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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาขนาดและรูปแบบของโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่ไดร้ับ

อาหารผสมฮอรโ์มน 17 เบต้า-เอสตราไดออล โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 6 ชุด คือ กุ้งไม่ถูกตัดตาได้รับ
อาหารเม็ดปกติ (N=12) กุ้งที่ถูกตัดตา 1 ขา้งไดร้บัอาหารเม็ดปกติ (N=12)กุ้งที่ไดร้บัอาหารผสมฮอรโ์มนความ
เข้มข้น 10, 50, 100 และ 500 mg/kg ของอาหาร (N=16, 16, 16 และ 8) ตามล าดับ เป็นระยะเวลา 60 วัน  
โดยเก็บตวัอย่างรงัไข่ ตับ/ตบัอ่อน และ เลือด ในวนัที่ 35 และ 60 ของการเลีย้ง เพ่ือวิเคราะหห์าดัชนีรงัไข่ โปรตีน
ทัง้หมด และขนาดของโปรตีนไวเทลลินจากการหาค่าเฉล่ียเปอรเ์ซ็นตด์ัชนีรงัไข่ของวนัที่ 35 พบว่า กุง้ที่ถูกตัดตา 
1 ขา้งไดร้บัอาหารเม็ดปกติมีค่าสงูกว่าการทดลองอื่นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนกุง้ที่เลีย้งเป็นเวลา 
60 วัน เปอรเ์ซ็นต์ดัชนีรงัไข่มีค่าไม่แตกต่างกันในทุกชุดการทดลอง จากการวัดปริมาณโปรตีนในแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด า พบว่าในเลือดมีปริมาณโปรตีนสงูที่สุดเม่ือเทียบกบัรงัไข่ และตบั/ตบัอ่อนซึ่งมีปริมาณโปรตีนใกลเ้คียงกัน 
ในการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนทั้งหมดดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนที่มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า จ านวน 
20-40 แถบ และเม่ือศึกษาขนาดของโปรตีนไวเทลลินดว้ยวิธีเวสเทิรน์บลอทโดยใชแ้อนตีบ้อดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน
ไวเทลลินของกุ้งกุลาด าที่ขนาด 74 กิโลดาลตัน พบว่า กุ้งที่ได้รบัอาหารผสมฮอรโ์มน 100 mg/kg ของอาหาร  
ที่เลีย้งเป็นเวลา 35 วัน มีการผลิตโปรตีนไวเทลลินสูงที่สุด โดยพบแถบโปรตีนไวเทลลินชดัเจนที่สุดในรงัไข่และ
เลือดตามล าดบั แต่ไม่พบในตบั/ตบัอ่อน 
 

ค าส าคัญ: เวสเทิรน์บลอท17เบตา้-เอสตราไดออลโปรตีนไวเทลลิน  กุง้กุลาด า 
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Abstract 
This study was to examine the vitellin protein levels in term of size and pattern in the female 

domesticated giant tiger shrimp (Penaeusmonodon) broodstockfed with supplemented 17 beta 
estradiol at various levels.The samples were divided into 6 treatments, i.e., shrimps fed with diets 
without hormone (N=12), eyestalk-ablation shrimps fed with diets without hormone (N=12), shrimps 
fed with diets enhanced with 17-estradiol hormone at 10, 50, 100 and 500 mg/kg (N=16, 16, 16 
and8),respectivelyfor 60 days. The samples of ovaries, hepatopancreas and hemolymphwere 
collected at day 35 and 60 for determinations ofGSI, total protein and size of vitellin. The results 
showed that the average GSI of eyestalk-ablation shrimp fed with diets without 
hormonesupplementedwas significantly higher than other groups (p<0.05) at day 35. While, there 
was no statistically significant difference of the GSI in each experimental groups at day 60. The 
protein levels in hemolymph were higher than the one in ovary and hepatopancreas.Moreover, 
analysis protein patterns by SDS-PAGE in ovaries, hepatopancreas and hemolymph were found that 
the protein bands could be seen with 20-40 bands.Size of vitellinprotein was analyzed by Western 
blotting through using anti-vitellin of giant tiger shrimp at the size of 74 kilodaltons. It was found that 
shrimp fed with hormonemixed diets of 17-estradiol hormone at 100 mg/kg of diet at 35 days 
showed the highest production of vitellin protein. The most clearly vitellin protein was found in the 
ovaries and blood, respectively, but not in the hepatopancreas. 
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บทน า 
กุง้กุลาด า (Penaeusmonodon) เป็นสตัวน์ า้ท่ี

มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็นสินค้าส่งออกที่ท  า
รายไดใ้หป้ระเทศไทยมูลค่ามากถึง 622.35 ลา้นบาท 
[1] แต่ในปัจจุบันอุตสาหกรรมการเลี ้ยงกุ้งกุลาด า
ประสบปัญหาด้านการผลิตกุ้งที่มีคุณภาพ ปัจจัย
ส าคัญประการหนึ่งคือการไม่เจริญพันธุ์ของพ่อแม่
พันธุ์กุ้งกุลาด าในโรงเรือน [2] ปัจจุบันเกษตรกร
กระตุน้การวางไข่ของกุ้งกุลาด าดว้ยวิธีการตัดกา้นตา 
เนื่องจากบริเวณก้านตาของแม่พันธุ์กุ้งมีฮอรโ์มนที่

ยบัยั้งการพฒันารงัไข่ หากตัดก้านตาออกจะส่งผลให้
แม่พันธุ์กุ้งพัฒนารงัไข่ไปจนถึงระยะสมบูรณ์เพศและ
พรอ้มที่จะผสมพันธุ์ตามเวลาที่ต้องการ แต่การตัด
ก้านตากุ้งส่งผลให้ฮอร์โมนต่าง  ๆ ในตัวกุ้งท างาน
ผิดปกติ  ลูกกุ้ งที่ ได้ ไม่ แข็งแรง แม่พันธุ์บอบช ้า 
สิ ้น เป ลื อ งแ ม่พั น ธุ์ที่ ร าคาแพ งและห าได้ย าก 
นอกจากนี้ยังมีการใช้ฮอรโ์มน 17เบต้า-เอสตราได
ออล (17β-estradiol) ในการกระตุ้นการพัฒนารงัไข่
ของกุง้กุลาด า [2] ซึ่งมีโครงสรา้งใกลเ้คียงกับฮอรโ์มน
โพรเจสเทอโรน และ ฮอรโ์มน 17 แอลฟา-ไฮดรอกซีโพ
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รเจสเตอโรนโดย 17β-estradiolเป็นฮอรโ์มนกลุ่มส
เตียรอยด์ที่สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการไว
เทลโลจี เนซีส(vitellogenesis) ที่ เกี่ยวข้องกับการ
พฒันาระบบสืบพันธุใ์นกุง้กุลาด า [2]โดยกระบวนการ
ไวเทลโลจีเนซีสคือกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนไข่
แดงแล้วเปล่ียนเป็นโมเลกุลขนาดเล็กเพ่ือเข้าสู่เซลล์
ไข่ที่ก าลงัพฒันาเร่ิมจากการผลิตโปรตีนตัง้ตน้ (ไวเทล
โลจีนิน vitellogenin; VTG) ของโปรตี นไข่แดงใน
เนื ้อเยื่อที่เฉพาะเจาะจงแล้วผ่านการเปล่ียนแปลง
โครงสรา้งกลายเป็นโมเลกุลที่เล็กลงและมีการสะสม
เพ่ือใชใ้นการพฒันาเซลลไ์ข่ในรูปของโปรตีนไวเทลลิน
ในภายหลัง [2] โดยโปรตีนไวเทลโลจีนินในกุ้งกุลาด า
ถือเป็นองค์ ประกอบตั้งตน้ในการสรา้งโปรตีนไข่แดง
หรือโปรตีนโยล์ค (Yolk protein) [3] โปรตีนไวเทลโล
จีนินสงัเคราะหขึ์น้ที่เนือ้เยื่อตบัภายใตก้ารควบคมุของ
ฮอรโ์มนเอสโตรเจนโปรตีนที่ถูกสรา้งขึน้นี ้จะล าเลียง
ผ่านกระแสเลือดไปสะสมที่เซลลไ์ข่ เพ่ือใชเ้ป็นแหล่ง
อาหารส าหรบัการพัฒนาของเอ็มบริโอกระบวนการ
สรา้งและสะสมโปรตีนโยลค์ท าใหเ้ซลลไ์ข่มีขนาดใหญ่
ขึ ้น  [4] น อกจากนี้  ค่ าดั ชนี ความสมบู รณ์ เพศ 
(Gonadosomatic index; GSI) มกันิยมใชเ้ป็นตวับ่งชี ้
ที่ดีของการพัฒนาอวยัวะสืบพนัธุด์ว้ยเช่นกัน โดยช่วง
ที่สัตว์น ้าเริ่มวางไข่จะมีค่า GSI สูงสุดแล้วหลังจาก
วางไข่ไปแล้วจะมีค่าลดลง [5] โดยทั่ วไปแล้วการ
ตรวจสอบความสมบูรณ์เพศในกุ้งกุลาด าที่แม่นย า
สามารถท าไดโ้ดยการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลิ
นในอวัยวะต่าง ๆ เช่น เลือด ตบั/ตับอ่อน และรงัไข่ ซึ่ง
การตรวจสอบมีหลายวิธี เช่น การให้โปรตีนเคล่ือนที่
ผ่ าน เจลด้ วย เทคนิ ค  SDS-PAGE โด ย ใช้ค วาม
แตกต่างของน า้หนกัโมเลกุลในการแยกโปรตีน การวัด

