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บทท่ี  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ปจจุบันโลกของเราประสบปญหาภาวะโลกรอน (global warming) ซ่ึงไมไดนําพามาแต

ความรอนเทานั้น แตยังนําภัยอันตรายมาดวยไมวาจะเปนภัยธรรมชาติ ส่ิงแวดลอมรวมทั้งมี
ผลกระทบตอปญหาเศรษฐกิจและสังคม และยังสงผลโดยตรงตอสุขภาพของมนุษย(1) เนื่องจาก
อุณหภูมิที่สูงขึ้นกอใหเกิดการระบาดของโรคที่ติดตอโดยแมลงเพิ่มสูงขึ้น(2) และมีผลทําใหแมลงที่
เปนพาหะเพิ่มจํานวนเร็วขึ้น ตัวการสําคัญตัวหนึ่งคือ ยุงเพศเมียสายพันธุตางๆ ซ่ึงเปนพาหะนําโรค
ระบาดรายแรงหลายชนิด ยุงแตละสายพันธุมีความจําเพาะในการเปนพาหะของโรคที่แตกตางกัน
เชน ยุงลายบาน (Aedes aegypti) พาหะนําโรคไขเลือดออก (dengue) และ ไขเหลือง (yellow fever) 
ยุงลายสวน (Ae. albopictus) พาหะนําโรคชิคุนกันยา (chikungunya) ยุงรําคาญ (Culex spp.) พาหะ
นําโรคไขสมองอักเสบ (encephalitis) ยุงกนปลอง (Anopheles spp.) พาหะนําโรคไขมาลาเรีย 
(malaria) และยุงเสือ (Mansonia spp.) พาหะนําโรคเทาชาง (elephantiasis)(3) โดยเชื้อโรคสวนใหญ
ในขณะที่อาศัยอยูในตัวยุงพาหะ เชื้อจะมีการเจริญและพัฒนาจนเปนระยะติดตอ และจะเคลื่อนที่ใป
ในอวัยวะตางๆของยุงพาหะเชน เชื้อมาลาเรีย (Plasmodiam spp.) เชื้อจะเคลื่อนที่เขาสูตอมน้ําลาย
ของยุงพาหะเปนอวัยวะสุดทายกอนถายทอดเชื้อสูคนหรือสัตว เมื่อยุงดูดกินเลือดคนหรือสัตวจะ
ปลอยน้ําลายที่มีเช้ือออกมาทําใหเกิดโรคได แตในกรณีของโรคที่มีสาเหตุมาจากหนอนพยาธิ เชน 
ฟลาเรีย (filaria) ซ่ึงกอใหเกิดโรคเทาชาง เชื้อจะอาศัยอยูบริเวณสวนอกของยุงและเคลื่อนที่สูบริเวณ
ปากของยุงเพื่อถายทอดเชื้อสูคนหรือสัตวบริเวณที่ยุงดูดกินเลือด ดังนั้นเชื้อสวนมากจึงมีโอกาสที่
จะมีปฏิสัมพันธกับตอมน้ําลายของยุงพาหะ 
 จากการศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุง เชน Ae. aegypti(4), Anopheles stephensi(5), 
An.gambiae(6), An. darlingi(7, 8), Culex pipiens(9), Cx. quinquefasciatus(10), Ae. togoi (11), Armigeres 
subalbatus(12) และ An. dirus B(13) พบวายุงแตละชนิดมีลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายที่คลายกัน
คือ ตอมน้ําลายจะอยูเปนคูบริเวณสวนอกของยุง ซ่ึงยุงเพศเมียนั้นแตละตอมจะประกอบดวย lateral 
lobe 2 lobes และ median lobe 1 lobe โดย lateral lobe แบงเปน proximal lobe และ distal lobe ถูก
แยกโดยบริเวณ narrow transitional region เซลลในบริเวณ distal lobe คลายกับบริเวณ median lobe 
ซ่ึงมีหนาที่สรางเอนไซมที่ใชในการดูดกินเลือด สวนบริเวณ proximal lobe เปนบริเวณแคบคลาย
กับตอมน้ําลายของยุงเพศผูซ่ึงมีหนาที่สรางเอนไซมที่ใชในการดูดกินน้ําตาล และบริเวณ distal lobe 
ของตอมน้ําลายยุงเพศเมียเปนบริเวณที่ใหญที่สุด(14) สําหรับยุงเพศผูลักษณะโครงสรางของตอม
น้ําลายจะประกอบดวย lateral lobe 2 lobes และ median lobe 1 lobe ซ่ึงโครงสรางและหนาที่ของ
ตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียนั้นจะแตกตางกันอยางชัดเจน โดยเพศเมียจะมีขนาดใหญกวาเพศผู 
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ทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงในตระกูล culicine(4) จะเปนเสนประกอบดวย cuticle ขยายไป
ตลอดความยาวของตอม แตในยุงตระกูล anophelines(5) จะมี cuticle เฉพาะสวนตนของทอเทานั้น
ซ่ึง cuticle ที่ทอน้ําลายนี้เช่ือวาเปนตัวขวางกั้นการถายทอดเชื้อโรคได ทอน้ําลายนี้จะตอจากตอม
น้ําลายไปตามสวนหัวของยุงและสวนปลายของทอนี้จะประกอบเปนโครงสรางของ proboscis(15) 
และในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษาในยุงเสือ (M. uniformis) เพื่อศึกษาและวิเคราะหโปรตีนจาก
ตอมน้ําลายยุงเสือ  
 ยุงในตระกูล  Mansonia(16, 17) มีลักษณะคือ บนปกมีเกล็ดขนาดใหญกวายุงชนิดอื่น ตัวสี
น้ําตาลหรือดํา ลําตัวและขาลายเหลืองสลับน้ําตาล ไขยาวรี ปลายดานหนึ่งแหลม รวมกันเปน
กระจุกคลายดอกทานตะวัน ยุงเสือเปนยุงขนาดใหญ เมื่อเทียบกับยุงรําคาญ และ ยุงลาย ชอบออก
หากินเวลากลางคืน ชุกชุมมากชวงกอนใกลรุงและตอนพลบค่ํา(18) จะพบยุงเสือมากในพื้นที่พรุเปด 
ทางจังหวัดในภาคใต(19) ยุงเสือเพศเมียหาแหลงวางไขในแหลงน้ําที่มีพืชลอยอยู ไดแก พวกจอก 
จอกหูหนู ผักตบชวา รวมทั้งแหลงนําที่มีหญาบางชนิดขึ้นอยู ลูกน้ํามีลักษณะพิเศษอยูที่ทอหายใจ 
siphon มีลักษณะรูปกรวยสั้น ปลายแหลมหยักคลายใบเลื่อยใชเจาะติดกับตนหรือรากพืชน้ํา มีล้ิน
ปดเปดแข็งแรงมาก หายใจโดยไดรับออกซิเจนจากเซลลของพืชน้ํา(20) ซ่ึงยุงเสือเปนพาหะนําโรค
เทาชาง (filariasis หรือ elephantiasis) 
 โรคเทาชางเกิดจากหนอนพยาธิที่สําคัญ คือ Wuchereria bancrofti และ Brugia malayi ซ่ึง
ในประเทศไทยนั้น โรคเทาชางยังคงจัดเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ ทั้งนี้แมวาสถานการณ
โรคเทาชางในคนไทยจะมีอัตราความชุกของโรค 0.53 ตอแสนประชากร(21) ซ่ึงเชื้อ W. bancrofti  
สวนใหญจะพบที่ภาคตะวันตกติดชายแดนไทย-พมา โดยเฉพาะจังหวัดตาก กาญจนบุรีและ
แมฮองสอน(22, 23) โดยมียุง Aedes spp. เปนพาหะหลัก สําหรับทางภาคใตจะพบเชื้อ B. malayi 
โดยเฉพาะจังหวัดนราธิวาส โดยมียุง Mansonia spp. เปนพาหะที่สําคัญไดแก M. boneae, M. dives, 
M. uniformis, M. indiana, M. annulata และ M. annulifera โดย M. boneae เปนพาหะหลักพบใน
พรุ swamp forest และ M. uniformis เปนพาหะหลักพบในพรุ open swamp สวนยุงชนิดอื่นๆเปน
พาหะรอง(24) 
 จากหลักฐานการศึกษาฟอสซิล (fossil) พบวาบทบาทระหวางองคประกอบของตอมน้ําลาย
ยุงและปรสิตมีวิวัฒนาการรวมกันมามากกวา 7 ลานป(25)  ซ่ึงตอมน้ําลายยุงมีบทบาทในการดูดซึม
และยอยอาหารจําพวกน้ําตาลและเลือด ยุงไดรับน้ําตาลจากน้ําหวานของพืชและดอกไม โดย
ระหวางที่ยุงดูดกินน้ําตาลจะปลอยเอนไซมออกมาผสมกับน้ําตาลที่ยุงดูดกินเพื่อยอยน้ําตาล(26) เชน 
Amylase I , Maltase-like I(27) ยุงเพศผูและเพศเมียนั้นตองการน้ําตาลเพื่อเปนแหลงพลังงานในการ
บิน เผาผลาญ และชวยในการขยายพันธุ(28, 29) นอกจากน้ําตาลที่เปนอาหารแลว ยังมีเลือดที่เปน
อาหารสําคัญสําหรับเพศเมียดวย โดยยุงเพศเมียจะมีการเปล่ียนแปลงที่สําคัญทางพันธุกรรม และ
ทางสรีรวิทยาใหเหมาะกับการดูดกินและยอยเลือด ซ่ึงการดูดกินเลือดของยุงเพศเมียนั้นจะได
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สารอาหารที่ชวยในการขยายพันธุ และมีการเผาผลาญเพื่อนําไปใชในการผลิตไข รวมทั้งใชเปน
แหลงพลังงานอีกดวย(30) 
 ยุงดูดกินเลือดจากคนหรือสัตวโดยใชปากแบบแทงดูด (piercing sucking mouthpart) แทง
ผานผิวหนังลงไปจนพบหลอดเลือด  จากนั้นจะเริ่มดูดกินเลือดใหเร็วที่ สุด  เพื่อหลีกเลี่ยง
กระบวนการปองกันการสูญเสียเลือดหลังจากการไดรับบาดเจ็บ (haemostasis) ที่จะเกิดขึ้นซึ่ง
กระบวนการนี้ประกอบไปดวย การรวมตัวกันของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) การหดตัวของ
หลอดเลือด (vasoconstriction) และการแข็งตัวของเลือด (blood coagulation)(31, 32) โดยยุงมีการ
ปรับตัวเพื่อใหสามารถดูดกินเลือดไดโดยท่ีตอมน้ําลายยุงจะสรางโปรตีนที่ตอตานการทํางานของ
ขบวนการ haemostasis เชน agglutinins, apyrase และ anti-FXa ซ่ึงในตอมน้ําลายยุงมีโปรตีนที่
เกี่ยวกับ platelet inhibitors, vasodilators และ anti-coagulation ทําใหเช้ือโรคใชประโยชนจาก
คุณสมบัติของโปรตีนเหลานี้ เพื่อผานติดตอเขาไปในคนหรือสัตวไดโดยงายและจํานวนมากในแต
ละครั้งที่ยุงดูดกินเลือด(33) 
 การถายทอดเชื้อโรคซึ่งตอมน้ําลายยุงเปนอวัยวะสุดทายของเชื้อโรคที่อาศัยอยู พบวา
น้ําลายที่ยุงหล่ังออกมาในขณะที่ยุงดูดกินเลือดอาจมีบทบาทที่สําคัญในการถายทอดเชื้อโรค โดย
โปรตีนในน้ําลายยุงที่หล่ังเขาสูโฮสตมีผลตอระบบภูมิคุมกันของโฮสตและทําใหเชื้อโรคสามารถ
ติดตอเขาสูโฮสตไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น(13) นอกจากการเปนพาหะนําโรคแลวยุงยังเปน
สาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดความรําคาญแกคนและสัตว ทําใหเกิดการสูญเสียเลือด เกิดอาการแพ เกิด
อาการทางผิวหนัง และอาจเกิดการติดเชื้อซํ้าเติมได อาการแพที่เกิดจากยุงกัดเปนปญหาที่พบได
บอย มีการศึกษามากมายที่แสดงใหเห็นวาการที่ยุงกัดเปนสาเหตุการแพในคน อาการแสดงที่เกิด
จากยุงกัดมีหลายระดับซ่ึงอาจพบไดตั้งแตการเกิดเปนตุมคัน ตุมน้ําใส และในบางกรณีอาจเปน
ปฏิกิริยาแพรุนแรง (anaphylaxis) จากการถูกยุงกัดไดอีกดวย (34, 35) 

การศึกษาวิเคราะหโปรตีนตางๆที่หล่ังออกมาจากตอมน้ําลายยุงจึงมีความสําคัญทําให
ทราบถึงความเปนพาหะที่แตกตางกันในการถายทอดเชื้อโรคของยุงแตละชนิด และสามารถนําไป
ศึกษาเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัยผูปวยที่มีอาการแพที่เกิดจากยุงกัดได นอกจากนี้การศึกษาตอม
น้ําลายในระดับโมเลกุลอาจนํามาอธิบายถึงกลไกที่เกี่ยวของในการบุกรุกของปรสิตและเชื้อโรค
อ่ืนๆที่มียุงเปนพาหะ (12) ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการวิคราะหเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนที่
สังเคราะหจากตอมน้ําลายของยุงเสือเพศผูและเพศเมีย รวมทั้งเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของยุง
เพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ โดยวิธี SDS–PAGE และทําการตรวจสอบ
โปรตีนที่ไดโดยยอมสีโปรตีนดวย Silver staining จากนั้นดูแถบโปรตีนของยุงเสือเพศผูและเพศ
เมีย และเพศเมียกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ รวมทั้งทํา 2D gel electrophoresis เพื่อ
เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนยุงเสือเพศผู เพศเมียกอนดูดกินเลือดและเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที 
และศึกษาชนิดของโปรตีนโดยใช Mass spectrometry (LC-MS/MS)  
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1.2 คําถามของการวิจัย 
คําถามหลัก 

รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา
ตางๆที่ศึกษาโดยวิธี SDS-PAGE มีการเปลี่ยนแปลงอยางไร 
คําถามรอง 

รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมยีที่ศึกษาดวยวิธี SDS-PAGE 
และ 2D gel electrophoresis มีความแตกตางกันอยางไร 

 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียโดยกลองจุลทรรศน 
2. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือด

ในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง โดยวิธี SDS-PAGE 
3. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียโดยวิธี SDS-PAGE  

และวิธี 2D gel electrophoresis  
4. เพื่อศึกษาชนิดของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือโดยใช Mass spectrometry (LC-MS/MS) 

 
1.4 สมมติฐาน 

1. รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียหลังดดูกินเลือดในชวงเวลาตางๆดวยวธีิ 
SDS-PAGE มีการเปลี่ยนแปลง 

2. โปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีรูปแบบโปรตีนที่แตกตางกัน เมื่อวิเคราะห
ดวยวิธี SDS-PAGE และ 2D gel electrophoresis 

 
1.5 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย  

Dissect คือการแยกตอมน้ําลายยุงโดยใชเข็ม (Dissecting needles) ในการแยกสวนหัวออก
จากสวนอกเพื่อเก็บตอมน้ําลายภายใตกลอง stereomicroscope 

