
บทท่ี 3

วิธีดำเนินการวิจัย

การวางแผนการทดลองโดยใช้สารสกัดฮอร์โมน P4 และ 17CX-OHP4 จากแม่เพรียงทราย 
เพ่ือกระตุ้นการเจริญของเซลล์ไข่กุ้งกุลาดำ โดยนำแม่เพรียงทรายและแม่พันธุกุ้งกุลาดำมาสกัดและ 
วิเคราะห์ระดับฮอร์โมนทั้งสองชนิด เมื่อทราบระดับฮอร์โมนในแม่เพรียงทรายและแม่พันธุกุ้ง 
กุลาดำ จึงนำสารสกัดจากแม่เพรียงทรายบ่มเล้ียงกับเซลล์ไข่กุ้งกุลาดำ สังเกตการเปล่ียนแปลงของ 
เซลล์ไข่ จากขนาดเสันผ่าศูนย์กลางและองค์ประกอบภายในเซลล์ไข่

1. การสกัดฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4

1.1 การเตรียมตัวอย่างแม่เพรียงทราย อาหารธรรมชาติ และแม่กุ้งกุลาดำ

ซ้ือแม่เพรียงทรายจากเกษตรกรท่ีรวบรวมแม่เพรียงจากบริเวณชายหาด จังหวัด ชลบุรี และ 
แม่เพรียงทรายฟาร์มเพาะเล้ียง จากอนัตตชัยโพลีคีตฟาร์ม จังหวัดระยอง ขนส่งมีชีวิต มาเล้ียงต่อยัง 
ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล จุฬาลง 
กรณ์มหาวิทยาลัย ปรับสภาพ แม่เพรียงทรายก่อนการทดลองโดยเล้ียงในถังไฟเบอร์ ขนาด 10 ลิตร 
ท่ีมีชันทรายละเอียด และระดับนำลึกประมาณ 10 เซนติเมตร ท่ีความเค็มท้ัาทะเล 30 ส่วนในพัน ให้ 
อาหารป่นสำหรับลูกกุ้งกุลาดำละลาย1ในนา จำนวน 1 คร้ังต่อวัน เปล่ียนถ่ายน้ํา 50 เปอร์เซ็นต์ ทุก 
วัน

อาหารธรรมชาติของพ่อแม่พันธุกุ้งกุลาดำที่ใช้ในการทดลอง คือ กุ้งก้ามกราม 
(Macrobrachium rosenbergiï) หมก (Logigo sp.) หอยลาย (Paphia sp.) กุ้งกุลาดำ (Penaeus 

monodon) เพรยงเลอด (Marphysa sp.) และ เพรยงทราย (Perinereis sp.)
แม่พันธุกุ้งกุลาดำท่ีใช้ในการทดลองได้รับความอนุเคราะห์จากเทิเร์สท ฟาร์ม จังหวัดภูเก็ต 

ผ่าตัดแยกอวัยวะของแม่กุ้งเป็น 3 ส่วน คือ เลือด รังไข่ และกล้ามเน้ือ โดยดูดเลือดกุ้งบริเวณด้าน 
ท้ายเปลือกคลุมหัว (Carapace) หรือบริเวณโคนขาว่ายนื้าศู่ที่ 1 ผสมกับ 1% Na-EDTA 
(Anticoagulant) จากน้ันตัดบริเวณก่ึงกลางเปลือกคลุมหัว และเปลือกบริเวณลำตัวออกเพ่ือหา 
ตำแหน่งรังไข, รังไข,มีลักษณะแผ่เป็นปีกคล้ายผีเสือและทอดแนวยาวตลอดลำตัวคู,กับลำไท้ ใช้ 
กรรไกรเลาะตามท่อรังไข่จนถึงบริเวณขาวายน้ืาศู่สุดท้าย ใช้ปากคีบดึงรังไข'ออก ตัดกล้ามเน้ือน้ํา 
หนักประมาณ 5 กรัม ตัวอย่างท้ังหมดทำการเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -80°c เพ่ือสกัดฮอร์โมน P4 
และ 17a-OHP4 ต่อไป
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1.2 วิธีการสกัดฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4