ปริมาณโปรตีนโดยตรงดว้ยวิธีเวสเทิรน์บลอท ซึ่งเป็น
วิธีที่ไม่ยุ่งยาก ค่าใชจ้่ายไม่สูง แต่จะมีความจ าเพาะ
ระหว่างแอนติ เจนและแอนติบอดีสูง จึ งเล็งเห็น
ความส าคัญในการพัฒนาขอ้มูลรูปแบบโปรตีนที่มีอยู่
รงัไข่ของกุ้งกุลาด า โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเป็นการ
เพ่ิมองคค์วามรูใ้หม่เกี่ยวกบัชีววิทยาการสืบพนัธุใ์นกุ้ง
กุลาด า เพ่ือเป็นพืน้ฐานที่ส าคัญน าไปสู่ความเข้าใจ
เกี่ยวกับชีววิทยาการสืบพันธุ์ในกุ้งกุลาด า ซึ่งเป็น
ข้อมูลในการเข้าใจกลไกการสมบูรณ์ เพศของกุ้ง
กุลาด า และสามารถเพาะผลิตแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าใน
สภาพกกัขงัได ้
 

วิธีการวิจัย 
1. การเตรียมอาหารเม็ดส าหรับเลีย้งพ่อแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด า 

น าอาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับพ่อแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด ามาบดใหล้ะเอียด ร่อนผ่านตะแกรงขนาด 0.1 
ไมครอน ละลายฮอรโ์มนในแอลกอฮอล์ความเขม้ข้น 
99.99 เปอรเ์ซ็นต์ จากนั้นผสมฮอรโ์มนในอาหารที่
ความเข้มข้นต่างกัน ได้แก่  10 mg/kg, 50 mg/kg, 
100 mg/kg และ 500 mg/kg ของอาหาร น าส่วนผสม
เขา้เครื่องอดัเม็ดเสน้ผ่านศนูยก์ลางขนาด 2 มิลลิเมตร 
ยาว 4 มิลลิเมตร เข้าตู้อบไอน ้าที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส 5 นาที  จากนั้นน าไปอบแห้งที่อุณหภู มิ  
60 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง ทิง้ไวใ้หเ้ย็นแลว้คดัอาหาร
ผ่านตะแกรง บรรจุใส่ถุงเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
2. วิธีด าเนินการทดลองและการเก็บตัวอย่าง 