Proteomics เปนวิทยาศาสตรแขนงใหมซ่ึงเกิดขึ้นหลังจากที่มีการศึกษาหาลําดับยีน
ทั้งหมดในมนุษยและส่ิงมีชีวิตอื่น มีนักวิทยาศาสตรหลายทานนําเทคโนโลยีดานโปรตีโอมิกส
มาประยุกตใชศึกษาถึงชีววิทยาและสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต รวมทั้งพยาธิสรีรวิทยาและพยาธิ
กําเนิดของโรคในผูปวย โดยมีขอมูลจากงานวิจัยแสดงใหเห็นวาโปรตีโอมิกสเปนศาสตรที่มี
คุณคาอยางยิ่ง ในงานวิจัยทางดานการแพทย นํามาสูองคความรูใหม กอใหเกิดความรูความ
เขาใจในโรคตางๆ ของมนุษยไดดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ โปรตีโอมิกสยังเปนเครื่องมือสําคัญในการ
คนหาตัวบงชี้โรค (biomarkers) เปาการรักษาชนิดใหม (new therapeutic targets) และวัคซีน
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ปองกันโรคที่ยังปองกันไมไดหรือไดผลไมดีพอ ซ่ึงทั้งหมดดังกลาวจะนํามาสูการวินิจฉัยโรคที่
รวดเร็วและแมนยํามากขึ้น ผลการรักษาที่ดีขึ้นไมมีภาวะแทรกซอน และการปองกันโรคที่มี
ประสิทธิผลมากขึ้น 

2D gel electrophoresis เปนการศึกษา Proteome โดยใชเทคนิค electrophoresis ในการ
แยกโปรตีนออกเปน 2 มิติ (2 Dimension) โดยมิติแรกนิยมใชเทคนิค Isoelectric focusing (IEF) 
ซึ่งเปนเทคนิคในการแยกสารโดยอาศัยหลักการของ isoelectric point (pI) การแยกมิติที่สอง
โดยใช Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) เปนการ
วิเคราะหโดยอาศัยหลักการแยกตามขนาดของโมเลกุล โปรตีนจะแยกออกจากกันและปรากฏ
เปนจุด (เมื่อนํามายอมดวยสี) 

Mass spectrometry (LC-MS/MS) คือเทคนิควิเคราะหทางเคมีโดยใชหลักการการเปลี่ยน
สารตัวอยางใหเปนไอออน เทคนิคนี้ใชในการหามวลโมเลกุล (molecular mass) องคประกอบ
ของธาตุและโครงสราง วิธีนี้จัดเปนเทคนิคขั้นสูงคา Sensitivity สูงสามารถวิเคราะหไดทั้งแบบ
เจาะจงและแบบทั่วไปทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ปจจุบันมีการใชงาน Mass spectrometry 
โรงงานอุตสาหกรรมสถาบันการศึกษาหองปฏิบัติการของเอกชนและในสถาบันวิทยาศาสตร
ตางๆ 

 
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทําใหทราบถึงความแตกตางของรูปแบบโปรตีนที่สังเคราะหจากตอมน้าํลายยุงเสือเพศเมีย
กอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆ 

2. เมื่อทราบความแตกตางของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือ สามารถนําขอมูลที่ไดมาศึกษา
เกี่ยวกับบทบาทในการกอโรคไดเชน อาการแพที่เกิดจากยุงกัด 

3. สามารถนําขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้เปนพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับตอมน้ําลายยุงเสือ
ตอไปไดในอนาคต 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 ลักษณะทั่วไปของยงุ 

ยุงจัดอยูใน Order Diptera เชนเดียวกับแมลงชนิดอ่ืน ๆ ที่มีปก 2 ปก ในระยะเต็มวัย คําวา 
“Diptera “มาจากรากศัพท di=สอง และ pteron = ปก ยุงจัดอยูใน Suborder Nematocera, Family 
Culicidae มีเพียง 4 Genus เทานั้นที่มีความสําคัญทางการแพทยคือ Anopheles spp., Aedes spp., 
Culex spp. และ Mansonia spp. 

ยุงเปนแมลงที่พบไดทั่วโลกแตพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน จากหลักฐานทางฟอสซิล
สามารถสันนิษฐานไดวา ยุงมีในโลกตั้งแตยุคดึกดําบรรพเมื่อประมาณ 38-54 ลานปมาแลว ปจจุบัน
มียุงประมาณ 3,450 ชนิด แตยุงสวนมากไมนําภัยอันตรายใดๆ มาสูคน มีประมาณ 100 ชนิดเทานั้น
ที่สามารถทําลายชีวิตคนได ยุงเปนแมลงที่มีขนาดเล็กโดยทั่วไปมีขนาดลําตัวยาว 4-6 มิลลิเมตร บาง
ชนิดมีขนาดเล็กมาก 2-3 มิลลิเมตร และบางชนิดอาจยาวมากกวา 10 มิลลิเมตร ยุงมีสวนหัว อก และ
ทอง มองเห็นไดอยางชัดเจนและสามารถแยกออกจากแมลงชนิดอื่นไดงาย โดยสังเกตจากรูปพรรณ
สัณฐาน ดังตอไปนี้คือ มีปากคลายงวง ยื่นยาวออกไปขางหนา และมีปกสําหรับบิน 1 คู ยุงมีวงจร
ชีวิตแบบสมบูรณ (holometabolous) ซ่ึงประกอบดวย ไข (egg) ลูกน้ํา (larva) ตัวโมง (pupa) และยุง
ตัวเต็มวัย (adult)  

นักชีววิทยาพบวา ยุงที่ดูดกินเลือดเปนยุงเพศเมียเทานั้น เพราะตองการเลือดเพื่อใชในการสราง
ไข ยุงดูดกินเลือดโดยอาศัยปากแบบแทงดูดที่แหลมเหมือนเข็มฉีดยาเจาะเขาไปในเสนเลือดใต
ผิวหนัง แลวปลอยน้ําลายออกมาเพื่อไมใหเลือดที่ยุงดูดกินแข็งตัว และถายุงนั้นเปนพาหะนําโรค 
เช้ือโรคที่แอบแฝงอยูในน้ําลายยุงก็จะเขาสูรางกายคน สวนสารเคมีที่มีในน้ําลายยุงสามารถทําให
คนที่ถูกยุงกัดรูสึกคัน ทําใหเกิดอาการแพเนื่องจากยุงกัด บางคนมีอาการแพเพียงเล็กนอย และบาง
คนอาจมีอาการแพขั้นรุนแรง (Anaphylaxis) ทําใหมีอาการหนามืดและหายใจไมออกได ลักษณะ
การเปนพาหะนําโรคตางๆสูคนและสัตว ยุงเปนแมลงพาหะทางชีวภาพคือ นําเชื้อโรคจากโฮสต 
(host) ตัวหนึ่งไปยังโฮสตอีกตัวหนึ่ง โดยที่เช้ือโรคมีการเพิ่มจํานวนหรือมีการเจริญเติบโตภายใน
รางกายของยุงดวย ยุงสามารถนําโรคไดหลายลักษณะดังนี้ นําโรคจากคนไปสูคน เชน โรค
ไขเลือดออก โรคมาลาเรีย โรคเทาชาง นําโรคจากสัตวไปสูคนเชน โรคไขสมองอักเสบของมา 
(Equine encephalitis) และนําโรคจากสัตวไปสูสัตวเชน โรคพยาธิหัวใจ (Heartworm disease)  

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษายุงในตระกูล  Mansonia(16) มีบทบาทสําคัญทางดานการเปน
พาหะนําโรคเทาชางชนิด B. malayi ทางภาคใตของประเทศไทย(19) และหลายประเทศแถบเอเซีย 
เชน ประเทศมาเลเซีย อินโดนีเซีย และชนิด M. dives มีรายงานวาเปนพาหะนําเชื้อ W. bancrofti ที่
จังหวัดกาญจนบุรี โดยยุงตระกูล Mansonia มีลักษณะดังนี้ 
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ตัวเต็มวัย มีขนาดคอนขางใหญเมื่อเทียบกับยุงสกุลอ่ืนๆที่มีความสําคัญทางการแพทย 
(ตารางที่ 2.1) ลําตัวปกคลุมดวยเกล็ดกวางใหญ ลักษณะกลมสีขาว น้ําตาล เทา ดํา สลับกันทั่ว
ใหเห็นเปนลายคลายเสือลายพาดกลอน ปกมีเกล็ดเปนแผนกวางใหญ เรียงตัวสลับกัน ขาตก
กระ Scutellum 3 พู ทุกพูมีขนยาวเปนชอ (รูปที่ 2.1) 

ไข ไขแตละใบรูปรางคลายกระสวย วางเรียงติดกันเปนกลุมคลายดอกทานตะวันติดกับ
พื้นลางของใบพืชที่แตะกับผิวน้ํา (รูปที่ 2.2) 

ลูกน้ํา มีทอหายใจ (siphon) ตรงสวนหางแตกตางอยางชัดเจนกับลูกน้ําชนิดอ่ืนๆคือ 
ทอหายใจสั้น รูปรางคลายกรวย ปลายหยักคลายฟนเลื่อย (saw–liked) แหลมคมเหมาะตอการ
เจาะหรือแทงเขาในเนื้อเยื่อพืชน้ํา เพื่อดึงออกซิเจนมาใชในการหายใจและยึดเกาะติดไดสะดวก
ในการกินอาหาร (รูปที่ 2.3) 

ตัวโมง มีทอหายใจ (trumpet) บริเวณหัวเปนหนามแหลมและแข็งสําหรับเจาะหรือแทง
พืชน้ํา (รูปที่ 2.4) ไดเชนเดียวกันลูกน้ําที่เพิ่งฟกออกจากไขใหมๆ อาจหากินอิสระไดประมาณ 
1–2 ช่ัวโมง ตอมาตองรีบยึดเกาะอาศัยรากหรือลําตนพืชน้ําเพื่อดึงออกซิเจนมาใชหายใจเชน 
พวกจอก จอกหูหนู ผักตบชวา เปนตน(20) 

วงจรชีวิตของยุงเสือจะคลายคลึงกับยุงชนิดอื่นๆ จะแตกตางกันเฉพาะระยะที่อยูในน้ําตอง
มีพืชน้ําโดยเฉพาะวัชพืชตางๆอยูเสมอ ซ่ึงวงจรชีวิตจะใชเวลาประมาณ 23-30 วัน ยุงเสือทุกชนิด
วางไขในแหลงน้ําธรรมชาติที่มีพืชน้ําจําพวกแพงพวย ผักตบชวา กก จอก แหน หญา วัชพืชตางๆ 
เพื่อใหลูกน้ําและตัวโมงยึดเกาะอาศัย สวนใหญเปนพื้นที่ภาคใตของประเทศไทยเนื่องจากเปนที่ลุม 
ฝนตกชุก ความชื้นสูง และมีแหลงน้ําขังตลอดป สามารถแบงแหลงเพาะพันธุยุงเสือได 3 แบบ ดังนี้ 

1. ปาพรุเปด (Open swamp)  
เปนแหลงน้ําขังที่พบทั่วไป เชน สระ หนอง คลอง บึง ที่มีพืชน้ํานานาชนิด และ

แสงอาทิตยสองถึงพื้นน้ํา บริเวณใกลเคียงมีตนไมพุม สําหรับยุงเกาะพักเวลากลางวัน ยุง
เสือชนิดที่ชอบแหลงเพาะพันธุแบบนี้ ไดแก M. uniformis, M.annulifera และ M.indiana 
2. ปาพรุปด (Swamp forest)  

เปนแหลงเพาะพันธุที่มีตนไมนอยใหญปกคลุมอยาง หนาแนนภายในปาอากาศ
เย็น ช้ืน น้ําขังตลอดป และแสงอาทิตยสองไมถึงพื้นน้ํา ใบพืชรวงหลนทับถมกันนานหลาย
ป นําขังใสแตสีคลํ้า ความเปนดางคอนขางสูงตัวอยางเชน ปาพรุโตะเต็ง ปาพรุบาเจาะ
จังหวัดนราธิวาส ซ่ึงมีพื้นที่ประมาณ 216,900 และ 66,450 ไร ตามลําดับ ยุงเสือที่ชอบ
แหลงเพาะพันธุแบบนี้ไดแก M. bonneae และ M.dives 
3. ขอบปา (Forest verge)  

เปนรอยตอระหวางปาเปดกับปาปด แสงอาทิตยสองถึงพื้นดินไดบาง ไมถึงพื้นดิน
บาง สามารถพบยุงเสือหลากหลายชนิด แตสวนใหญจะเปนยุง M. annulata  
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ยุงเสือพาหะนําโรคเทาชาง ซ่ึงเกิดจากหนอนพยาธิที่สําคัญคือ W. bancrofti และ B. malayi 
ซ่ึงในประเทศไทยนั้น โรคเทาชางยังคงจัดเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ สถานการณโรค
เทาชางในคนไทยจะมีอัตราความชุกของโรค 0.53 ตอแสนประชากร(21) ซ่ึงเชื้อ W. bancrofti  สวน
ใหญจะพบที่ภาคตะวันตกติดชายแดนไทย-พมา โดยเฉพาะจังหวัดตาก กาญจนบุรี และแมฮองสอน
(22, 23) โดยมียุง Aedes spp. เปนพาหะหลัก สําหรับทางภาคใตจะพบเชื้อ B. malayi โดยเฉพาะจังหวัด
นราธิวาส โดยมียุง Mansonia spp.เปนพาหะที่สําคัญไดแก M. boneae, M. dives, M. uniformis, M. 
indiana, M. annulata และ M. annulifera โดย M. boneae เปนพาหะหลักพบในปาพรุปด และ M. 
uniformis เปนพาหะหลักพบในปาพรุเปด สวนยุงชนิดอื่นๆปนพาหะรอง(24) 

 

ตารางที่ 2.1 สรุปขอแตกตางระหวางยุง 4 ชนิด 
 

ลักษณะทั่วไป Aedes Culex Anopheles Mansonia 

แหลงเพาะพันธุ 

แหลงน้ําสะอาดในบาน
ไดแก ตุมน้ํา อางน้ํา บอ
ซีเมนต ไห กระปอง กะลา 
ยางรถยนตมีน้ําขัง จานรอง
ขาตู แจกัน กาบใบพืช โพรง
ไม เปลือกผลไม ฯลฯ 

แหลงน้ําขังบนดิน 
แองหิน ทอระบายน้ํา 
น้ําครําใตถุนบาน น้ํา
ในทุงนา รอยเทาสตัว
ภาชนะขังน้ําสกปรก 
ฯลฯ 

แหลงน้ําไหลเอื่อยๆ 
คอนขางสะอาด แองหิน 
โพรงไม รวมทั้งในนาขาว 
ฯลฯ โดยมากอยูไกลตัว
เมือง ในปา ชายเขา 

บึงน้ําที่มีพืชน้ํา เชน จอก 
แหน ผักตบชวา ปาพรุที่มี
พืชน้ํา ฯลฯ 

การเกาะพัก ลําตัวขนานกับพื้น ลําตัวขนานกับพื้น 
ลําตัวและสวนทองทํามุม
กับผนังที่เกาะประมาณ 45๐ 