ทำความสะอาดแม่เพรียงทรายด้วยนํ้ากลั่น บดเนื้อเยื่อแม่เพรียงทั้งตัวใช้ Tissue 
Homogenizer ใน 4% โซเดียมคลอไรด์ (4% NaCl) ช่ังตัวอย่างท่ีบด 1 กรัมใส่ในหลอดทดลองขนาด 
30 มิลลิลิตร สกัดตัวอย่างด้วย ไดเอททิล อีเธอร์ (Diethyl ether) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ป่นแยกส่วน 
ผสมท้ังสองท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 90 นาที เม่ือตัวอย่างแยกช้ันจึงเก็บส่วนน้ําใส 
ชันบน ทำให้แห้งด้วย Vacuum dryer และเก็บท่ีอุณหภูมิ -80°c สำหรับอาหารธรรมชาติ และแม่ 
พันธุกุ้งกุลาดำ อวัยวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ คือ เลือด รังไข, และกล้ามเน้ือ โดยข้ันตอนการสกัดใช้ 
วิธีเดียวกับการสกัดในแม่เพรียงทราย

1.3 วิธีการวัดระดับโปรตีน (Bradford, 1976)

ช่ังนำหนักสารมาตรฐานบีเอสเอ (Bovin serum albumin ; BSA) 1 มิลลิกรัม เติมน้ืากล่ัน 1 
มิลลิลิตร เจือจางสารมาตรฐาน ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 0.05 0.06 0.08 0.1 0.2 0.4 และ
0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ จากน้ัน เตรียม dye reagent อัตราส่วนระหว่าง dye reagent ต่อ 
น้ืากล่ัน เท่ากับ 1 ต่อ 4 และช่ังน้ืาหนักตัวอย่าง ปริมาณ 0.01 กรัมผสมน้ืากล่ัน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จากน้ัน ปีเปตสารละลายมาตรฐาน สารละลายตัวอย่าง อย่างละ 10 ไมโครลิตร ลงในเพลท 96 หลุม 
(96 well) และปิเปต dye reagent 200 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 5-60 นาที แล้วจึงนำเช้าเคร่ืองอ่านค่า 
การดูดกลืนแสง (absorbance) ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร

2. การวิเคราะห์ระดับฮอร์โมน P4 โดยเทคนิค เรดิโอ อิมมูโน เอสเส (Radioimmunoassay;
RIA) (Kamonpatana et al., 1979)

ทำการทดลองท่ีโครงการ ใช้นิวเคลียร์เพ่ือส่งเสริมกิจการผสมเทียมโคนมและกระบือปลัก 
คณะสัตว์แพทย์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย นำตัวอย่างของฮอร์โมนสกัดที่ทำแห้ง มาละลายใน 
Phosphate buffer solution (PBS) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมให้เช้ากัน นำสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมกับ Anti-Progesterone (Antibody ; As-P) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 
อุณหภูมิห้อง 60 นาที และเติมสารกัมมันตรังสีทริเทียม [(1,2,6,7-3H)P4] ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 4°c อย่างน้อย 12 ชั่วโมง จึงเติม ice-cold dextran-coated charcoal ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4°c เป็นเวลา 20 นาที และแยกตะกอนด้วยเคร่ืองเหว่ียงแยกตัวอย่าง 
(centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 15°c จำนวน 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนน้ืาใสด้านบน 
และปิเปต Scintillation [0.01% 1,4 -bis-214 Methyl-5-Phenyloxyzolyl-Benzole (POPOP), 0.3%
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P-Terphynyl (pTP) ละลายใน Toluene ปริมาตร 2.5 ลิตร] ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และวิเคราะห์ระดับฮอร์โมนP4โดยเคร่ือง Liquid Scintillation Counter 
(Beckman, USA) คำนวณระดับของฮอร์โมนเทียบกับกราฟมาตรฐานสารตัวอย่าง

3. การวิเคราะห์ระดับฮอร์โมน 17CC-OHP4 โดยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมน ลิควิด ใครมาโทกราฟ
ทีเ (High performance liquid chromatography ; HPLC) (Warrier et al., 2001)

นำตัวอย่างท่ีสกัดตามวิธีข้างต้นละลายด้วยเมธานอล 1 มิลลิลิตร และกรองตัวอย่างผ่านเมม 
เบรน ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (SuporR-450 Membrane, Waters, USA) แล้วฉีดตัวอย่างผ่าน 
Reversed phase-HPLC (คอลัมน Prevail C18 column ขนาด 0.46x15 เซนติเมตร, Alltech, USA) 
สารตัวพา (mobile phase) คือ เมธานอล ต่อ นากล่ัน อัตราส่วน 85:15 (v/v) ปรับอัตราไหลของสาร 
ตัวพา (flow rate) เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดด้วยเคร่ือง HPLC Dual X Absorbance detector 
(Waters 2487, USA) ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร

4. การแยกสารสกัดฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4 จากแม่เพรียงทราย