เลี ้ยงกุ้งกุลาด าพ่อแม่พันธุ์จ ากศูนย์เพ่ิ ม
จ านวนพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า มหาวิทยาลัยบูรพา 
วิทยาเขตจันทบุรี อายุ 20 เดือน ที่มีน ้าหนักตัวและ
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ความยาวเริ่มตน้ ดังแสดงใน Table 1 ในถงัพลาสติก
สีด าทรงกลมขนาด 1,000 ลิตรดว้ยอาหารทดลองเป็น
เวลา 60 วัน  ในโรงเรือนระบบปิด ณ  ศูนย์ วิจัย
เทคโนโลยีทางทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล 
มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรีโดยมีแผนการ
ทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized 
Design; CRD ) แบ่งการทดลองเป็น 6 ชุดการทดลอง 
ไดแ้ก่ กุง้ไม่ตดัตาไดร้บัอาหารเม็ดไม่ผสมฮอรโ์มนหรือ
ชุดควบคมุ (T1), กุง้ที่ถกูตดัตา 1 ขา้งไดร้บัอาหารเม็ด
ไม่ผสมฮอรโ์มน (T2), กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ด
ผ ส ม ฮ อ ร์ โม น  10 mg/kg (T3) , 50 mg/kg (T4) ,  
100 mg/kg (T5) และ 500 mg/kg (T6) เก็บตัวอย่าง
ในวนัที่ 35 วนั และ 60 วนั มาชั่งน า้หนกั วดัความยาว 
ชั่งน ้าหนักรังไข่ เก็บเลือด (HE) รงัไข่ (OV) และตับ/
ตับอ่อน (HP) ที่อุณหภู มิ  -80 องศาเซลเซียสโดย 
ในแต่ละถังการทดลองจะมีแม่พันธุ์กุ้ง 8 ตัว และ พ่อ
พนัธุก์ุง้ 1 ตวั 
3. การสร้างกราฟสารสะลายโปรตีนมาตรฐาน 

สรา้งกราฟสารละลายโปรตีนมาตรฐานโดยใช้
สารละลาย BSA (Bovine Serum Albumin) ที่ความ

เขม้ขน้ 0, 0.002,0.005, 0.01, 0.02, 0.4, 0.06, 0.08, 
0.1, 0.125, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธี Bradford[6]น าค่าการดูดกลืนแสงมาสร้าง
กราฟโปรตีนมาตรฐานระหว่างค่าเฉล่ียการดูดกลืน
แสงและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน BSA 
โดยรายงานเป็นค่ามิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
4. การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

น ารังไข่  และตับ /ตับอ่อนมาสกัดโปรตีน
ทั้งหมด โดยดัดแปลงจากวิธีของ อรัญญา และ 
ประภ าพร [7] โดยบดในสารละลายTBS-PMSF 
(50mM Tris-HCl, pH7.5 ที มี  0.9%NaCl แ ล ะ 
1mMphenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF)) 
โดยใช้อัตราส่วนเนื ้อเยื่อ 0.5 กรัม ต่อ TBS-PMSF 1 
มิลลิ ลิตร จากนั้นดูดส่วนใสใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-เซลเซียส 1 ชั่วโมง จากนั้น
แยกเอาส่วนใสซึ่งเป็นสารสกัดโปรตีนไปหาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Bradford[6] 

 
Table 1.Mean of body weight and length of the female domesticated giant tiger shrimp broodstock 
before fed with supplemented 17β-estradiol hormone diets. 

Treatment Mean of body weight 
(grams) 

Mean of  length 
(centimeter) 

 

 

Samples  
(N)  

1 105.21±11.65ab 21.87±1.20ab 12 

2 116.90±19.06b 22.76±1.14b 12 

3 94.59±19.66a 21.07±1.52a 16 

4 105.10±22.25ab 21.44±2.00a 16 
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Treatment Mean of body weight 
(grams) 

Mean of  length 
(centimeter) 

 

 

Samples  
(N)  

5 108.13±14.66ab 21.88±1.02ab 16 
6 110.18±16.85ab 21.48±1.59a 8 

Same letters within a column are not significantly different at p>0.05 level. 
 
5. การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนทั้งหมด
ของแม่พันธุก์ุ้งกุลาด า 

น าสารสกัดจากรงัไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด
มาเจื อจางให้มีความเข้มข้น  10 ไมโครกรัมต่ อ
ไมโครลิตร จากนั้นน าสารสกัด เจือจางไปผสมกับ 
Sample buffer (0.5 tris-HCl pH 7.4, Glycerol, 
10% SDS, bromo- phenol blue แล ะ  β-Mercep- 
toethanol) (อัตราส่วน 1:2) เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น
ของสารละลายโปรตีน 30 ไมโครกรมั น าไปตม้ในน า้ที่
อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
แยกปริมาณโปรตีนดว้ย 10% polyacry- lamide gel
ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis ( SDS-
PAGE) ย้ อ ม สี ด้ ว ย  Coomassie blue R-250 
ประมาณ  15 นาที  จากนั้ นล้าง สี ส่ วน เกินด้วย 
destainingSolution ตามวิธีของ Laemmli [8] 
6.การวิเคราะหข์นาดโปรตีนไวเทลินด้วยเทคนคิ
เวสเทิรน์บลอท 

น าสารสกัดจากรงัไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด 
มาแยกโปรตีนใน 10% Separating gel จากนั้นยา้ย
โปรตีนจากเจลลงแผ่น  PVDFเมมเบรน แช่ แผ่น 
เมม เบรน ใน  Blocking Bufferเขย่ า  1  ชั่ วโม ง  เท
สารละลายออก จากนั้นเติม washing buffer เขย่า
เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายออกแล้วเติม Anti-

rabbit VTG, 1°Ab (1:5000) เขย่า 2 ชั่วโมง น าไปบ่ม
ท่ี 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน หลงัจากนัน้เท 1°Ab ออก 
แล้วเติม washing bufferและเขย่า 5นาที ท า 3 ซ  ้า 
และเทออก จากนั้นเติม Goat Anti-Rabbit IgG-AP 
Conjugate, 2oAb (1:3000) น าไป เขย่ า  1 ชั่ ว โม ง  
ที่อณุหภูมิหอ้งเม่ือครบเวลาเท 2oAb ออก ตรวจสอบ
การปรากฎของแถบโปรตีนด้วยการเติ มน ้ ายา 
develop (Ap color Reagent A, Ap color Reagent 
B, 25x Ap color Development Buffer)เ ข ย่ า จ น
ปรากฏแถบสี ล้างสีส่วนเกินแล้วบันทึกผลการท า
ปฏิกิริยา[9]โดยโปรตีนไวเทลลินที่คาดหวังมีขนาด 74 
กิโลดาลตนั 

 

ผลการวิจัย 
1. การเก็บตัวอย่าง 
 จากการน าตัวอย่างแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่ เลีย้ง
เป็นระยะเวลา 35 วัน และ 60 วัน มาชั่งน ้าหนัก วัด
ความยาว และ ชั่ งน ้าหนักของรังไข่พบว่า ค่าเฉล่ีย
น ้าหนักตัวของแม่พันธุ์กุ้ง ความยาวของแม่พันธุ์กุ้ง
และค่าดชันีรงัไข่ (%GSI) มีค่าดงัแสดงในTable 2 
2.การสร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน 
 เม่ือน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย
โป รตี น ม าต รฐาน  BSA ม าส ร้างก ราฟ โป รตี น
มาตรฐานไดผ้ลดงัFigure 1 
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3. การศึกษาปริมาณโปรตีน 
จากการวัดปริมาณโปรตีนของสารสกัดรังไข่ 

ตับ /ตับอ่ อน  และเลือดขอ งแม่พั นธุ์กุ้ งกุ ล าด า 
เป รี ย บ เที ย บกั บ กราฟมาต รฐ าน โป รตี น  BSA

Figure 1. Standard curve of Bovine Serum 
Albumin (BSA) 
 
Table 2.Mean of body weight, length, ovary weight and ovarian index (% GSI) 

Same letters within a column are not significantly different at p>0.05 level. 
 

(Figure 1) พบว่า ปริมาณ โปรตีนในรังไข่ 
ปริมาณโปรตีนในตับ/ตับอ่อน และ ปริมาณโปรตีนใน
เลือด ของแม่กุ้งที่เลีย้งเป็นระยะเวลา 35 วัน และ 60 
วั น  มี ค่ า อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  2.09-4.05 แ ล ะ  2.99-5.17 
มิล ลิกรัมต่อ มิลลิ ลิตร  2.03-4.55และ 2.58-4.08
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และ 90.70-176.46
และ 131.72-199.88มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
(Table3) 

 

4. การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนทั้งหมด
ของแม่พันธุก์ุ้งกุลาด า 

จากการเปรียบเทียบความเขม้ของแถบโปรตีน
ในรงัไข่ ตบั/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุง้กุลาด าที่
เลีย้งเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน ดว้ยเทคนิค SDS-
PAGE พบแถบโปรตีนประมาณ  20 ถึง  40 แถบ  
ในตัวอย่างที่เลีย้งเป็นเวลา 35 พบว่า โปรตีนที่พบใน
รังไข่ ตับ/ตับอ่อนและเลือด ของทุกการทดลองมี
จ านวน 5 แถบที่เหมือนกัน ได้แก่ 104, 74, 58, 28 

Treatments Mean of body weight (grams) Mean of  length (cm.)  
 

Mean of GSI (%) 
 Day 35  Day 60 Day 35  Day 60 Day 35   Day 60 

1 100.81±13.26a 95.00±11.18a 21.35±1.14a 20.63±1.00a 1.08±0.35ab 1.15±0.30a 

2 108.86±24.10a - 22.08±1.81a - 1.78±0.65b - 

3 91.53±11.26a 81.06±4.22a 20.48±0.85a 19.40±1.01a 0.97±0.56a 1.10±0.34a 

4 108.61±22.93a 95.47±26.34a 21.78±1.28a 20.85±2.18a 1.36±0.53ab 1.29±0.76a 

5 111.05±16.72a 99.60±16.83a 21.58±1.28a 21.53±1.34a 1.12±0.24ab 1.37±0.70a 

6 104.58±21.88a - 20.67±1.36a - 1.04±0.16ab - 



วารสารวิทยาศาสตร์ แห่งมหาวิทยาลยัราชภฏัเพชรบุรี 
ปีที่ 17 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2563 

และ 23 กิโลดาลตนั แถบโปรตีนที่พบเฉพาะในรงัไข่มี
จ านวน 2 แถบ ไดแ้ก่ 157 และ 130 กิโลดาลตัน แถบ
โปรตีนที่พบเฉพาะในตับ/ตับอ่อน มีจ านวน 2 แถบ 
ได้แก่ 53 และ 45 กิโลดาลตัน และแถบโปรตีนที่พบ
เฉพาะในเลือดมีจ านวน 2 แถบ ได้แก่ 240 และ 34 
กิโลดาลตัน แถบโปรตีนขนาด 240, 220, 200 และ 
168 กิโลดาลตัน ไม่พบในตับ/ตับอ่อนของทุกการ
ทดลอง และในทุกอวัยวะของชุดควบคุมไม่พบแถบ
โป รตี น ที่  200 กิ โลด าลตั น  (Figure2) แล ะจาก
ตัวอย่างที่เลีย้งเป็นเวลา 60 พบว่า โปรตีนที่พบในรงั
ไข่ ตับ/ตับอ่อนและเลือดของทุกการทดลองมีจ านวน 
9 แถบที่เหมือนกัน ได้แก่ 104, 58, 50, 45, 38, 34, 
28, 26 และ 23 กิโลดาลตัน แถบโปรตีนที่พบเฉพาะ
ในรงัไข่มีจ านวน 3 แถบ ได้แก่ 83, 63 และ 20 กิโล
ดาลตัน แถบโปรตีนที่พบเฉพาะในเลือดมีจ านวน 2 
แถบ ได้แก่ 168 และ 157 กิโลดาลตัน แถบโปรตีน
ขนาด 240, 200, 168 และ 83 กิโลดาลตัน ไม่พบใน
ตับ/ตับอ่อนของทุกการทดลอง แถบโปรตีนขนาด 83 
กิโลดาลตัน พบเฉพาะในรงัไข่และเลือดเท่านั้น และ
ในทุกอวัยวะของชุดควบคุมไม่พบแถบโปรตีนขนาด 
240, 200 และ 53กิโลดาลตนั (Figure3) 

Figure2. The pattern of protein of P. 
monodonusing SDS-PAGE analysisof 35 day. A-
F = Treatment 1-6. M = DNA marker,1-3 = ovary, 
4-6 = hepatopancreasand7-9 = hemolymph.  
 