ลําตัวขนานกับพื้น 

รูปรางลักษณะ 

-ลําตัวมีเกล็ดขาวบน
ดานหลังสวนอก 
-ขามีปลองขาวสลบัดํา 
-ปกคอนขางใส 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากสั้น ยาวไมถึง 1/4 
ของปาก 

-ลําตัวมีสีน้ําตาล 
-ขาไมมีปลองขาว 
-ปกคอนขางใส 
-ปากตัวเมีย palpi สอง
ขางของปากสั้น ยาว
ไมถึง 1/4 ของปาก 

-ลําตัวมีสีน้ําตาลคอนขางดํา 
-ปกมีเกล็ดเห็นเปนสีซีด
สลับเขม 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากยาวเกือบเทาความ
ยาวของปาก 

-ลําตัวมีเกล็ดหยาบสีน้ําตาล
ออนๆ 
-ปกมีเกล็ดหยาบใหญ 
-ปากตัวเมีย palpi สองขาง
ของปากยาวกวาของ Culex 
เล็กนอย 

ลูกน้ํา 
ทอหายใจอวนสั้น ลอยทํามุม
กับผิวน้ํา เคลื่อนไหวแบบ
ตวัดตัว 

ทอหายใจเรียวยาว
ลอยทํามุมกับผิวน้ํา
เคลื่อนไหวเปนรูปตัว
เอส (s) 

ทอหายใจไมมี ลอยขนาน
ผิวน้ํา เคลื่อนไหวตรงๆ 
สลับไปมา 

ทอหายใจสั้นเปนฟนเลื่อย
เจาะแทงรากพืชน้ํา
เคลื่อนไหวเปนรูปตัวเอส 
(s) 

ไข 
เปนฟองเดีย่วๆ ติดตามขอบ
ภาชนะเหนือระดับน้ํา 

เปนแพลอยอยูบนผวิ
น้ํา 

เปนฟองเดีย่วๆ ลอยบนผิว
น้ําโดยมีทุนชวย 

เปนแพหรือฟองเดี่ยวใตใบ
พืชน้ําหรือลอยบนผิวน้ํา 

การออกหากิน 
เวลากลางวันในบานและใกล
บาน 

เวลาพลบค่ําตลอดถึง
เชามืด โดยมากหากิน
นอกบาน 

เวลากลางคืน นอกบาน เวลากลางคืน นอกบาน 

นําโรคสําคัญ 
ไขเลือดออกและฟลาเรีย 
ชนิด W. bancrofti 

ไขสมองอักเสบ(JE) 
และฟลาเรียชนิด  
W. bancrofti 

มาลาเรียหรือไขปาหรือไข
จับสั่น 

เทาชางชนิด B. malayi และ 
W. bancrofti 
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รูปท่ี 2.1 ตัวเตม็วัยยุงเสือ (36) 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.2 ไขยุงเสือ (37) 
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รูปท่ี 2.3 ลูกน้าํยุงเสือ (38) 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.4 ตัวโมงยุงเสือ (39) 
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2.2 โปรตีโอมกิส (Proteomics) 
Proteome คือโปรตีนทั้งหมดที่มีในรหัสพันธุกรรม สวนคําวา Proteomic เปนการศึกษา

โปรตีนในแงตางๆ ทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ เปนการศึกษาชนิด สมบัติ และหนาที่ของโปรตีน
ทั้งหมดที่มีอยูในเซลล เพื่อดูวาสารนั้นๆมีการสรางโปรตีนชนิดไหนและโปรตีนเหลานั้นมี
โครงสรางหนาที่และการทํางานรวมกันอยางไร รวมถึงจําแนกกระบวนการตางๆที่มีโปรตีน
เกี่ยวของเชน ตรวจสมมติฐานของโรค ซ่ึงการเกิดโรคเปนการแสดงออกอยางหนึ่งของโปรตีน 
นอกจากนี้โปรตีนยังเปนเปาหมายที่สําคัญในการออกฤทธิ์ของยา การรักษาโรค และ สามารถ
ประยุกตใชกับงานวิจัยทางการเกษตร โดยใชเทคนิคแยกโปรตีน 2 มิติ (Two Dimensional 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) หรือดวยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) แยกโปรตีนชนิดตางๆ ออกจากกัน แลวนําไปศึกษาวิเคราะหคนหาตอวาเปนโปรตีนชนิด
ใด ปริมาณเทาใด ดวยเทคโนโลยี Mass Spectrometer และ Bioinformatics เนื่องดวยเทคโนโลยีได
พัฒนาการกาวหนาอยางรวดเร็ว ทําใหการวิเคราะหโปรตีโอมเปนไปไดอยางรวดเร็ว มีความไว 
ความแมนยําสูง เชน การวิเคราะหหาชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค Top-down Proteomics หรือการ
ตรวจการกระจายตัวของโปรตีนบนชิ้นเนื้อเยื่อดวยเทคนิค MALDI–Tissues Imaging หรือการ
พัฒนา LC-MS/MS และ Software เพื่อตรวจหา Biomarker และชีวโมเลกุลตางๆ 

 

ตารางที่ 2.2 ความแตกตางของ genomics กับ proteomic  
 

Genomics (DNA) Proteomic (Protein) 

เปนการศึกษาที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง มีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอด 
สามารถเพิ่มจํานวนได ไมสามารถเพิ่มจํานวนได 
มีความซับซอนนอย มีความซับซอนมาก ตองมีกระบวนการ post-translation 

ความสามารถในการละลายดี ความสามารถในการละลายมีความแตกตางกัน 
 

2.2.1 Two dimension gel electrophoresis (2D-gel electrophoresis)  
ซ่ึงวิธี electrophoresis คิดคนโดย Tiselius มากวา 50 ป หลังจากนั้นป ค.ศ.1956 

Smithies และ Poulik ไดใชกระดาษ และเจลจากแปงเปน solid support เปนครั้งแรก จนถึง 
ป ค.ศ.1975 O’Farrell ไดคิดคนวิธี 2D gel electrophoresis ซ่ึงนิยมใชมาจนถึงปจจุบัน ซ่ึง
เปนเทคนิคที่ใชในการวิเคราะหโปรตีนโดยอาศัยคุณสมบัติ 2 ประการ คือ isoelectric point 
และขนาดโมเลกุลของโปรตีน โดยที่ isoelectric point คือ คา pH ที่ทําใหประจุรวมของ
โมเลกุลเปนศูนย 2D gel electrophoresis จะทําการแยกโปรตีนโดยใช gel electrophoresis 
ใน 2 มิติที่ตั้งฉากกัน โดยมิติแรกนั้นจะแยกโปรตีนในเจลที่เปน immobilized pH gradient 
gel เพื่อเปนการแยกโปรตีนที่มีคา isoelectric point ที่ตางกันออกจากกัน เรียกมิติแรกวา 



12 

isoelectric focusing และมิติที่สองเปนการแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุลโดยใชเทคนิค 
SDS-PAGE (รูปที่ 2.5) หลังจากการแยกและยอมสีแลว จะไดรูปแบบโปรตีนที่มีลักษณะ
เปนจุด (spot) กระจายอยูทั้งแผนเจล การวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี 2D gel electrophoresis นี้ 
จะไดขอมูลมากกวาการทํา SDS-PAGE เพราะนอกจากจะรูวาโปรตีนนั้นๆมีขนาดโมเลกุล
เทาใดแลว ยังไดขอมูลวาโปรตีนนั้นมีคา isoelectric point เทาไรดวย และสามารถแยก
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเทากันออกจากกันได ซ่ึงเปนขอไดเปรียบของเทคนิคนี้เมื่อเทียบ
กับเทคนิค SDS-PAGE 
 
 

 
รูปท่ี 2.5 แสดงขั้นตอนของเทคนิค 2D gel electrophoresis (40) 

 
2.2.2 liquid chromatography-mass spectrometry/ mass spectrometry 

(LC-MS และ LC-MSMS) ใชวิเคราะหองคประกอบของสารแบบใหม เปนวิธีการตรวจสอบ

องคประกอบของสารที่มีความถูกตองและแมนยํา การแยกสารดวย LC เปนกระบวนการเกิดขึ้น
ภายใตสภาวะบรรยากาศทั่วไป แตกระบวนการทํางานของ MS จะเกิดขึ้นภายใตสภาวะที่เปน
สุญญากาศเทานั้น ดังนั้นจึงมีระบบเชื่อมตอระหวางระบบของ LC และ MS ซ่ึงเรียกวา Interface 
ระบบเชื่อมตอ Interface ทําหนาที่กําจัดตัวทําละลาย ทําใหสารที่ตองการทดสอบอยูในรูปของประจุ 
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ดังนั้นรูปแบบการ Transition จาก LC ไป MS จะเปลี่ยนไปจากสถานะดังนี้ liquid เปน gas และ
เปลี่ยนประจุจาก Neutral เปน Ion เปนตน (รูปที่ 2.6) สวนประกอบของเครื่อง MS ประกอบดวย 
(รูปที่2.7) สวนผลิตไอออน (ionization source) โดยมีวิธีการเปลี่ยนสารตัวอยางหลายวิธี เชน ใช
ลําแสงอิเล็กตรอนเขาชน (electron impact) เปนตน เมื่อสารตัวอยางเปลี่ยนเปนไอออนแลวผานเขา
สูสวนวิเคราะหมวล (mass analyzer) เชน ควอดรูโพล (Quadrupole) ที่ใชคาศักยไฟฟาและคลื่น
ความถี่วิทยุในการจําแนกมวล สวนประกอบสุดทายไดแก สวนตรวจวัด (detector) ทําหนาที่เปน
ฉากรับ เมื่อไอออนมาตกกระทบจะสงขอมูลไปยังสวนประมวลผล เชนระบบคอมพิวเตอรควบคุม
เพื่อแสดงผลออกมาในกราฟที่มีช่ือเรียกเฉพาะวา แมสสเปกตรัม (Mass Spectrum) ที่มีแกนตั้งเปน
คา relative intensity และแกนนอนเปนคามวลตอประจุ (m/z) เทคนิคนี้ใชในการหามวลโมเลกุล 
(molecular mass) องคประกอบของธาตุ และโครงสรางวิธีนี้จัดเปนเทคนิคขั้นสูงคา Sensitivity สูง
สามารถวิเคราะหไดทั้งแบบเจาะจงและแบบทั่วไปทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ปจจุบันมีการใช
งาน Mass spectrometry โรงงานอุตสาหกรรมสถาบันการศึกษาหองปฏิบัติการของเอกชนและใน
สถาบันวิทยาศาสตรตางๆ 

 

 
 

รูปท่ี 2.6 แสดงขั้นตอนของเทคนิค LC-MS/MS (41) 
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รูปท่ี 2.7 แผนผังการทํางานของ LC-MS/MS (42) 
 
2.3 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.3.1 โครงสรางของตอมน้าํลายยุง 
Wright และ Janzen บรรยายวาตอมน้ําลายยุงกนปลองเพศเมียจะอยูเปนคูบริเวณ

สวนอกของยุง ซ่ึงในยุงเพศเมียนั้นแตละตอมจะประกอบดวย lateral lobe 2 lobes และ 
median lobe 1 lobe โดย lateral lobe แบงเปน proximal lobe และ distal lobe ถูกแยกโดย
บริเวณ narrow transitional region เซลลในบริเวณ distal lobe คลายกับ median lobe ซ่ึงมี
สวนรวมในการดูดกินเลือด สวนบริเวณ proximal lobe เปนบริเวณแคบคลายกับตอม
น้ําลายของยุงเพศผู ซ่ึงมีสวนรวมในการดูดกินน้ําตาลและบริเวณ distal lobe ของตอม
น้ําลายยุงเพศเมียเปนบริเวณที่ใหญที่สุด(14) ตอมา Meola และ Spielman พบวาตอมน้ําลาย
ยุง An. stephensi จะอยูเปนคูบริเวณอกขนาบขางกับหลอดอาหาร แตละตอมมี 3 lobes คือ 
lateral 2 lobes และ median 1 lobe ในยุงเพศเมีย lateral lobe แบงออกเปน 3 สวนคือ 
proximal lobe, intermediate lobe และ distal lobe สวน median lobe นั้นจะแบงออกเปน 2 
สวนคือ short neck region และ distal lobe ซ่ึงสวน proximal lobe ของแตละ lobe จะถูก
กระตุนโดย axon ที่มาจากปมประสาทซึ่งอยูระหวาง fore-gut และ mid-gut ตอมน้ําลายแต
ละ lobe จะมี central duct ที่บุดวยเยื่อบุผิวช้ันเดียว และเปดรวมกันที่ฐานของปากยุง(43) 
James และ Stark บรรยายวาตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti จะอยูเปนคู ซ่ึงโครงสรางและ
หนาที่ของตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียนั้นจะแตกตางกันอยางชัดเจน โดยเพศเมียจะมี
ขนาดใหญกวาเพศผู ทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงในตระกูล culicine(4) จะเปนเสน
ประกอบดวย cuticle ขยายไปตลอดความยาวของตอม แตในยุงตระกูล anopheline  จะมี 
cuticle เฉพาะสวนตนของทอเทานั้นซึ่ง cuticle ที่ทอน้ําลายนี้เชื่อวาเปนตัวขวางกั้นการ
ถายทอดเชื้อโรคได ทอน้ําลายนี้จะตอจากตอมน้ําลายไปตามสวนหัวของยุงและสวนปลาย
ของทอนี้จะประกอบเปนโครงสรางของ proboscis (รูปที่ 2.8)(15) 
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รูปท่ี 2.8 แสดงโครงสรางของตอมน้ําลายยุงลายบาน (Ae. aegypti) A: ตอมน้ําลายยุงเพศเมีย 1 คู 

เช่ือมตอกันดวยตอมน้ําลายหลัก บริเวณรอบๆตอมจะเห็น fat body B: ตอมน้ําลายยุงเพศเมีย 1 ขางประกอบดวย

บริเวณ DL=distal lobe, M=median lobe และ PL=proximal lobe C: ตอมย้ําลายยุงเพศผู 1 คู (15) 
 
