบทบาทและการทาํงาน
ของสารเหลานี้ที่มีผลตอกระบวนการทางสรีรวิทยาและการดํารงชีวิตของกุงกุลาดํา อันอาจเปน
ประโยชนตอการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําตอไปได นอกจากนี้การทราบถึงโครงสรางของสารเปปไทด
จากกานตาของกุงกุลาดํารูปแบบตาง ๆ ยังเปนพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับยีนที่ถอดรหัสใหสาร
เปปไทด เหลานี้ รวมทั้งการศึกษาถึงบทบาทการทํางานของสารเปปไทดที่มีรูปแบบตาง ๆ วามี
บทบาทแตกตางกันหรือไม และการที่มีเปปไทดคลาย ๆ กันเปนจํานวนหลาย ๆ รูปแบบมี
ความสําคัญอยางไร ซึ่งนอกจากจะใหความรูในแงวิวัฒนาการของยีนของสารเปปไทดแลว ยัง
จําเปนสําหรับการสังเคราะหเปปไทดรูปแบบตาง ๆ และการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อ
ศึกษาถึงบทบาททางสรีรวิทยาของเปปไทดตอไป 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก  ก 
การเตรียมสารเคมี 

1. สารละลาย 1% Trifluoroacetic acid (TFA) 

TFA           1 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

2. สารละลาย 1% Heptafluoroacetic acid (HFBA) 

HFBA           1 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

3. สารละลาย Trietylamine (TEA) 0.1 M pH 5.35 

TEA        1.01 กรัม 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

Acetic acid (adjust pH to 5.35) 

4. สารละลาย 0.1% TFA 

1% TFA        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย 0.1% HFBA 

1% HFBA        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

6. สารละลาย TEA 0.01 M 

TEA 0.1 M        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 
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7. สารละลาย 80% acetonitrile ใน 0.1% TFA 

acetonitrile (HPLC grade)      80 มิลลิลิตร 

1% TFA        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

8. สารละลาย 80% acetonitrile ใน 0.1% HFBA 

acetonitrile (HPLC grade)      80 มิลลิลิตร 

1% HFBA        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

9. สารละลาย 80% acetonitrile ใน TEA 0.01 M 

Acetonitrile (HPLC grade)      80 มิลลิลิตร 

TEA 0.1 M        10 มิลลิลิตร 

H2O (triple distilled water)      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

10. Phosphate Buffered Saline (PBS) 0.15 M, pH 7.2 

NaCl        8.00 กรัม 

KCl        0.20 กรัม 

KH2PO4       0.20 กรัม 

Na2HPO4       1.15 กรัม 

H2O (distiled water)       ปรับปริมาตรเปน      1,000.00 กรัม 
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11. สารละลาย Blotto 5% 

นมพรองมันเนย       5.0 กรัม 

สารละลายเมอรไธโอเลต 1%     1.0 มิลลิลิตร 

Triton X-100       0.1 มิลลิลิตร 

สารละลาย PBS 0.15 M, pH 7.2      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 

12. สารละลายสับเสตรท 

Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)    30 มิลลิกรัม 

30% Hydrogenperoxide (H2O2)     20 ไมโครลิตร 

1% Cobalt chloride (Co2Cl2)        5 มิลลิลิตร 

สารละลาย PBS 0.15 M, pH 7.2      ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 



ภาคผนวก  ข 

Dot-ELISA ของเปปไทด FMRFamide มาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(จีระศักดิ์ ผูปล้ืม, 2542) 



ภาคผนวก  ค 

ตารางการแยกและทําใหบริสุทธิ์นิวโรเปปไทดตาง ๆ ในสัตวกลุมครัสตาเชยีนตาง ๆ 

Animals Extraction Purification Detection Results References

Carcinus 
maenas 

Sinus gland 

50 mM NH4Ac 

PAGE 

Gel filtration 

Sephadex G-50 

Bioassay 

Dansylation 

Edman 
degradation

Hyperglycemic 
activity 

57 residues 

MW 6,726 Da 

Keller and 
Wonderer, 
1978 

C. maenas Sinus gland RP-HPLC DABITC-
PITC 

Cam-CHH 

72 residues 

MW 8,524 Da 

Kegel et al., 
1989 

C. maenas Sinus gland Gel filtration in vitro 

bioassay 

RIA 

putative MIH 

heat-stable 

MW 6-14 kDa 

Webster, 
1986 

C. maenas Sinus gland RP-HPLC Automated 
Edman 

degradation 

Cam-MIH 

78 residues 

MW 9,181 Da 

Webster, 
1991 

Homarus 
americanus 

Sinus gland 

0.1 N HCl 80°C 

Sep-Pak C18 
cartridge 

RP-HPLC 

PAGE 

Bioassay 

RIA 

MIH activity 

Amino acid 

MW 8,700 Da 

Chang, 
Bruce and 
Newcomb, 
1987 

H. 
americanus 

Sinus gland 

0.1 N HCl 80°C 

RP-HPLC Bioassay 

Edman 
degradation 

Hoa-MIH 

71 residues 

CHH activity 

Chang, 
Prestwich 
and Bruce, 
1990 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