Figure3.The pattern of protein of P. 
monodonusing SDS-PAGE analysisof 60 day A 
= Treatment 1-, B = Treatment 3, C = Treatment 
4, D = Treatment 5, M = DNA,1-3 = ovary, 4-6 = 
hepatopancreasand7-9 = hemolymph. 
 

 
 

Figure4.Western blotting detection of vitellin 
protein in the female domesticated giant tiger 
shrimp broodstockof 35 day. A-F = Treatment 1-
6. M = DNA marker,1-3 = ovary, 4-6 = 
hepatopancreasand7-9 = hemolymph. 
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Figure5.Western blotting detection of vitellin 
protein in the female domesticated giant tiger 
shrimp broodstockof 60 day. A = Treatment 1, B 
= Treatment 3, C = Treatment 4, D = Treatment 
5, M = DNA,1-3 = ovary, 4-6 = 
hepatopancreasand7-9 = hemolymph.  
 
 
 
 
 

5. การวิเคราะหผ์ลโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิค
เวสเทิรน์บลอท 
 จากการวิเคราะห์ระดับโปรตีนไวเทลลินในรัง
ไข่ ตบั/ตบัอ่อน และเลือดของแม่พันธุก์ุง้กุลาด าที่เลีย้ง
เป็นเวลา 35 และ 60 วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีน
จากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแหง้ โดยโปรตีนไวเทลลินที่
คาดหวงัมีขนาด 74 กิโลดาลตัน พบว่า ในแม่พันธุก์ุ้ง
กุลาด าที่ เลี ้ยงเป็นเวลา 35 วัน ที่ได้รับอาหารผสม
ฮอรโ์มน 100 mg/kg ของอาหาร พบแถบโปรตีนไว
เทลลินขนาด 74 กิโลดาลตันชัดเจนที่สุดในรงัไข่และ
เลือดตามล าดับ แต่ไม่พบในตบั/ตับอ่อน(Figure4and 
Table4)และ ในแม่พันธุก์ุ้งกุลาด าที่เลีย้งเป็นเวลา 60 
วัน ได้รบัอาหารผสมฮอรโ์มน 50 mg/kg ของอาหาร 
พบแถบโปรตีนไวเทลลินขนาด 74 กิโลดาลตันชัดเจน
ที่สุดในรงัไข่และเลือดตามล าดับ แต่ไม่พบในตับ/ตับ
อ่อน(Figure5and Table4) 

 
Table3. Mean of total protein levelsof the female domesticated giant tiger shrimp 

Day 
Treatments Protein levels (mg/ml) 

 Ovary  Hepatopancreas Hemolymph 

35 
 

1 2.76+1.83 4.55+2.88 76.51+48.73 
2 2.52+1.21 2.03+0.48 91.64+40.36 
3 2.09+1.26 2.46+0.99 104.52+52.10 
4 3.62+0.67 2.79+1.31 90.70+75.40 
5 4.05+3.17 3.40+2.58 176.46+87.32 
6 3.79+0.93 2.46+0.71 124.40+63.81 

60 

1 2.99+1.19 3.36+1.10 131.72+52.65 
3 4.40+1.03 3.08+3.48 199.88+114.25 
4 5.17+2.07 2.58+1.24 140.01+62.29 
5 4.76+1.67 4.08+0.82 157.49+56.48 
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Table4. The vitelline protein levels examination in ovary, hepatopancreas and hemolymph  
of the female domesticated giant tiger shrimp broodstock 

  Treatments 

  1 2 3 4 5 6 

 kDa OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

35 104 ++ - + ++ - + ++ - + + - - ++ - + - - + 

day 74 + - - ++ + + + - + + - - 
++
+ 

- ++ ++ - - 

60d
ay 

104 + - + No No No + - - - - + + - + No No No 

74 - - - No No No - - - ++ - ++ + - - No No No 

Remark: +++ = high expression level, ++ = moderate expression level, + = low expression level, - = not expression,  
No = Not analyzed  