ตัดแปลงวิธีการทดลองจาก Warrier et al. (2001) โดยนำตัวอย่างแม่เพรียงทรายท่ีสกัดตาม 
วิธีข้างด้น เพ่ือแยกสารสกัดฮอร์โมน P4 และ 17(X-OHP4 ด้วย HPLC เน่ืองจากต้องการสารท่ีมี 
ความบริสุทธิสำหรับการทดลองเหน่ียวนำเซลล์ไข่ภายในรังไข่แม่กุ้งทะเล ตังน้ัน จึงแยกสารสกัด 
ท้ังสองจากค่า retention time (RT) สารสกัด 17a-OHP4 และ P4 มีค่า retention time เท่ากับ 6 และ
12.8 นาที ตามลำดับ เมื่อแยกส่วนของสารสกัดที่ต้องการได้แล้ว นำไประเหยแห้งโดยก๊าซ 
ไนโตรเจนและเก็บท่ีอุณหภูมิ -80°c เพ่ือใช้ปมเล้ียงเซลล์ไข่กุ้งกุลาดำ
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5. การเตรียมความเข้มข้นของสารสกัด P4 17CX-OHP4 และ รังไข่แม่พันธุกุ้งกุลาดำ เพ่ือ
ศึกษาการพัฒนาของระบบสืบพันธุ โดยวิธื in vitro

เม่ือแยกสารสกัดท้ังสองออกจากกัน เก็บส่วนท่ีได้ระเหยแห้งโดยก๊าซไนโตรเจน สำหรับ 
การเตรียมความเข้มข้นของสารสกัดท้ังสองชนิดเพ่ือบ่มเล้ียงกับเซลล์ไข่ภายในรังไข, จะใช้ระดับ 
ฮอร์โมนท่ีพบในรังไข,แม่กุ้งเป็นตัวกำหนด โดยแบ่งระดับฮอร์โมนออกเป็น ฮอร์โมน P4 ความเข้ม 
ข้น 3 ระดับ คือ 0.4 0.7 และ 1.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และฮอร์โมน 17ct-OHP4 ความเข้มข้น 3 
ระดับ คือ!.0 2.0 และ 3.0 นาโนกรัมต่อบิลลิตร การเตรียมรังไข่ของแม่พันธุกุ้งกุลาดำ ดัดแปลงการ 
ทดลองจาก Tsukimura (1991) ผ่าตัดรังไข่อ่อนของแม่กุ้งกุลาดำ (Previtellogenic oocytes) แบ่งเป็น 
2 ส่วน คือ ส่วนแรกนำช้ินรังไข่ตรึงในน้ํายาตรึงเดวิดสัน (Davidson’s fixative) เพ่ือเป็นกลุ่มควบ 
คุมก่อนการทดลอง (Fixed) และส่วนท่ีสองนำช้ินรังไข,บ่มกับฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4 ในห้อง 
ปฏิบัติการเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทำโดยตัดช้ินรังไข่ขนาด 5 มิลลิเมตร ลงใน 24 well culture plate 
โดยมีปริมาตรของน้ําเล้ียง (M l99) (ประกอบด้วย NaCl 26.7; KC1 1.11; MgCL, 0.36; MgS04 0.62 
และ CaClr 2H20  3.4 กรัมต่อลิตร) 1 บิลลิลิตร (Webster, 1986) นาเล้ียงท่ีใช้'ในการทดลองกรอง 
ด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมครอน จากนั้นผสมกับสารสกัดหรือฮอร์โมนสังเคราะห์ และบ่ม 
เล้ียงกับเซลล์ไข่บนเคร่ืองเขย่า (Incubater shaker) ท่ีอุณหภูมิ 25°c โดยไม่มีการเติมอากาศ การ 
ทดลองใช้เวลา 24 ชั่วโมง และเปล่ียนน้ัาเล้ียงผสมฮอร์โมนทุก 1 ชั่วโมง เม่ือบ่มเล้ียงจนครบ 24 ช่ัว 
โมง จึงนำชิ้นรังไข่ตรึงใน Davidson’s fixative เพ่ือศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของช้ินรังไข่
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6. การทดลองความเข้มข้นฮอร์โมน P4 และ 17CC-OHP4 จากสารสกัดแม่เพรียงทรายและ 
ฮอร์โมนสังเคราะห์ต่อการเจริญของเซลล์ไข่กุ้งกุลาดำ

ออกแบบการทดลองเป็นแบบ Complete randomized design (CRD) โดยทดลองความเข้ม 
ข้นฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4 จากสารสกัดแม่เพรียงทรายและฮอร์โมนสังเคราะห์ แบ่งการ 
ทดลองเป็น 12 กลุ่ม โดยกลุ่มการทดลองละ 3 ซา ดังตารางท่ี 1