2.3.2 โปรตีนจากตอมน้ําลายยุง 

Racioppi กลาววาในตอมน้ําลายยุงมีการสรางโปรตีนขึ้นหลายชนิดและอัตราการ
สรางโปรตีนในตอมน้ําลายจะสูงสุดในวันที่ 2 ของการเจริญเปนตัวเต็มวัย ยุงมีการสราง
โปรตีนในตอมน้ําลายสูงไปจนถึงสัปดาหที่ 2 แลวจะเริ่มลดลงในสัปดาหที่ 3(44) โดย
โปรตีนที่พบจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนิด  อายุและเพศ  โปรตีนที่ผลิตออกมามี
ความสัมพันธกับการดูดกินอาหารของยุงเชน Apyrase มีบทบาทในการดูดกินเลือดของยุง
เพศเมีย จะหล่ังออกมาเวลายุงดูดกินเลือดเปนตัวยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือด มี
การศึกษา apyrase จากตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti และ ยุง Cx. quinquefasciatus โดยใช
วิธี Immunoblot และใช anti-apyrase serum จับจําเพาะพบวามีน้ําหนักโมเลกุลเหมือนกัน
ประมาณ 70 kDa และไดมีการศึกษาในตอมน้ําลายยุง Ae. albopictus พบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 61 kDa และ α-glucosidase จะเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลจะถูกหล่ัง
ออกมามากเมื่อยุงดูดกินน้ําตาล มีการศึกษาตอมน้ําลายของยุง Ae. aegypti พบโปรตีนหลัก 
ประกอบดวย α-amylase มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 97 kDa และ α-glucosidase มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 68 kDa ซ่ึงสังเคราะหในทุก lobe ของเพศผูและที่สวน proximal 
lobe ของเพศเมีย(45) 
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จากการวิเคราะหและเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti 
และ Cx. quinquefasciatus เพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดโดยวิธี SDS-PAGE นํามา
ยอมสีโปรตีนดวยสี Coomassie Brilliant Blue พบวาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti 
เพศเมียหลังดูดกินเลือดมี 6 แถบที่ลดลงซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 35, 37, 45, 47, 70 
kDa และสูงมากกวา 118 kDa ขณะเดียวกันโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Cx. quinquefasciatus 
เพศเมียหลังดูดกินเลือดพบ 4 แถบที่ลดลงมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 20, 26, 36 และ 38 
kDa(46) โปรตีนจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti และ Ae. albopictus มีขนาดใกลเคียงกันคือ มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 97, 89, 55, 37, 30, 24 และ 18 kDa โปรตีนจากตอมน้ําลายยุงแม
ไก (Ar.  subalbatus) พบ 9 แถบหลักคือ 68, 65, 60, 55, 40, 30, 28, 21 และ 15 kDa โดย
แถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 21 kDa พบวามีการลดลงของโปรตีนหลังดูดกินเลือดซึ่ง
อาจมีบทบาทสําคัญในกระบวนการดูดกินเลือดของยุง(12) โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุง 
An. dirus B เพศเมีย พบแถบหลัก 7 แถบมีมวลโมเลกุล 63, 44, 43, 35, 33, 30 และ 18 kDa 
ในสวนของยุงเพศผูมีแถบเหมือนกับบริเวณ proximal lobe ของยุงเพศเมีย และการ
วิเคราะหดวยวิธี 2D gel electrophoresis พบมวลโมเลกุลเฉลี่ย 35 kDa ที่ PI 4 และวัด
ปริมาณโปรตีนในยุงเพศเมียอายุ 3-10 วันพบวายุงเพศเมียมีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 10 เทา
ของปริมาณโปรตีนเฉลี่ยของยุงเพศผู(13) 
2.3.3 การแสดงออกของยนีในตอมน้ําลายยุง 

ยีนที่เกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลของยุง คือ α-glucosidase, Amylase (Amy I) 
และ Maltase-like I (Mal I) จะแสดงออกในตอมน้ําลายยุงเพศผูและเพศเมียแสดงวาทั้ง 2 
ยีนจะเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล สวนยีนที่เกี่ยวของกับการดูดกินเลือด Apyrase (Apy I) 
และ D7 เปนยีนที่แสดงออกอยางจําเพาะในตอมน้ําลายยุงเพศเมีย Apyrase (Apy I) หล่ัง
โปรตีนซึ่งเปลี่ยน ATP และ ADP ใหเปน AMP และฟอสเฟต เปนเอนไซมที่ยับยั้งการ
รวมตัวของเกล็ดเลือด โดย Apyrase (ApyI) พบไดในแมลงที่ดูดกินเลือดเชน ยุง 
(mosquitoes)(47, 48) ตัวเรือด (bed bugs)(49) ร้ินดํา (Black flies)(50) เห็บ (ticks) (51, 52) หมัด 
(fleas)(53) และ ร้ินทะเล (Culicoides)(54) เปนตน มีการศึกษา Apyrase ในตอมน้ําลายยุงโดย
วัดระดับของ Apyrase(55) ในตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti ที่ติดเชื้อมาลาเรีย P. gallinaceum 
พบวาระดับของ Apyrase มีนอยกวายุงที่ไมติดเชื้อซ่ึง Apyrase จะพบมากบริเวณ distal 
lobe ของตอมน้ําลายยุงเพศเมียเทานั้น(56) ไมนานมานี้ไดมีการศึกษาทางระดับโมเลกุลของ 
เอนไซม Apyrase ในยุง An. gambiae พบวาเกิด homologue กับ ยุง Ae. aegypti  (57) และมี
การศึกษา Immunofluorescence เกี่ยวกับการกระจายตัวของเอนไซม Apyrase ในตอม
น้ําลายยุง Ae. aegypti และ Cx. quinquefasciatus(10) พบวาเอนไซมนี้มีมากที่สุดเฉพาะที่
บริเวณ distal lobe สวนในยุง Ae. albopictus แสดงใหเห็นวา Apyrase มีการกระจายที่
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แตกตางกันในยุงสองชนิดพบในบริเวณ distal lobe 80% และพบที่ median lobe อีก 
20%(58) ตอมามีการศึกษา activity ของเอนไซม Apyrase และ α-glucosidase ของยุงเพศเมีย
พบวา Apyrase พบมากที่สุดในสวนของ distal lobe แต α-glucosidase พบมากสุดที่ 
proximal lobe(13) และในสวนของยีน D7 เปนยีนที่มีการแสดงออกที่จําเพาะตอตอมน้ําลาย
ยุงพบครั้งแรกในยุง Ae. aegypti(59, 60) และตอมาพบในยุง An. gambiae ยีน D7 เปนยีนที่
จําเพาะในยุงเพศเมียแสดงออกใน median lobe และ distal lobe ของตอมน้ําลายยุงโดยยีนนี้
จะผลิตโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 37 kDa 
2.3.4 โปรตีนที่ตอตานการทํางานของขบวนการ haemostasis 

น้ําลายของแมลงที่ดูดกินเลือดมีโปรตีนที่มีหนาที่ในการตอตานขบวนการบาดเจ็บ 
(haemostatic) การอักเสบ (inflammatory) และการตอบสนองตอภูมิคุมกัน (immune-
responses) ของโฮสต และเปนส่ิงสําคัญในการชวยถายทอดเชื้อโรคจากยุงเขาสูโฮสตเชน 
เชื้อปรสิต ไวรัส และแบคทีเรีย เปนตน โปรตีนนี้ประกอบดวยโปรตีนที่เกี่ยวของกับการ
ยับยั้งการรวมตัวกันของเกล็ดเลือด (platelet inhibitors) การขยายตัวของหลอดเลือด 
(vasodilators) และการยับยั้งการแข็งตัวของเลือด (anti-coagulation) มีการศึกษาในน้ําลาย
ยุง A. albimanus พบวาไปยับยั้ง α-thrombin เพื่อไมใหเกิดการรวมตัวของเกล็ดเลือด 
(platelet aggregation)(61) ซ่ึงตอมาไดมีการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่มีสวนในการยับยั้งการ
รวมตัวของเกล็ดเลือดในแมลงที่มีการดูดกินเลือดหลายชนิดและพบวามีการยับยั้งที่
แตกตางกันในแมลงแตละชนิด (รูปที่ 2.9) และในสวนของการยับยั้งการแข็งตัวของเลือด 
(anti-coagulation) มีหลายกลไกในการปองกันการแข็งตัวของเลือดซึ่งในน้ําลายของแมลง
ที่ดูดกินเลือดที่พบบอยประกอบไปดวย factors V, Xa และ II (thrombin) การยับยั้งการ
แข็งตัวของเลือดนั้นขึ้นอยูกับกลไกของแมลงชนิดนั้นๆ (รูปที่ 2.10)(62) 

การสังเคราะหโปรตีนตางๆเหลานี้เร่ิมขึ้นเมื่อยุงกลายเปนตัวเต็มวัย แตอยางไรก็
ตามการวิเคราะหโปรตีนในยุงตางชนิดกันแสดงใหเห็นวายุงบางชนิดมีโปรตีนปรากฏใน
ตอมน้ําลายตั้งแตวันแรกที่เปนตัวเต็มวัย(63) และเจริญเต็มที่จนปรากฏโปรตีนทั้งหมดใน
วันที่ 3 หรือวันที่ 5 หลังจากเจริญเปนตัวเต็มวัย (64) 
 
เนื่องจากขอมูลเกี่ยวกับโปรตีนจากตอมน้ําลายและกระบวนการถายทอดเชื้อโรคของยุงเสอื

ยังไมมีขอมูลที่กวางขวางมากนักจึงไดจัดทํางานวิจัยชิ้นนี้ขึ้นเพื่อประโยชนในควบคุมชนิดของยุง
เสือและสามารถเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาเกี่ยวกับตอมน้ําลายยุงเสือตอไปไดในอนาคต 
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รูปท่ี 2.9 แสดงกระบวนการทํางานของน้ําลายของแมลงพาหะที่มีผลตอ platelet activation 
และ aggregation ของโฮสต: (1) เมื่อแมลงดูดกินเลือดจะทําใหโฮสตเกิดการบาดเจ็บ และกระตุน collagen (2) 

เกิดการรวมตัวของเกล็ดเลือด การแข็งตัวของเลือด และการหดตัวของหลอดเลือดเพื่อปองกันการบาดเจ็บของ
โฮสต แมลงที่ดูดกินเลือดสามารถยับยั้งการรวมตัวของเกล็ดเลือดโดยปองกันการเกิด fibrinogen โดยไปยับยั้ง
thrombin ใน An. albimanus และ Chrysops spp. หรือไปกระตุน cAMP/cGMP ใน Boophilus microplus (3) 
thromboxane A2 กระตุน Platelet และ degranulation ทําใหเกิดการหดตัวของหลอดเลือด (4) แตไมมีผลตอ 
Cimex lectularius และ Rhodnius prolixus ในการปองกันการตอบสนองตอการบาดเจ็บของโฮสตได (5) 
Rhodnius prolixus, Triatoma pallidipennis และ Chrysops spp. สามารถจับกับ ADP หรือ (6) ใช Apyrase เพื่อ
ปองกันการรวมตัวของเกล็ดเลือดใน Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus, Lutzomyia 
longipalpis, Phlebotomus papatasi, Triatoma infestans และ Cimex lectularius 
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รูปท่ี 2.10 แสดงโมเลกุลจากน้ําลายที่สามารถยับยั้งการรวมตัวของเลือด (anti-coagulation) เมื่อแมลง

ดูดกินเลือดทําใหโฮสตบาดเจ็บและเกิดกระบวนการปองกันตัวโดยเกิดการรวมตัวของเลือด (blood coagulation) 
ทั้งใน intrinsic และ extrinsic system โดยเมื่อโฮสตไดรับบาดเจ็บจากการกัดของแมลงโฮสตจะกระตุน thrombin 
เพื่อเปลี่ยน fibrinogen เปน fibrin ทําใหเกิดการรวมตัวของเลือด ดังนั้นแมลงจึงจําเปนตองยับยั้งเปาหมายที่จําเพาะ
ดังกลาวโดยแมลงแตละชนิดจะมีเปาหมายจําเพาะเชน factor IXa ใน Cimex lectularius และ Rhodnius prolixus,  
VIII ใน Rhodnius prolixus และ Triatoma infestans, Xa ใน Aedes aegypti, Culicoides variipennis, Simulium 
vittatum, Ixodes scapularis, Ixodes ricinus และ Rhipicephalus appendiculatus, V ใน Simulium vittatum และ
Triatoma infestans, VII ใน Ixodes scapularis และ thrombin ใน Anopheles albimanus, Simulium vittatum, 
Boophilus microplus, Glossina morsiatans, Triatoma pallidipennis และ Rhodnius prolixus มีผลในการยับยั้ง
หรือทําให blood-thrombin ทํางานชาลงใน An. albimanus, Simulium vittatum, Boophilus microplus, Glossina 
morsiatans, Triatoma pallidipennis และ Rhodnius prolixus) เพื่อตอบสนองตอการแข็งตัวของเลือด(coagulation) 
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ 

1. เครื่อง Eppendorf Centrifuge 5804R (Eppendorf) 
2. เครื่อง Centrifuge micro 12 (Hanilscience Industrial) 
3. ตูแชแข็ง Thermo Scientific 995 อุณหภูมิ -80 0C (Becthai) 
4. กลอง stereomicroscope SZX9 (Olympus) 
5. กลองจุลทรรศน Nikon eclipse 50i (Nikon) 
6. เครื่องกําเนิดไฟฟา Power PAC 300 (Bio-Rad) 
7. เครื่อง miniVE สําหรับ SDS-PAGE (Amersham Biosciences) 
8. เครื่อง EttanTM IPGphor IITM (Amersham Biosciences) 
9. เครื่อง ELISA Reader MULTISKAN Reader (Thermo scientific) 
10. เครื่อง Mass spectrophotometry (Waters synapt TM

 hight definition mass spectrometry 
system) 

11. โปรแกรม (Quantity one) ( BioRAD)  
12. Thermo-block TDB-120 (Biosan) 
13. เครื่องชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 2 ตําแหนง Sarterius AG (Gottingin) 
14. เครื่องปรับคาความเปนกรดดาง schott pH Meter (Schott Instrument ) 
15. ไมโครปเปตตอัตโนมัติขนาด 0.1-10, 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร และ

ทิป (tip) (Eppendorf) 
16. เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา HEV-25/50 (Hirayama) 
17. ตูอบ BE400 (Memmert) 
18. เครื่องกรองน้ํา Millipore Milli-Q plus 
19. เครื่องเขยา Rocker 25 (Labnet) 
20. เครื่องสแกน hp scanjet 3670 

 
3.2 วัสดุ 

1. สไลดขนาด 2.5x7.5 เซนติเมตร 
2. กระบอกตวงขนาด 10, 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3. กระติกน้ําแข็ง 
4. ขวดแกวสําหรับใสสารเคมี 
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5. ถุงมือยาง 
6. ที่วางหลอดทดลอง 
7. นาฬิกาจับเวลา 
8. บิกเกอรขนาด 50, 100, 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
9. ปากคีบ (forcep) 
10. หลอด flacon tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
11. หลอด microcentrifuge ขนาด1.5 มิลลิลิตร 
12. กรงยุงอลูมิเนียมขนาด 30x30x30 เซนติเมตร 
13. ถาดพลาสติกขนาด 20x30x6 เซนติเมตร 
14. โหลพลาสติกสําหรับใสลูกน้ํา และ ตัวโมงของยุง 
15. ถังมีฝาปดสําหรับเตรียมน้ําหมัก 
16. กลองพลาสติกเล็กมีฝาปด 
17. สําลี ไม และกระดาษทิชชู 
18. ผาขนาด 64x34 เซนติเมตร 
19. หลอดหยดขนาดใหญสําหรับดูดลูกน้ําและตัวโมงของยุง 
20. หลอดดูดยุงตัวเต็มวัย 
21. เข็ม (Dissecting needles) 
22. หลอดหยด (dropper) 
23. กลองพลาสติกสี่เหล่ียมสําหรับยอมเจล 
24. กระดาษแกวสีใสสําหรับทําเจลแหง 
25. กระจกขนาด 11x13 เซนติเมตร 
26. ตัวหนีบ 
27. กระดาษกรอง (filter paper) 
28. IPG strip (Amersham Biosciences) 
29. Strip holder (Amersham Biosciences) 
30. พาราฟลม (parafilm) 
31. 96 well plates (Flat bottom) (costar) 