H. 
americanus 

Sinus gland 

10% acetic acid 
1N HCl 85°C 

acetic acid 80°C 

RP-HPLC Bioassay 

FAB-MS 

IEF 

CHH 2 groups 

68 residues 

MW 8,633 Da 

MW 8,578 Da 

Soyez et al., 
1990 

H. 
americanus 

Sinus gland RP-HPLC Edman 
degradation 

FAB-MS 

CHH 2 groups 

72 residues 

MW 8,578 Da 

MW 8,655±25 
Da 

Tensen et 
al., 1991 

H. 
americanus 

Sinus gland 

0.1 N HCl 80°C 

RP-HPLC 

SDS-urea-PAGE 

Bioassay 

Micro 
sequencing 

Hoa-VIH 

77 residues 

MW 9,135 Da 

Soyez, 
Deijnen 
and Martin, 
1987 

Orconectes 
limosus 

Sinus gland RP-HPLC 

Gel filtration 

Edman 
degradation 

DABITC-
PITC 

Ori-CHH 

72 residues 

MW 8,400 Da 

Kegel et al., 
1991 

Procambarus 
bouvieri 

Sinus gland RP-HPLC 

SDS-PAGE 

Bioassay 

Dansylation 

CHH 

52 residues 

MW 6,042 Da 

Huberman 
and 
Aguilar, 
1986 

P. bouvieri Sinus gland SDS-PAGE Bioassay 

Dansylation 

CHH-B,    
CHH-C 

52-53 residues

MW 6-6.2 kDa 

 

 

Huberman 
and 
Aguilar, 
1988 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

P. bouvieri Sinus gland RP-HPLC 

SDS-PAGE 

in vitro 
assay 

Dansylation 

MIH activity 

53-55 residues

MW 6,243-
6,402 Da 

no Trp, His, 
Met 

Huberman 
and 
Aguilar, 
1989 

P. bouvieri Sinus gland RP-HPLC Edman 
degradation 

EI-MS 

CHH-I 

72 residues 

MW 8,388 Da 

Huberman 
et al., 1993 

P. bouvieri Sinus gland RP-HPLC Manual 
Edman 

degradation 

MALDI-TOF 
MS 

Prb-MIH 

72 residues 

MW 8,322 Da 

Aguilar et 
al., 1996 

P. bouvieri Sinus gland RP-HPLC in vitro 
bioassay 

Dansyl 
method 

Prb-VIH 

72-74 
residues 

MW 8,388±2 
Da 

Aguilar et 
al., 1992 

Procambarus 
clarkii 

Sinus gland Gel filtration 
Sephadex G-75 

RP-HPLC 

Bioassay CHH activity 

Prc-CHH-I, 
Prc-CHH-II 

72 residues 

Yasuda et 
al., 1994 

P. clarkii Sinus gland 

0.9% NaCl in  
80% ACN 

RP-HPLC in vitro 
bioassay 

RIA 

 

MIH activity Terauchi et 
al., 1996 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

P. clarkii Sinus gland RP-HPLC Edman 
degradation 

Prc-MIH 

75 residues 

Nagasawa 
et al., 1996 

P. clarkii Pericardial organ RP-HPLC RIA NRNFLRF 
amide 

MW 506.57 Da 

DRNFLRF 
amide 

MW 619.73 Da 

Mercier et 
al., 1993 

Penaeus 
japonicus 

Sinus gland 

0.9% NaCl in  
30% ACN 

RP-HPLC Bioassay Pej-CHH 

72 residues 

MW 8,353 Da 

Yang et al., 
1995 

P. japonicus Sinus gland RP-HPLC in vitro 
bioassay 

RIA 

Pej-MIH 

77 residues 

Cam-MIH 

Yang et al., 
1996 

Callinectes 
sapidus 

Pericardial organ 
and thoracic 

ganglia 

RP-HPLC RIA GYNRSFLRF
amide 

MW 1,158.34 
Da 

Krajniak, 
1991 

C. sapidus Eyestalk Gel filtration 
Sephadex G-75 

RP-HPLC 

Carboxy 
terminal 
analysis 

pEGRFamide 

MW 955.13 Da

PELGRFamide 

MW 966.12 Da

 

Yasuda, 
Naya and 
Nakanishi , 
1993 

Penaeus 
monodon 

Eyestalk RP-HPLC Dot-ELISA PFM 1-18 

MW 990-2,679 
Da 

จีระศักดิ์      
ผูปล้ืม, 
2542 
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Animals Extraction Purification Detection Results References

M. rosenbergii Eyestalk RP-HPLC Dot-ELISA DRNFLRF 
amide 

MW 966.12 Da

ADKNFLRF 
amide 

MW 1,009.19 
Da 

NYDKNFLRF 
amide 

MW 1,215.39 
Da 

APALRLRF 
amide 

MW 942.19 Da

DRTPALRLRF 
amide 

MW 1,243.40 
Da 

Sithigorngul 
et al., 1998 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวสุรีย วิเศษสมบัติ เกิดวันที่ 3 กรกฎาคม พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตรทั่วไป (ส่ิงแวดลอม) จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2540 และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตร
เทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 
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