ตารางท่ี 1 ความเข้มข้นของฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4

กลุ่มการทดลอง สารสกัด ฮอร์โมนสังเคราะห์

1 P4 0.4 ng/ml -

2 P4 0.7 ng/ml -

3 P4 1.0 ng/ml -

4 - P4 0.4 ng/ml

5 - P4 0.7 ng/ml

6 - P4 1.0 ng/ml

7 17CC-OHP4 1.0 ng/ml -

8 17a-OHP4 2.0 ng/ml -

9 17a-OHP4 3.0 ng/ml -

10 - 17a-OHP4 1.0 ng/ml

11 - 17a-OHP4 2.0 ng/ml
12 - 17a-OHP4 3.0 ng/ml

หมายเหตุ กลุ่มควบคุมท่ี! ตรึงชินรังไข่ในนำยารักษาสภาพ

กลุ่มควบคุมท่ี2 บ่มเล้ียงช้ินรังไข่ในอาหารเล้ียงไม่เติมฮอร์โมน
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7. การศึกษาผลของสารสกัด P4 และ 17CC-OHP4 ต่อการเจริญของเซลล์ไข,กุ้งกุลาดำ

ติดตามผลการพัฒนาของเซลล์ไข่ภายในรังไข่ โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงของระยะเชลล์ไข่ 
และขนาดเสันผ่าศูนย์กลาง เม่ือส้ินสุดการทดลองท่ีเวลา 24 ชั่วโมง นำช้ินรังไข่ตรึงในน้ํายาตรึงเด 
วิดสัน (Davidson’s fixative) เปีนเวลา 24 ชั่วโมง จึงน้ันนำช้ินรังไข่ผ่านกระบวนการดึงน้ําออกด้วย 
แอลกอฮอล์ และนำชินรังไข่แช่พาราพันเป็นเวลา 1 ช่ัวโมงเพ่ือให้พาราพันผ่านเข้าช่องว่างของช้ิน 
รังไข่ จากนั้นนำตัวอย่างที่ผ่านกระบวนการดังกล่าวตัดด้วยเครื่อง Microtome ขนาด 3-5 
ไมโครเมตร และยอมส Hematoxylin และ Eosin (H&E) (Tsukimura, 1991) สังเกตผลจากระยะ 
ของเซลล์ไข'และความยาวเสันผ่าศูนย์กลางของเซลล์ไข่ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Yano, 1985) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม,เติมสารสกัดและฮอร์โมนสังเคราะห์ สรุปข้ันตอนการทดลองตัง 
รูปท่ี 3

8. การวิเคราะห์

ทดสอบผลของสารสกัด P4 และ!70C-OHP4 จากแม่เพรียงทราย ต่อการพัฒนาระบบสืบ 
พันธุแม่กุ้งกุลาดำโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนและทดสอบความแตกต่างระหว่างชุดการ 
ทดลอง โดยวิธีของ Duncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์

หอสบุตกลาง สํในักงานวิทยทรัพยากร 

จุฬาลงกรณ์มห ไวทยาลัย



22

รวบรวมแม่เพรียงทราย และแม่กุ้งกุลาดำ

สกัดฮอร์โมน P4 และ 170C-OHP4

ตรวจวัดปริมาณฮอร์โมน

โRadioimmunoassay (RIA) High Performance Liquid Chromatography (HPLC)Ï
ทำการแยก Fraction ของฮอร์โมนเพ่ือบ่มเล้ียงเชลล์ไข่ 

แม่กุ้งกุลาดำ Penaeus monodon

การบ่มเล้ียงเซลล์ไข่ภายในรังไข่แม่กุ้งกุลาดำ 

ตัดช้ินรังไข่เพ่ือบ่มเล้ียงกับฮอร์โมน P4 และ 17a-OHP4

ฮอร์โมน P4 ฮอร์โมน 17a-OHP4

1 ■โ
สารสกัดจากแม่เพรียงทราย ฮอร์โมนสังเคราะห์ สารสกัดจากแม่เพรียงทราย ฮอร์โมนสังเคราะห์

1ความเข้มข้น 0.4 0.7 และ 1.0 ng/ml 1ความเข้มข้น 1.0 2.0และ3.0 ng/ml

บ่มเล้ียงเซลล์ไข่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรึงช้ินรังไข่ในน้ํายาตรึงเดวิดสัน (Davidson’s fixative)

!
ศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่

รูปท่ี 3 ข้ันตอนการวิเคราะห์และการทดลองผลของฮอร์โมน P4 และ 17ct-OHP4 ต่อการพัฒนาไข่ 
กุงกุลาดำ Penaeus monodon
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