 
3.3 สารเคมี 

3.3.1 สารเคมีท่ีใชในการทํา SDS-PAGE 
- Acrylamide PAGE 40 % (pharmacia) 
- Methylenebis acrylamide (phamacia) 
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- Tris [hydroxymethyal] aminomethane (Sigma) 
- Mercaptoethanol (pharmacia) 
- Ammonium persulphate (pharmacia) 
- SDS (pharmacia) 
- TEMED (N' -tetramethylethylenediamine) (USBTM) 
- Glycine (USBTM) 
- Glyceral (MERCK) 
- Bromophenol blue ( USBTM) 

3.3.2 สารเคมีสําหรับที่ใชสําหรับยอมสีเจล 
- Ethanol (MERCK) 
- Glacial acetic acid (MERCK) 

3.3.3 สารเคมีสําหรับที่ใชสําหรับยอมสีเจลจากชุด Kits (Pharmacia) 
- Glutardialdehyde (25%w/v) 
- Sodium thiosulphate (5% w/v) 
- Sodium acetate 

- Silver nitrate solution (2.5% w/v) 
- Formaldehyde (37% w/v) 
- Sodium carbonate 

3.3.4 สารเคมีสําหรับ IEF (Amersham Biosciences) 
- Rehydration stock 
- 1M DTT (1,4-dithiothreitol) 
- IPG Buffer 

3.3.5 สารเคมีอ่ืนๆ 
- Acetone (MERCK) 
- Acetronitrite (J.T.Baker,Whit group) 
- Ammonium bicarbonate (Sigma) 
- Methanol (MERCK)  
- 2-mercaptoethanal (GE Healthcare)  
- Tris hydroxymethyl aminomethane (USB)  
- Trypsin (Promega)  
- Water LC/MS (J.T. Baker) 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 
3.4.1 การเลี้ยงยุง (Mosquitoes rearing) เล้ียงยุงเสือโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 28±1 0C ความชื้น

สัมพัทธ 80±5% แสงสวาง 12 : 12 (สวาง : มืด) ช่ัวโมง ซ่ึงวิธีการเพาะเลี้ยงยุงเสือมีดังนี้  
1. หั่นโฟมเปนชิ้นบางเล็กๆลอยโฟมกับผิวน้ําในโหลพลาสติกสําหรับวางไข 

 

 
รูปท่ี 3.1 แสดงแผนโฟมสําหรับใหยุงวางไข 

 

2. นําโหลพลาสติกสําหรับวางไขที่เตรียมไว ใสเขาไปในกรง ที่มียุงอายุ 3-5 วันที่พรอม
จะวางไขโดยใหดูดกินเลือดจากหนูเปนเวลา 30-60 นาที  

 

 
รูปท่ี 3.2 แสดงกรงยุงสําหรับใหยุงวางไข 

 

3. นําโหลพลาสติกที่มีไขติดอยูที่โฟม นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 25±20C สังเกตดูแพไขที่ยุง
วางไว จนกระทั่งออกเปนลูกน้ํา ระยะเวลาประมาณ 5-6 วัน 

4. ทําน้ําหมักโดยใชมูลหนูตะเภาอบแหงแลวปนเปนผง 3 ชอนโตะ ผสมน้ํา 2 ลิตร หมัก
ไว 3-5 วัน หลังจากนั้นนําน้ําหมัก 3 สวน ผสมน้ํา 1 สวนใสในโหลพลาสติกใหญ และ
ใสพืชน้ําแพงพวยที่สะอาด เพื่อปองกันการปนเปอน  
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รูปท่ี 3.3 แสดงลักษณะของพืชน้ําแพงพวย 

 

5. ถายตัวออนลูกน้ํา 200-300 ตัว ลงโหลพลาสติกใหญที่มนี้ําหมักและพชืน้ําแพงพวย 
 

 
รูปท่ี 3.4 แสดงโหลพลาสติกสําหรับเลี้ยงลูกน้ําจนกระทั่งกลายเปนตวัโมง 

 

6. ใหอาหาร 10% ยีสต 3 หรือ 4 ครั้งตอสัปดาห จนกระทั่งเจริญเปนระยะตัวโมงซึ่งระยะ
นี้จะไมกินอาหาร 

7. แยกตัวโมงใสโหลใหมที่มีน้าํสะอาดและมพีืชน้ําแพงพวยที่สะอาด 
8. เมื่อเจริญเปนตัวเต็มวัยสามารถแยกเพศผูและเพศเมียไดโดยอาศัยลักษณะของหนวด

และปากยุงเพศผูจะมีหนวดใหญเปนพุม ปากจะแตกเปน 3 งามเพื่อไวดูดน้ําหวาน 
ในขณะที่เพศเมียปากจะตรงและแข็งแรงเพื่อไวสําหรับดูดกินเลือด มีหนวดที่เล็ก และ
ส้ันกวา  
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รูปท่ี 3.5 แสดงลักษณะหนวดของยุงเพศผู (ซาย) และ เพศเมีย (ขวา) 
 

9. ใหอาหารคือ 10% ซูโครสซึ่งเปนแหลงพลังงาน โดยเท 10% ซูโครสลงบนแทงสําลีที่
เตรียมไวพอประมาณ ใสไวในกรง เพื่อใหยุงดูดกินน้ําตาลได 

 

 
รูปท่ี 3.6 แสดงแทงสําลี 10% ซูโครส 

 

3.4.2 ขนาดของประชากรตัวอยาง 
ใชยุงเสือเพศผู 180 ตัว และยุงเสือเพศเมีย 190 ตัว 

3.4.3 การเก็บตัวอยาง 
1. สุมยุงเสือในกรงเพศผูและเพศเมียอยางละ 5 ตัวมา dissect เพื่อเลือกตอมน้ําลายที่

สมบูรณที่สุดอยางละ 1 คูเพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุง 
2. สุมยุงเสือในกรงเพศเมียอยางละ 15 ตัว เพศผูจํานวน 80 ตัว เพื่อทําการ dissect ตอม

น้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศเมียจํานวน 10 คูกอนและหลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง 

3. สุมยุงเสือในกรงเพศเมียและเพศผูอยางละ 15 ตัว เพศผูเพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลาย
ยุงเพศผูและเพศเมียอยางละ 10 คู เพื่อวัดความเขมขนของปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

4. สุมยุงเสือในกรงเพศผูจํานวน 80 ตัว เพศเมียกอนดูดกินเลือด 25 ตัว และเพศเมียหลัง
ดูดกินเลือดทันที 25 ตัว เพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศ
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เมียอยางละ 20 คู เพื่อทํา 2D gel electrophoresis และเลือกจุดที่สนใจเพื่อหาชนิดของ
โปรตีนโดย Mass spectrometry (LC-MS/MS) 

3.4.4 การ Dissect(65) ตอมน้ําลายยงุเสือ 
3.4.4.1 การ Dissect ตอมน้ําลายยุงเสือเพื่อศึกษาโครงสรางของตอมน้าํลายยุง 

1. เตรียมอุปกรณเตรียมอุปกรณสําหรับ dissect ตอมน้ําลายยุง อุปกรณทุกชนิดตอง
เช็ดดวย 70% Ethanol 

2. เตรียมยุงโดยสุมยุงเสือในกรงเพศผูและเพศเมียอยางละ 5 ตัวมา dissect เพื่อเลือก
ตอมน้ําลายที่สมบูรณที่สุดอยางละ 1 คู  

3. ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงภายใตกลอง stereomicroscope และใชหลอดหยด 
(dropper) หยด 1xPBS (แชในน้ําแข็ง) 1 หยดลงบนกระจกสไลด 

4. เมื่อไดตอมน้ําลายที่สมบูรณที่สุดแลว ถายรูปเก็บไวดวยกลองดิจิตอล (Sony 
cybershot T70) และนําไปดูดวยกลองจุลทรรศนที่ตอกลองดิจิตอล (Nikon, Japan) 
เพื่อถายภาพเปรียบเทียบดูลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุง 

3.4.4.2 การ Dissect ตอมน้ําลายยุงเสือเพื่อทํา SDS-PAGE 
1. เตรียมอุปกรณสําหรับ dissect ตอมน้ําลายยุง โดยอุปกรณทุกชนิดจะตองเช็ดดวย 

70% Ethanol 
2. เตรียมยุงโดยสุมยุงเสือในกรงเพศเมียอยางละ 15 ตัว เพศผูจํานวน 80 ตัวใสกลอง

พลาสติกที่มีฝาปด เพื่อทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู และเพศเมยี
จํานวน 10 คูกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 
ช่ัวโมง โดยทําใหยุงสลบในน้ําแข็ง 

3. วางกระจกสไลดที่สะอาดลงบนกลอง stereomicroscope และใชหลอดหยด 
(dropper) หยด 1xPBS (แชในน้ําแข็ง) 1 หยดลงบนกระจกสไลด 

4. คีบยุงที่สลบแลววางบนกระจกสไลดที่เตรยีมไว และใชเข็ม (Dissecting needles) 
2 อันในการแยกตอมน้ําลาย 

5. เมื่อแยกตอมน้ําลายไดแลวนําใส tube ที่มี 1x PBS จํานวน 10 μl (แชน้ําแข็ง) เมื่อ
ไดตอมน้ําลายยุงครบจํานวนแลวนําไปปนที่ 7,000 xg, 25OC นาน 3 นาที จะเห็น
วามีตะกอนขาวอยูที่กน tube 

6. เติม 4x RSB (Reducing Sample Buffer) จํานวน 3.3 μl นําไปปนที่ 7,000 xg, 25OC 
นาน 1 นาที 

7. จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําไปปนที่ 7,000 xg, 
25OC นาน 3 นาที เพื่อใหสวนที่ระเหยบนฝา tube ตกลงมารวมกัน 

8. นําไปเก็บไวที่ -80OC จนกระทั่งจะใชตอไป 
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3.4.5 การเตรียมตัวอยางตอมน้ําลายยงุสําหรับทํา SDS-PAGE 
 นําตัวอยางตอมน้ําลายยุงที่เก็บไวที่ -80OC มาไวที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําไปตมที่
อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที เมื่อครบเวลา ปนที่ 7,000 xg, 25OC นาน 3 นาทีเพื่อใหสวนที่ระเหยบน
ฝา tube ตกลงมารวมกัน หลังจากนั้นใสตัวอยางในแตละชองเจลตามลําดับชองละหนึ่งตัวอยาง โดย
ชองแรกใสโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 0.1-0.2 mg/ml (PageRulerTM Prestained Protein Ladder , 
Molecular weight 10-170 kDa) จํานวน 4 μl 

3.4.6 วิธีการทํา SDS-PAGE 
 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) เปนวิธีที่ใชใน
การแยกโปรตีนจากตัวอยาง แลวทําการตรวจสอบดวยการยอมสี (Staining) 

3.4.6.1 ขั้นตอนการเตรียมเจล (Preparation of Gel) 
  ในการเตรียมเจลเนื้อเจลประกอบดวย 2 สวน ซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีของ Harlow 
and Lane โดยเตรียมตามอัตราสวนดังนี้ 
 
ตารางที่ 3.1 เจลชั้นลาง (Resolving Gel) (12%) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 3.2 เจลชั้นบน (Stacking Gel) (5%) 
 

 
 
 
 
 
 
 

สวนประกอบเจล 5 (ml) 10 (ml) 

ddH2O 1.6 3.3 

30% acrylamide mix 2.0 4.0 
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 2.5 
10% SDS 0.05 0.1 
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 
TEMED 0.002 0.004 

สวนประกอบเจล 12% 1 (ml) 2 (ml) 

ddH2O 0.68 1.4 

30% acrylamide mix 0.17 0.33 
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.13 0.25 
10% SDS 0.01 0.02 
10% ammonium persulfate 0.01 0.02 

TEMED 0.001 0.002 
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โดยมีขั้นตอนการทําดังนี ้
1. ประกอบเครื่องมือและเตรียมแผนกระจกสําหรับใสเจลตามคูมือ 
2. เตรียมเจลชั้นลาง (Resolving gel) ตามสวนผสมขางตน สําหรับ 10% 

APS และ TEMED จะเติมสุดทายเนื่องจากเปนตัวทําใหเกิดปฏิกิริยา 
Polymerization โดย TEMED ทําหนาที่เปนตัวเรง ในการเกิดอนุมูลอิสระ
ของ APS จากนั้นอนุมูลอิสระของ APS จะทําปฏิกิริยากับโมโนเมอรของ
อะคริลาไมด เกิดเปนโพลีอะคริลาไมด ในรูปอนุมูลอิสระซึ่งทําใหเกิดตา
ขายรางแหทําใหเกิดเปนรูพรุนสําหรับแยกโปรตีน 

3. หลังจากนั้นใสลง plate ที่เปนแผนกระจกประมาณ 5.0 ml พยายามทํา
หนาเจลใหเรียบและอยาใหมีฟองอากาศโดยเติม ddH2O จนเต็ม ทิ้งใหเจ
ลแข็งตัวประมาณ 30 นาที 

4. เท ddH2O ทิ้ง และเตรียมเจลชั้นบน (Stacking gel) ใสลง plate ตอจากเจล
ช้ันลางแลวนําหวีใสดานบนของเจลชั้นบนทันทีทิ้งให เจลแข็งตัว 
ประมาณ 30-60 นาที 

5. เมื่อเจลแข็งตัวแลวนําหวีออกแลวนํา plate ที่มีเจลใสใน tank 
6. เติม 1X SDS-PAGE gel running buffer ใน tank ดานในใหทวมพอดีเจล

และดานนอกใสประมาณครึ่ง tank 
7. ทําการ pre-run เครื่องประมาณ 30 นาที เพื่อใหเศษเจลที่มีขนาดเล็กหลุด

ออกมา 
8. ใสตัวอยางในชองเจลตามลําดับชองละ 1 ตัวอยาง และตัวอยางน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 
Molecular weight 10-170 kDa) ปริมาณ 4 μl เพื่อเปนการเปรียบเทียบ 

9. ทําการตอเขาระบบโดยใชโวลลคงที่โดยในสวนของ Stacking gel จะใช 
40 V เวลาประมาณ 90 นาที และสวนของ Resolving gel ใช 130 V เวลา
ประมาณ 120 นาที 

10. นําเจลออกจาก plate นําไปใสในถาดที่มีน้ํากลั่นและนํามายอมดวยสี 
silver staining 

3.4.6.2 การตรวจสอบ Protein หลังจากการทํา SDS-PAGE 
การยอมดวยส ีsilver staining โดยใช silver staining kit (Pharmacia Biotech) 

ขั้นตอนดังนี ้
1. เท ddH2O ทิ้งและเติม Fixation (Ethanol 20 ml, Glacial acetic acid 5 ml 

และddH2O 25 ml) นําไปวางบนเครื่องเขยา เขยาเบาๆ ประมาณ 60 นาที 
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2. ขณะที่รอ Fixation เตรียม Sensitizing (Ethanol 15 ml, Glutardialdehyde 
(25%w/v) 0.25 ml, Sodium thiosulphate (5% w/v) 2 ml, Sodium acetate 
3.4 g และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) โดยเตรียมในที่มืด หลังจาก
ครบเวลาใหเท Fixation ทิ้งแลวเติม Sensitizing จนทวมเจลนําไปวางบน
เครื่องเขยา เขยาเบาๆ ทิ้งไว 30 นาที 

3. เมื่อครบเวลา ทิ้ง Sensitizing และลางดวย ddH2O 3 คร้ังครั้งละ 5 นาที 
4. ขณะรอเตรียม Silver reaction (Silver nitrate solution (2.5% w/v) 5 ml, 

Formaldehyde (37% w/v) 20 μl และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) 
เตรียมในที่มืดหามถูกแสง หลังจากไดเวลาใหเท ddH2O ทิ้งแลวเติม 
Silver reaction นําไปวางบนเครื่องเขยา เขยาเบาๆทิ้งไว 20 นาที  

5. ขณะรอเตรียม Developing (Sodium carbonate 1.25 g, Formaldehyde 
(37% w/v) 10 μl และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) เตรียม Stopping 
(EDTA-Na2· 2H2O 0.73 g และเติม ddH2O จนไดปริมาตร 50 ml) 

6. เมื่อครบเวลาเท Silver reaction ทิ้ง ลางดวย ddH2O 2 คร้ังครั้งละ 1 นาที 
7. เทน้ําทิ้ง แลวเติม Developing จนทวมเจลประมาณ 2-5 นาที แลวเติม 

Stopping เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
8. หลังจากนั้นนําเจลใสแผนใสทั้งสองดานนําไป scan ดวยเคร่ือง hp scanjet 

3670 ความละเอียด 1000 dpi 
9. เมื่อ scan เจลเรียบรอยแลวใหเก็บเจลไวใน ddH2O แชในตูเย็น 4OC 

จนกระทั่งจะทําเจลแหง 
3.4.6.3 การทําเจลแหง 

โดยนําเจลที่ยอมสีแลว ปดดวยกระดาษแกวสีใสที่ชุบน้ํา ซ่ึงวางอยูบนกระจกแลว
หนีบดวยตัวหนีบทั้ง 4 ดานทิ้งไวขามคืน พยายามทําใหกระดาษแกวเรียบและระวังเจลขาด 
3.4.6.4 การอานผล 

โดยอานแถบโปรตีนของตัวอยางเทียบกับแถบของโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงสามารถ
บอกถึงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนไดวาประมาณกี่กิโลดาลตัน 
3.4.6.5 โปรแกรม Quantity One® 1-D Analysis Software version 4.5.2 (BIO-RAD) เพื่อ
หาปริมาณความเขมของแถบโปรตีนขั้นตอนดังนี้ 

1. เขาโปรแกรม Quantity One  
2. คลิกที่ file เลือก open 
3. เลือก file รูปเจลที่ตองการในรูป file TIFF ดับเบิ้ลคลิก 
4. เลือก Volume Tools เลือก Volume Rect Tool คลิก 
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5. เล่ือนเมาสไปบริเวณแถบแบนที่ตองการบนรูปเจล คลิกเมาสแลวลากเมาสไป
บริเวณที่ตองการ 

6. เมื่อไดแถบแบนที่ตองการครบแลว ใหคลิกที่ Volume analysis report 
7. คลิก Done จะไดผลออกมา แลวคลิกที่ไอคอน export  
8. คลิกที่ Tab (Excel format) และ file คลิก OK 
9. Save file ในรูป .xlsx (โปรแกรม Microsoft office excel 2007) 
10. เลือกคาที่เปน % Adj.Vol. 
11. นํามา plot กราฟในโปรแกรม Microsoft office excel 2007 
12. เลือก insert คลิกที่ column เลือกรูปแบบกราฟที่ตองการคลิก 
13. คลิกขวาที่กราฟแลวคลิกที่ select data เลือกขอมูลในสวนที่ตองการ 
14. จะไดกราฟรูปแทงเพื่อดูการเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนแตละแถบ 

3.4.7 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศผูและเพศเมีย โดยวธีิ BCA 
(bicinchoninic acid) Protein Assay Reagent (Pierce, USA) (working range = 20-2,000 μg/ml) มี
ขั้นตอนดังนี ้

1. ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงอายุ 3-5 วันที่เล้ียงดวย 10% ซูโครส เพศผูจํานวน 10 คู,
เพศเมียจํานวน 10 คู ใส tube แตละ tube ที่มี 1x PBS จํานวน 10 μl (แชน้ําแข็ง) 

2. เตรียม standard protein ที่จะทําการวัดคือ 2 mg/ml Bovine serum albumin (BSA) 
เตรียม 3 dilution คือ 0.2, 0.02 และ 0.002 μl/ml โดย dilute ดวย 1x PBS 

3. เตรียม 50 BCA Reagent A : 1 BCA Reagent B (Reagent mix)จํานวน 200 μl ในแตละ
ตัวอยาง 

4. เตรียม 96 well plates นําแตละตัวอยาง และ standard ใสลงไปในแตละ well plate 
5. เติม Reagent mix จํานวน 200 μl ในแตละตัวอยาง mix ใหเขากัน 
6. นําไปวางไวที่ 37 0C, 30 นาที 
7. หลังจากนั้นนําไปวัดดวยเครื่อง ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 570 nm 
8. จากนั้นนําคาทีไ่ดมาหาปริมาณความเขมขนของโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายโปรตีน BSA ที่ทราบความเขมขน 
3.4.8 การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค 2D gel electrophoresis 

3.4.8.1 วิธีเตรียมตัวอยางสําหรับทํา 2D gel electrophoresis 
ทําการ dissect ตอมน้ําลายยุงเพศผูจํานวน 50 คู ยุงเพศเมียกอนดูดกินเลือดจํานวน 

20 คู และยุงเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันทีจํานวน 20 คู นําใส tube แตละ tube ที่มี 1x PBS 
จํานวน 10 μl นําไปตมที่อุณหภูมิ 95OC นาน 10 นาที  
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ทําการตกตะกอนเซลล แลวนําตะกอนมาละลายที่อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย 
10% (w/v) TCA ใน acetone และ 0.07% (w/v) 2-mercaptoethanol ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไว
ที่ -200C ขามคืน นําไปปนที่ 340 xg นาน 15 นาที และลางตะกอนดวย acetone กอนเก็บ
ตะกอนโดย vortex ทุกๆ 15 นาทีเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนที่ 960 xg นาน 15 
นาที นําตะกอนโปรตีนมาละลาย lysis buffer (Tris base 30 mM, Thiourea 2M, Urea 7 M 
และ CHAPS 4% (w/v)) ปริมาตร 90 μl ผสมใหเขากัน และ นําโปรตีนที่ไดวัดปริมาณ
โปรตีนดวยวิธี BCA (Pierce, USA) 
3.4.8.2 วิธีทํา 2D gel electrophoresis 
การวิเคราะหดวยเทคนิค 2D gel electrophoresis ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ไดรวมมือกับ 
Genome Institute, National Center for Genetic Engineering and Biotechnology 
(BIOTEC) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. เตรียมตัวอยางตอมน้ําลายยุงที่กลาวไวขางตน 
2. First dimension separation: isoelectric focusing (IEF) เลือกแผนฟลม (IPG strip) 

ขนาด 7 เซนติเมตร pH 3-10 
3. เตรียม strip holder ที่เหมาะสมกับ IPG strip ลาง strip holder ดวย ddH2O หลายๆ

คร้ังจนสะอาดและทิ้งไวใหแหง 
4. เตรียม Rehydration solution (Rehydration stock (8 M urea 2% CHAPS, 

bromophenol blue 25 ml) 189 μl, 1M DTT 10 μl และ IPG buffer solution 1 μl) 
5. เตรียมตัวอยาง 10 μl และ Rehydration solution 115 μl ผสมใหเขากัน 
6. แกะพลาสติกที่เคลือบ IPG strip โดยลอกตามลูกศรอยางระมัดระวัง และนํา IPG 

strip ใสใน strip holder ที่มีตัวอยางและ Rehydration solution อยาใหมีฟองอากาศ 
7. นําไปวางบน EttanTM IPGphor IITM โดยวางขั้วใหตรงกัน ขั้วบวกของ IPG strip 

วางใหตรงกับขั้วบวกของ EttanTM IPGphor IITM เปดเครื่องไวที่ 20V, 200C 
ขามคืน 

8. เมื่อไดเวลาปดเครื่องและนําตัวอยางออกมา สามารถเก็บ IPG strip ไวใน petri dish 
ที่ -80OC ไดจนกระทั่งจะทํา Second dimension separation: SDS-PAGE 

9. Second dimension separation: SDS-PAGE เตรียมเจล 12% Resolving Gel 10 ml 
ดัง ตารางที่ 3.1 โดยไมมี Stacking gel 

10. นํา IPG strip ลางดวย First Equilibration with reductant (SDS Equilibration 
buffer และ dithioihreitol (DTT)) 15 นาที และ Second Equilibration with 
alkylating agent (SDS Equilibration buffer และ iodoacetamide (IAA)) 15 นาที 

11. ลาง IPG strip ดวย 1xSDS PAGE running buffer กอนทํา SDS-PAGE 
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12. นํา IPG strip ใสลงไประหวางกระจกทั้งสองแผน โดยใช pipette tips ดันลงไป
ระหวางกระจกสองแผนดวยความระมัดระวัง 

13. ใสโปรตีนมาตรฐาน (Protein Ladder , Molecular weight 15-200 kDa, fermentus) 
4 μl ใน 0.5x0.5 เซนติเมตร filter paper เพื่อเปรียบเทียบ 

14. เติม Agarose sealing mixture (1xTAE buffer 1 ml, Agarose 0.01 g, 1% 
Bromophenol blue 2 μl) 1 ml บน strip และ filter paper ทิ้งไว 10-15 นาที 

15. ทําการรันเจล SDS-PAGE ตามขั้นตอนที่กลาวมาแลวขางตน 
16. ยอมสีโปรตีนดวย silver staining 

3.4.8.3 การวิเคราะหจุดโปรตีนท่ีมีความแตกตาง  
นํารูปแบบของเจลจากการสแกน มาทําการวิเคราะหความแตกตางของจุดโปรตีนดวย

โปรแกรม Image master ™ 2D platinum Version 5.0 เพื่อหาจุดโปรตีนที่สนใจและเมื่อได
จุดโปรตีนที่สนใจจึงนํามายอยดวยสารละลาย trypsin ตอไป 
3.4.8.4 การยอยเจล  

1. ทําการเจาะจุดโปรตีนที่มีความแตกตางใสใน 96-well plate และทําการ destain 
ดวยสารละลาย 3% (v/v) H2O2 นาน 60 นาที ทําซํ้า 2 รอบ 

2. เมื่อครบเวลาดูดสารละลาย H2O2 ออก และเติม 100% (v/v) acetronitrile ปริมาตร 
200 μl เขยานาน 5 นาที 

3. ดูด acetronitrile ออกแลวปลอยใหเจลแหงนาน 5-10 นาที 
4. เติมสารละลาย 10mM ammonium bicarbonate ที่มี 10mM DTT ปริมาตร 20 μl

กอนตั้งทิ้งไวนาน 60 นาที 
5. ดูด 10mM ammonium bicarbonate ที่มี 10mM DTT ออก เติมสารละลาย 10mM 

ammonium bicarbonate ที่มี 100mM iodoacetamide ปริมาตร 20 μl ตั้งทิ้งไวในที่
มืดนาน 60 นาที และ เติม 100% acetronitrile ปริมาตร 200 μl เขยานาน 5 นาที 

6. ดูด acetronitrile ออกทําซ้ํา 2 รอบ จากนั้นเติมสารละลาย 5x104 M trypsin ใน 
10mM ammonium bicarbonate ที่มี 50% acetronitrile ปริมาตร 10 μl ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 20 นาที กอนเติม 30% acetronitrile ปริมาตร 20 μl แลวทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 2-3 ช่ัวโมง  

7. ดูดของเหลวแตละตัวอยางใสใน 96-well plate อันใหม จากนั้นเติมสารละลาย 
50% acetronitrile ที่มี 0.1% formic acid ปริมาตร 30 μl ใน 96-well plate อันเดิม 
เขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
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8. ดูดตัวอยางแตละชนิดใสใน 96-well plate อันใหม (ทําซ้ํา 2 รอบ) ทําตัวอยางให
แหงดวย incubator หรือ Heat box ที่อุณหภูมิ 400C เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมงหรือ
ขามคืน 

9. นําตัวอยางที่ไดเก็บไวที่ –800C รอนําไปวิเคราะหดวย LC-MS/MS  
3.4.9 การวิเคราะหผลดวย Mass Spectrometry  

นําตะกอนโปรตีนที่ไดจากขอ 3.4.8.4 ละลายดวยสารละลาย 0.1% formic acid 
ดวย LC-MS/MS ปริมาตร 6 μl กอนปเปตลงใน vial และวิเคราะหผลโดยเครื่อง LC-
MS/MS เมื่อไดขอมูลแลวจะเทียบผลที่ไดกับฐานขอมูล (MASCOT: Matrix Science Inc., 
Boston, MA, USA) โดยเลือก MS/MS Ion Search, Database: NCBInr, Taxonomy: other 
metazoa, Enzyme: Trypsin digestion และ Allow up to 1 miss cleavage เปนตน 

 
3.5 การรวบรวมขอมูล 

บันทึกผลและรวบรวมผลการวิเคราะหเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดกินเลือดและยุงเสือเพศผู ดวยการจดบนัทึก และเก็บรวบรวมรูปถาย
เจลเพื่อเปนหลักฐาน 
 
3.6 การวิเคราะหขอมูล 

1. รูปภาพโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียเพื่อแสดงความเหมือนและความ
แตกตางของโครงสรางและองคประกอบของตอมน้ําลายยุงเสือ 

2. ตารางเปรียบเทียบความเขมขนของโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
ตอหนึ่งคูตอมน้ําลาย 

3. นําเจลที่ scan ไวมาเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
รวมทั้งเปรียบเทียบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูดเลือดที่
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อพบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจะ
นําเจลมาหาความเขมของแบนโดยใชโปรแกรม Quantity-one (BioRad) และทํากราฟแทง
เปรียบเทียบ 

4. นําผล 2D gel electrophroresis ที่ไดมาเปรียบเทียบดูวาโปรตีนจุดไหนที่เหมือนหรือ
แตกตางกันของยุงเสือเพศผู, เพศเมียกอนดูดกินเลือด และเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที 
บันทึกผลการทดลอง 

5. ผลจากการทํา Mass spectrometry (LC-MS/MS) นํามาวิเคราะหเทียบผลกับฐานขอมูล
(MASCOT) เพื่อหาชนิดของโปรตีนที่สนใจ 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยงุเสือ 

 ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะอยูเปนคูบริเวณสวนอก (thorax) ขนาบขางกับหลอด
อาหาร ซ่ึงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะมีลักษณะที่แตกตางกันคือ 
ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูมีขนาดเล็กกวาตอมน้ําลายของยุงเสือเพศเมียอยางเห็นไดชัดเจน โดยตอม
น้ําลายยุงเสือเพศผูจะประกอบดวย 3 กลีบคือ 2 กลีบดานขาง (lateral lobe) และ 1 กลีบกลาง 
(median lobe) (รูปที่ 4.1) สําหรับตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียจะประกอบดวย กลีบกลาง (median 
lobe) และ 2 กลีบดานขาง (lateral lobe) ซ่ึงแตละกลีบดานขางแบงออกเปน 2 บริเวณคือ บริเวณ
สวนตน (proximal lobe) และ บริเวณสวนปลาย (distal lobe) ซ่ึงแบงโดยบริเวณ narrow transitional 
region (รูปที่ 4.2A) การศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียดวยกลองจุลทรรศน (รูปที่ 
4.2B) พบวาเซลลบริเวณ distal lobe คลายกับบริเวณ median lobe และบริเวณ proximal lobe เปน
บริเวณที่แคบ ลักษณะเซลลจะคลายกับตอมน้ําลายของยุงเสือเพศผู โครงสรางของตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียจะมีกลีบกลางที่มีขนาดสั้นและกวางกวากลีบขาง แตสําหรับตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะมี
กลีบขนาดเทาๆกัน 
 
4.2 ปริมาณโปรตีนท้ังหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือตัวเต็มวัยเพศผูและเพศเมียอายุ 3-5 วันที่
เล้ียงโดย 10% ซูโครส (n=10) 
 

ปริมาณโปรตีน (μg/gland pair)* 
ยุงเพศผู ยุงเพศเมยี 

0.32±0.03 1.38±0.02 

*mean±SD 
จากผลการทดลองพบวาปริมาณโปรตีนทั้งหมดของยุงเสือเพศเมียมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด

มากกวายุงเสือเพศผูประมาณ 4 เทา 
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A    

 

B    
 

รูปท่ี 4.1 แสดงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู A: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู 1 คู จากกลอง 

stereomicroscope และ B: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู 1 ขาง จากกลองจุลทรรศน Bar represents 100 μm. 
(ML=Median lobe; LL=Lateral lobe; LSD=Lateral salivary duct; CD=Common salivary duct) 



36 

 
 

A    

 

B    
 

รูปท่ี 4.2 แสดงลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย A: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย 1 คู จาก

กลอง stereomicroscope และ B: ตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย 1 ขาง จากกลองจุลทรรศน Bar represents 100 μm. 
(ML=Median lobe; PL=Proximal lobe; DL; Distal lobe; NT; narrow transitional region; LSD=Lateral salivary 
duct; CD=Common salivary duct) 
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4.3 รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศผูและเพศเมีย 
การแยกโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียโดยวิธี SDS-PAGE แลวยอมสี

โปรตีนดวย Silver staining พบวารูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะ
ที่แตกตางกัน โดยโปรตีนสวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียดวย แถบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียที่เห็นเดนชัดอยางนอย 12 แถบขนาดประมาณ 
21, 22, 24, 26, 37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 และ 100 kDa ซ่ึงแถบโปรตีนที่ไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือ
เพศผูขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 37 และ 72 kDa แตแถบโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูแต
ไมพบในตอมน้ําลายยุงเพศเมียมีขนาดประมาณ 83 kDa (รูปที่ 4.3) 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 แสดงรูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียซ่ึงแยกโดยวิธี SDS-PAGE 
บน 12 % เจล แลวยอมดวย Silver staining  
lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
lane 2: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วันเลี้ยงดวย 10% ซูโครส จํานวน 50 คู 
lane 3: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วันเลี้ยงดวย 10% ซูโครส จํานวน 10 คู 
 

 

37 kDa 
39 kDa 
44 kDa 

83 kDa 
100 kDa 

72 kDa 
61 kDa 
55 kDa 53 kDa 

26 kDa 
24 kDa 
22 kDa 
21 kDa 
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4.4 รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยงุเสือเพศเมียท้ังกอนและหลังดูดกินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 
36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง 
 รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและหลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง พบแถบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอน
และหลังดูดกินเลือดในชวงเวลาตางๆที่เห็นเดนชัดอยางนอย 12 แถบขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 
37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 และ 100 kDa (รูปที่ 4.4) และพบวาหลังดูดกินเลือดมีแถบโปรตีนที่ขนาด
ประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมงและเริ่มปรากฏชัดขึ้นเทาๆกับกอน
ดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง และพบวาแถบขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ปรากฏชัดขึ้นหลังดูด
กินเลือดตั้งแตชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 61 kDa จะ
ปรากฏชัดเจนในตอมน้ําลายยุงเพศผู แตยุงเพศเมียกอนดูดกินเลือดจะเห็นแถบจางลงและปรากฏชัด
ขึ้นหลังดูดกินเลือดที่ชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง แถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 83 kDa 
เปนโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูแตไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและ
หลังดูดกินเลือดจนกระทั่งชวงเวลา 24 ช่ัวโมง เริ่มปรากฏแถบชัดเจนขึ้นซึ่งเปนไปไดวาอาจเปน
โปรตีนที่มีความเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล (รูปที่ 4.5) 
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รูปท่ี 4.4 แสดงรูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียซ่ึงแยกโดยวิธี SDS-PAGE บน 12 % 
เจล แลวยอมดวย Silver staining 
lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
lane 2: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 10 คู 
lane 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดใน
ชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมงตามลําดับ จํานวน 10 คู 

83 kDa 

61 kDa 

37 kDa 
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รูปท่ี 4.5 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียทั้งกอนและหลังดูด
กินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง โดยใชโปรแกรม Quantity-one (BioRad) 
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4.5 การศึกษารูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู ยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือด และยุงเสือ
เพศเมียหลังดูดกินเลือดทันทีโดยวิธี 2D gel electrophoresis และหาชนิดของโปรตีนจากการ
วิเคราะหดวย LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
 จากการศึกษาและวิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือดวยวิธี 2D gel electrophoresis 
พบวารูปแบบของโปรตีนสอดคลองกับการศึกษาโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE (1D) คือ โปรตีนที่พบ
ในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูสวนใหญจะพบในตอมน้ํายุงเสือเพศเมียและโปรตีนจากตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดจะมีโปรตีนที่ลดลงเมื่อเทียบกับโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย
กอนดูดกินเลือด (รูปที่ 4.6) ซ่ึงโปรตีนที่ลดลงจะอยูในชวงจุดประมาณ 35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 
หลังจากนั้นไดเลือกจุด (spot) ที่สนใจโดยเลือกจากจุดที่แตกตางกันระหวางเพศผูและเพศเมีย และ
จุดที่มีการลดลง เพื่อหาชนิดของโปรตีนโดย LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) ได
โปรตีน 16 ชนิด (รูปที่ 4.7) ซ่ึงโปรตีนบริเวณที่ลดลงของยุงเสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดจะเกี่ยวของ
กับการใชพลังงาน (Energy metabolism) เชน ATP-dependent RNA helicase vasa (จุดที่ 8) และ 

acetyl-coa carboxylase (จุดที่ 15) โปรตีนที่เกี่ยวของกับการแพ คือ venom allergen (จุดที่ 14) ซ่ึง
โปรตีนชนิดนี้พบเฉพาะในยุงเสือเพศเมียเทานั้นเนื่องจากยุงเพศเมียเทานั้นที่ดูดกินเลือดจากคนหรือ
สัตว ซ่ึงอาจกอใหเกิดอาการแพได โปรตีนที่เกี่ยวของกับ Protein folding, Secretion และ 
Chaperones เชน disulfide isomerase (จุดที่ 2) 40S ribosomal protein SA (จุดที่ 4) และ protein 
disulfide isomerase (จุดที่ 5) เปนตน ซ่ึงเปนโปรตีนที่พบทั้งในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
ซ่ึงมีสวนในการสรางสายโปรตีนและมีโปรตีนอ่ืนๆที่ยังไมทราบหนาที่ที่ชัดเจนและพบวาโปรตีน
จุดที่ 12 และ จุดที่ 16 เปนโปรตีนชนิดเดียวกันคือ AGAP004768-PB (ตารางที่ 4.2) เมื่อคิดเปนรอย
ละของหนาที่โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือพบวา โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ที่ชัดเจนมีจํานวน
มากที่สุดรอยละ 62.5 และโปรตีนที่มีหนาที่ที่เกี่ยวของกับการแพพบนอยที่สุดรอยละ 6 ของโปรตีน
ทั้งหมดที่พบ (รูปที่ 4.8) 
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รูปท่ี 4.6 แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือโดยวิธี 2D gel electrophoresis  
A: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วัน จํานวน 50 คู เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(kDa) 
B: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 20 คู เทียบกับน้ําหนัก
โมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
C: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดทันที จํานวน 20 คู เทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
วงกลม: แสดง spot ที่สนใจเพื่อสงทํา (LC-MS/MS) 
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รูปท่ี 4.7 แสดงชื่อของโปรตีนที่ไดจากการทํา LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
A: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูอายุ 3-5 วัน จํานวน 50 คู เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(kDa) 
B: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน กอนดูดกินเลือด จํานวน 20 คู เทียบกับน้ําหนัก
โมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
C: แสดงรูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียอายุ 3-5 วัน หลังดูดกินเลือดทันที จํานวน 20 คู เทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (kDa)  
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disulfide isomerase 
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protein disulfide isomerase 
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ตารางที่ 4.2 แสดงหนาที่ของโปรตีนที่ไดจากการทํา LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมลู (MASCOT) 
 

Spot Accession Name Sequence 

โปรตีนที่เก่ียวของกับ Protein folding, Secretion และ Chaperones 

2 gi|170039432 
disulfide isomerase 

[Culex quinquefasciatus] 
K.VVVVGFFK.D 

4 gi|170059457 
40S ribosomal protein SA 
[Culex quinquefasciatus] 

K.FAHYTEATPIAGR.F 

5 gi|157118649 
protein disulfide isomerase 

[Aedes aegypti] 
K.VQETSVVGFFQK.E 

หนาที่เก่ียวของกับการใชพลังงาน (Energy metabolism) 

8 gi|170046392 
ATP-dependent RNA helicase vasa 

[Culex quinquefasciatus] 
R.GRGGGGFGGGR.S 

15 gi|157113072 
acetyl-coa carboxylase 

[Aedes aegypti] 
K.ISSDLFARGCVTTSEQGLIAAGK.I 

โปรตีนที่เก่ียวของกับการแพ 

14 gi|157131073 
venom allergen 
[Aedes aegypti] 

R.AVGQNVAIK.V 

โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ชัดเจน 

1 gi|58376680 
AGAP006970-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.SLGGSGGWSSGGLSSKGWPSSGGSK.G 

3 gi|158300844 
AGAP011852-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.LLKLTIAK.Y  

6 gi|158290917 
AGAP002490-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVNGPVTSSTTFGFRNDVLLK.L 

7 gi|157120706 
hypothetical protein AaeL_AAEL001598 

[Aedes aegypti] 
M.FVIDSTPAKTAK.G 

9 gi|157133857 
hypothetical protein AaeL_AAEL012905 

[Aedes aegypti] 
K.VHFGSCGLIHVNGVASFILVIQK.H 
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รูปท่ี 4.8 กราฟแสดงรอยละของหนาที่โปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือ (Mansonia uniformis) ที่
วิเคราะหโดย LC-MS/MS (n=16) 

 

 

ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงหนาที่ของโปรตีนที่ไดจากการทาํ LC-MS/MS เทียบกับฐานขอมูล (MASCOT) 
 

Spot Accession Name Sequence 

10 gi|170044790 
conserved hypothetical protein 

[Culex quinquefasciatus] 
K.LNKLNAVK.R 

11 gi|158300844 
AGAP011852-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.LLKLTIAK.Y 

12 gi|158297895 
AGAP004768-PB 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVAKANPDK.V 

13 gi|158298917 
AGAP009931-PA 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.ILPLQPSVRETVVSAIQSNCGK.I 

16 gi|158297895 
AGAP004768-PB 

[Anopheles gambiae str. PEST] 
R.GVAKANPDK.V 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการวิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือทั้งเพศผูและเพศเมียสามารถสรุปไดดังนี้ 

1. ลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะที่
แตกตางกันคือ ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะมีขนาด 1 ใน 3 ของตอมน้ําลาย
ยุงเสือเพศเมีย 

2. ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอมของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย
สังเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่แตกตางกันโดยตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียจะสังเคราะหโปรตีนไดมากกวาประมาณ 4 เทาของตอมน้ําลายยุงเสือ
เพศผู 

3. รูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจากการศึกษาโดย
วิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย silver staining พบวารูปแบบโปรตีนจาก
ตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะที่แตกตางกัน โดยโปรตีน
สวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศ
เมียดวย แถบโปรตีนที่ปรากฏเดนชัดของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียมีอยาง
นอย 12 แถบขนาดประมาณ 21, 22, 24, 26, 37, 39, 44, 53, 55, 61, 72 
และ 100 kDa ซ่ึงแถบโปรตีนที่ไมพบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูขนาด
ประมาณ 21, 22, 24, 26, 37 และ 72 kDa แตแถบโปรตีนที่พบในตอม
น้ําลายยุงเพศผูแตไมพบในตอมน้ําลายยุงเพศเมียขนาดประมาณ 83 kDa  

4. รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียกอนดูดกินเลือดและหลังดูด
กินเลือดในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง จากการศึกษา
โดยวิธี SDS-PAGE แลวยอมดวย silver staining พบวาหลังยุงดูดกินเลือด
มีแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 
และ 48 ช่ัวโมงและเริ่มเพิ่มขึ้นเทาๆกับกอนดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง
และพบวาแถบขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ปรากฏชัดเจนขึ้นหลังดูด
กินเลือดตั้งแตชวงเวลา 24 ช่ัวโมงจนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง 
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5. รูปแบบโปรตีนของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผู ยุงเสือเพศเมียกอนดูดกิน
เลือดและยุงเสือเพศเมียหลังดูดกินเลือดทันที ซ่ึงศึกษาโดยวิธี 2D gel 
electrophoresis แลวยอมดวย silver staining พบวารูปแบบโปรตีนมี
ลักษณะสอดคลองกับการศึกษาโดยวิธี SDS-PAGE คือโปรตีนหลังดูดกิน
เลือดจะลดลงในชวงจุดประมาณ 35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 และ
โปรตีนสวนใหญที่พบในตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูจะพบในตอมน้ําลายยุง
เสือเพศเมียดวย 

6. จากการวิเคราะหโปรตีนดวย Mass spectrometry (LC-MS/MS) และเทียบ
กับฐานขอมูล (MASCOT) พบวาโปรตีนบริเวณที่ลดลงของยุงเสือเพศเมีย
หลังดูดกินเลือดจะเกี่ยวของกับการใชพลังงาน (Energy metabolism) และ
พบในเพศเมียเทานั้นที่มีโปรตีนที่เกี่ยวของกับการแพ (allergy) สวน
โปรตีนที่พบในทั้งยุงเสือเพศผูและเพศเมียจะเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับ
การสรางสายโปรตีน (Protein folding, Secretion and Chaperones) และ
ยังมีโปรตีนอื่นๆที่ยังไมทราบหนาที่ที่ชัดเจน  
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5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
จากการศึกษาลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือทั้งเพศผูและเพศเมียพบวามีความ

แตกตางของรูปรางและขนาดของตอมน้ําลายยุง โดยยุงเพศเมียจะมีตอมน้ําลายที่ขนาดใหญกวาตอม
น้ําลายยุงเพศผู ซ่ึงทั้งเพศผูและเพศเมียจะมีตอมน้ําลายที่ประกอบดวย 3 กลีบที่เหมือนกันคือ 2 กลีบ
ดานขาง (lateral lobe) และ 1 กลีบกลาง (median lobe) แตในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียนั้นสวน 
lateral lobe จะแบงออกเปนบริเวณ proximal lobe และ บริเวณ distal lobe ซ่ึงมีรูปแบบเหมือนกับ
ลักษณะโครงสรางของยุงสายพันธุอ่ืนๆเชน ยุงลาย ยุงรําคาญและยุงกนปลอง (4,5,7,66) แตอยางไรก็
ตามยังพบความหลากหลายของรูปรางของตอมน้ําลายยุงเสือดวย ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาในยุง
ชนิดอื่นๆเชน ในยุง An. darling(8) มีการศึกษาพบวามีกลีบ 1-6 กลีบ และยุง Ae. aegypti(4) พบวาใน
สวนของกลีบดานขางสวนปลาย (distal lobe) ในหนึ่งขางจะแยกออกเปน 2 สวนที่เหมือนกันเปน
ตน และจากการศึกษาโครงสรางของตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียจากกลองจุลทรรศนพบวา
ลักษณะของเซลลที่พบในตอมน้ําลายยุงเพศผูทั้ง 3 กลีบจะมีลักษณะคลายกับบริเวณ proximal lobe 
ของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาล บริเวณของ median lobe และ 
distal lobe ของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียจะมีลักษณะเซลลที่เหมือนกันซึ่งอาจเกี่ยวของกับการดูด
กินเลือดของยุงได โดยบริเวณ proximal lobe จะเปนบริเวณที่แคบที่สุด และบริเวณ median lobe 
เปนบริเวณที่กวางที่สุดของตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย ซ่ึงสอดคลองกับยุงชนิดอื่นๆที่มีการศึกษา
เกี่ยวกับลักษณะโครงสรางของตอมน้ําลายยุง และพบวาทอน้ําลาย (salivary duct) ของยุงเสือจะเปน
เสนประกอบดวย cuticle ขยายไปตลอดความยาวของตอมเชนเดียวกับตอมน้ําลายยุงในกลุม 
culicines เปนตน  
 จากการศึกษาปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมียนั้นตอม
น้ําลายยุงเสือเพศผูจะมีปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอมนอยกวาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมีย
เชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมาในยุง An. dirus B(13) พบวาตอมน้ําลายยุงเพศผูมีปริมาณโปรตีนตอ
หนึ่งคูตอมนอยกวาเพศเมียประมาณ 10 เทาและในยุง Ae. togoi(11) ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคูตอม
ของเพศผูนอยกวาเพศเมียประมาณ 6 เทาเชนเดียวกับ Ar. subalbatus(12) ปริมาณโปรตีนตอหนึ่งคู
ตอมของเพศผูนอยกวาเพศเมียประมาณ 9 เทา ดังนั้นปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตอมน้ําลายยุง
อาจจะขึ้นอยูกับชนิดของยุง เพศของยุง และขนาดของตอมน้ําลายยุงได 
 การศึกษารูปแบบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือเพศผูและเพศเมีย จากการวิเคราะหโปรตีน
ดวยวิธี SDS-PAGE (1D) และ 2D gel electrophoresis และยอมดวย silver staining พบวารูปแบบ
โปรตีนจากการศึกษาของทั้งสองวิธีมีความสอดคลองกัน และมีความนาเชื่อถือเนื่องจาก การ
วิเคราะหดวยวิธี 2D gel electrophoresis เปนวิธีการแยกดวยกระแสไฟฟาที่ดีที่สุดในการแยก
โปรตีนทั้งหมด ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้พบวา รูปแบบโปรตีนของยุงเพศผูและเพศเมียมีรูปแบบ
โปรตีนที่แตกตางกันซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมา(13, 63) ในการศึกษาครั้งนี้พบแถบโปรตีนที่มี
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น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 21 kDa ซ่ึงพบเฉพาะที่ตอมน้ําลายยุงเพศเมียเทานั้นเชนเดียวกับยุงแมไก 
(Ar. subalbatus)(12) ซ่ึงพบแถบโปรตีนที่บริเวณ distal lobe ของยุงเพศเมียเทานั้น อาจเปนไปไดวา
โปรตีนนี้อาจมีสวนในการดูดกินเลือดและอาจเกี่ยวของกับการเกิดอาการแพเนื่องจากถูกยุงกัด มี
การศึกษาโปรตีนที่จําเพาะกับยุง Cx. quinquefasciatus เพศเมียพบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 35.7 และ 28.3 kDa ซ่ึงเกี่ยวของกับการดูดกินเลือดของยุง(67) ซ่ึงโปรตีนในชวงดังกลาว
พบไดในตอมน้ําลายยุงเสือเพศเมียเทานั้นเชนกัน ในการศึกษาครั้งนี้พบอีกวาโปรตีนหลังดูดกิน
เลือดมีแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ลดลงในชวงเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง และ
เร่ิมเพิ่มขึ้นเทาๆกับกอนดูดกินเลือดที่เวลา 60 ช่ัวโมง เปนไปไดวาโปรตีนอาจถูกใชไปในชวงเวลา
ที่ยุงดูดกินเลือดซึ่งยุงจะขับโปรตีนที่อยูในน้ําลายเขาสูโฮสต ดังนั้นการดูดกินเลือดของยุงทําใหเกิด
การใชโปรตีนที่ผลิตจากเซลลตอมน้ําลายและการสูญเสียโปรตีนจากการดูดกินเลือดของยุงและ
นํามาซึ่งการสังเคราะหโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไป การศึกษาครั้งนี้พบแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 
37 kDa เปล่ียนแปลงโดยที่โปรตีนดังกลาวนาจะเปนโปรตีนที่เปนผลิตภัณฑจากยีน D7(68) ซ่ึงถูก
สังเคราะหขึ้นในยุงเพศเมียบริเวณ median lobe และบริเวณ distal lobe พบเฉพาะในตอมน้ําลายยุง
เพศเมียเทานั้นและมีบทบาทเกี่ยวของกับการดูดกินเลือด มีการศึกษาในยุง An. gambiae พบโปรตีน
ในตอมน้ําลายที่ขนาดประมาณ 100 kDa ซ่ึงเปนโปรตีนที่จําเพาะกับตอมน้ําลายยุงเพศเมียและ
เกี่ยวของกับกระบวนการดูดกินเลือดซึ่งในยุงเสือเพศเมียพบโปรตีนนี้เชนกัน และพบเฉพาะในตอม
น้ําลายยุงเสือเพศเมียเทานั้น และโปรตีนขนาดประมาณ 61 และ 83 kDa ที่ปรากฏชัดเจนขึ้น
หลังจากดูดกินเลือดที่เวลา 24 ช่ัวโมงอาจเกี่ยวของกับการดูดกินน้ําตาลไดโดยเฉพาะโปรตีนที่
ขนาดประมาณ 83 kDa ที่พบชัดเจนในตอมน้ําลายยุงเพศผู มีการศึกษาโปรตีน α-glucosidase และ 
Apyrase ในตอมน้ําลายยุง Ae. albopictus(48) พบวาโปรตีนทั้งสองชนิดนี้จะพบในระดับต่ําเมื่อยุง
เจริญเปนตัวเต็มวัยใหมๆและจะคอยๆเพิ่มขึ้นตามอายุของยุงซ่ึงเปนไปไดวาโปรตีนที่เพิ่มขึ้นอาจจะ
เกี่ยวของกับอายุของยุง ดังนั้นจึงควรทําการศึกษาตอโดยเปรียบเทียบโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงตาม
อายุของยุง 

การวิเคราะหโดย LC-MS/MS ไดโปรตีนทั้งหมด 16 โปรตีนซึ่งมีทั้งที่ทราบหนาที่และไม
ทราบหนาที่ โดยโปรตีนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ซ่ึงเปนโปรตีนที่ลดลงจะอยูในชวงจุดประมาณ 
35-45 kDa, PI ประมาณ 4-6 นั้นเปนไปไดที่จะเปนโปรตีน ATP-dependent RNA helicase vasa, 
hypothetical protein AaeL_AAEL012905, conserved hypothetical protein และ AGAP011852-PA 
เปนตน โดยโปรตีนสวนใหญจะเปนโปรตีนที่พบในตอมน้ําลายยุงชนิดอื่นๆซึ่งมีการรายงานมา
กอนหนานี้ มีการวิเคราะห LC-MS/MS โดยทําการเปรียบเทียบระหวาง In-solution digestion และ 
In-gel digestion จากตอมน้ําลายยุง An. gambiae(69) พบวาการทําแบบ In-solution digestion ใหผลที่
ดีกวา In-gel digestion เนื่องจาก In-solution digestion ไมตองทําการยอยเจลกอน แตสําหรับการทํา 
electrophoresis จะตองยอยเจลกอนจึงอาจทําใหตัวอยางสูญเสียได ซ่ึงโปรตีนที่พบจะเกี่ยวของกับ 
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D7-related proteins, pheromone/odorant-binding domain (OBP) หรือ lacked any conserved 
domains/motifs ซ่ึงมีความสัมพันธโดยตรงตอการดูดกินเลือดของยุง ในการดูดกินเลือดของยุงนั้น
ยุงจะมีตัวรับสัญญาณเชน ตัวรับสัญญาณเคมี ตัวรับสัญญาณภาพและตัวรับสัญญาณความรอนเพื่อ
ดูดกินเลือดจากโฮสตเชน ยุงสามารถรับรูกาซคารบอนไดออกไซดและกรดแลคติกไดไกลถึง 100 
ฟุต ดังนั้นคนที่หายใจแรงหรือคนที่เหงื่อออกงายจะถูกยุงกัดไดบอยกวา เปนตน ตอมาไดมี
การศึกษาโปรตีโอมิกสจากตอมน้ําลายยุง Ae. aegypti(70) พบโปรตีนที่นาสนใจคือโปรตีน malate 
dehydrogenase, ADP,ATP carrier protein, D7protein family และ certain salivary allergens จาก
การศึกษาโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงกอนหนานี้ โปรตีนสวนใหญที่พบจะเกี่ยวของกับ cytoskeleton 
maintenance, transporter function หรือ nuclear regulation และ secreted proteins เปนตน 

5.3 ขอเสนอแนะ 
 มีการศึกษามากมายเกี่ยวกับตอมน้ําลายของยุงหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการดูดกินเลือด แต
สําหรับยุงเสือ (M. uniformis) นั้นยังไมมีขอมูลเกี่ยวกับโปรตีนจากตอมน้ําลาย ดังนั้นการศึกษา
วิเคราะหโปรตีนจากตอมน้ําลายยุงเสือนี้ ปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญและมีผลตอการพิจารณาคือ 
จํานวนของตอมน้ําลายในแตละ lane ของรูปแบบโปรตีนถาหากบาง lane มีจํานวนตอมน้ําลายมาก
หรือนอยกวากันก็จะมีผลในการพิจารณาเปรียบเทียบผิดพลาดได ดังนั้นจึงควรระมัดระวังและ
ควบคุมขั้นตอนในการ dissect ใหมีจํานวนตอมน้ําลายเทากัน 
 ควรจะตัดแถบแบนที่ขนาดประมาณ 37 kDa ที่มีรูปแบบที่ลดลงหลังจากดูดกินเลือดโดยวิธี 
SDS-PAGE ไปทํา LC-MS/MS เพื่อใหรูวาแถบแบนนั้นคือโปรตีนชนิดอะไรมีผลตอการดูดกิน
เลือดจริงหรือไม และควร dissect ตอมน้ําลายยุงตามชวงอายุของยุงเพื่อดูวาโปรตีนที่ขนาดประมาณ 
61 และ 83 kDa วาเพิ่มขึ้นหลังดูดกินเลือด หรือเพิ่มขึ้นตามอายุของยุง 
 ขอมูลดังกลาวที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาโปรตีน
ในตอมน้ําลายยุงเสือในระดับโมเลกุลของโปรตีนที่สนใจ ซ่ึงสามารถแสดงใหเห็นถึงกลไกในการ
ปองกันการแข็งตัวของเลือดในยุงเสือเพศเมียขณะดูดกินเลือด และอาจนําไปใชประโยชนในการ
ตรวจวินิจฉัยผูปวยที่มีอาการแพที่เกิดจากยุงกัดหรือนําไปใชในการอธิบายกลไกที่เกี่ยวของในการ
บุกรุกของพาราไซต ตลอดจนอาจเปนแนวทางในการศึกษาปองกันการถายทอดเชื้อพาราไซตผาน
ทางยุงพาหะ และ สามารถทําการศึกษาตอในดานของจีโนมิกสโดยทําหองสมุด DNA (cDNA 
library construction) ของตอมน้ําลายยุงเสือไดตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
ขั้นตอนการเตรียมสาร 

1. 1X Phosphate-Buffered saline (PBS) ปริมาตร 1000 ml 
NaCl   8.0 g 
KCl   0.2 g 
KH2PO4   0.24 g 
Na2HPO4  1.44 g 
ddH2O   400-500 ml 

ปรับ pH 7.4 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml  
2. 30% Acrylamide mix   100 ml (30.8%T , 2.7%C bis solution) 

40% Acrylamide  75 ml 
Bis acrylamide  0.8 g ละลาย ddH2O ปริมาตร 25 ml 

3. 1.5 M Tris (pH 8.8) 
Tris base  181.71 g 
ddH2O   400-500 ml 

ปรับ pH 8.8 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
4. 1 M Tris (pH 6.8) 

Tris base  121.14 g 
ddH2O   300 ml 

ปรับ pH 6.8 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
5. 10% SDS 

SDS   10 g 
เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 100 ml 

6. 10% APS (Amonium per sulphate) 
APS   0.1 g 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1 ml 
7. SDS-PAGE gel running buffer (10X buffer) 

Tris base  29 g 
   Glycine   145 g 
   SDS   10 g 
   ddH2O   600 ml 
ปรับ pH 8.3 ดวย conc. HCl แลวเติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
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8. Reducing sample buffer (4X RSB) 
0.0625M Tris-HCl pH 6.8 8% (w/v) 
SDS 40% (v/v) glycerol & 0.005% Bromophenol blue 

SDS   0.8 g 
Glycerol  4.0 ml 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 5.0 ml 
Bromophenol blue 0.5 ml 
2-mercaptoethanal (2-ME) 1.0 ml 

9. 70% Ethanol 100 ml 
100% Ethanol  70 ml 
ddH2O   30 ml 

10. Rehydration buffer 
Urea   13.5 g 
CHAPS   1 g 
Bromophenol blue 50 μl 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 25 ml 
11. SDS Equilibration buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.8 50 ml 
Urea   360.35 g 
Glycerol  345 ml 
SDS   20 g 
Bromophenol blue 400 μl 

เติม ddH2O ใหไดปริมาตร 1000 ml 
12. Agarose sealing mixture 

 1xTAE buffer  50 ml 
 Agarose   0.5 g 

1%Bromophenol Blue 100 μl 
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