 
อภิปรายผล และสรุปผลการวิจัย 
1. ผลของฮอรโ์มน 17เบต้า-เอสตราไดออลต่อ
น ้าหนักตัว ความยาว และ เปอรเ์ซ็นตดั์ชนีรังไข่ 
 จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียน า้หนักตัว และ 
ความยาวของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลีย้งเป็นเวลา  35 
วัน พบว่า ค่าเฉล่ียน ้าหนักตัว และความยาวของแม่
พนัธุ์กุง้ทัง้ 6 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติ แต่ค่าเฉล่ียเปอรเ์ซ็นต์ดัชนีรงัไข่ของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าในกุ้งที่ถูกตัดตา 1 ขา้งไดร้บัอาหารเม็ดปกติมี
เปอรเ์ซ็นตด์ัชนีรงัไข่มากกว่ากุ้งที่ไดร้บัอาหารเม็ดผสม
ฮอรโ์มน 10 mg/kg ของอาหาร อย่างมีนยัส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกับชุดการทดลองอื่นที่
ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน ส่วนในแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่ เลี ้ยงเป็นเวลา  60 วัน พบว่า แม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่ถูกตัดตา 1ข้างได้รับอาหารเม็ดไม่ผสม
ฮอร์โมน และ กุ้งไม่ตัดตาที่ ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอรโ์มน 500 mg/kgมีการตายระหว่างการเลีย้ง ท าให้
การเก็บตัวอย่างในวันที่ 60 เหลือตัวอย่างเพียง 4 ชุด
การทดลองเท่านั้น เนื่องจาก กุ้งที่ผ่านการตัดตาอาจ

บอบช า้ หรืออาจติดเชือ้ระหว่างการเลีย้ง ในขณะที่กุ้ง
ไม่ตัดตาที่ไดร้บัอาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 500 mg/kg 
อาจไดร้บัฮอรโ์มนในปริมาณที่มากเกินไป และเม่ือน า
ตัวอย่างแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่ได้จากการทดลองเป็น
ระยะเวลา 60 วัน ที่เหลือมาชั่งน ้าหนัก วัดความยาว 
ชั่งน ้าหนักของรงัไข่ และตับ/ตับอ่อนพบว่า ค่าเฉล่ีย
น า้หนักตัวและความยาว และค่าเปอรเ์ซ็นตด์ัชนีรงัไข่
ของแม่พนัธุก์ุ้งทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่าง
กนั (Table2) อาจมีผลมาจากการถูกตดักา้นตาส่งผล
ให้ฮอรโ์มนที่ท  าหน้าที่ยับยั้งการพัฒนาเซลสืบพันธุ์
บกพรอ่งหรือถูกท าลายท าใหร้งัไข่มีการพฒันาเร็วกว่า
ปกติ  เนื่องจากการตัดก้านตากุ้งเป็นการท าลาย  
X-Organ แ ล ะ  Sinus Gland ซึ่ ง เ ป็ น แ ห ล่ ง ผ ลิ ต
ฮอรโ์มนที่ไปยับยั้งการพัฒนาของไข่ในกุ้งเพศเมีย 
(gonad inhibiting hormone: GIH) โดยการยับยั้ ง
การสร้างไวเทลโลจีนิน ซึ่งจะถูกเปล่ียนไปเป็นไว
เทลลิน และสะสมในไข่ที่ก าลังเจริญ  ซึ่งจะท างาน
ร่วมกับระบบประสาทส่วนกลาง  (CNS) ที่ท  าหน้าที่
ควบคุมระดับของฮอร์โมนสองชนิด คือ GIH และ
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ฮอร์โมนที่ก ระตุ้นการวางไข่  (gonad stimulating 
hormone: GSH) [10] กล่าวคือเม่ือ GIH ถูกท าลาย
ส่งผลให้  GSH ท างานได้มากกว่าปกติ  และเม่ือ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นที่ได้รับฮอร์โมน 
พบว่า ไม่แตกต่างทางสถิติ อาจเป็นเพราะฮอรโ์มน 17
เบ ต้ า -เอ ส ต รา ได อ อ ล ส าม า รถ ชั ก น า ให้ เกิ ด
กระบวนการไวเทลโลจีเนซีสและการพฒันารงัไข่ในแม่
พันธุ์กุ้งกุลาด าได้ ซึ่งมีผลไปในทางเดียวกับศึกษา
อาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน17เบต้า-เอสตราไดออลต่อ
การพัฒนารงัไข่ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า พบว่าค่าเฉล่ีย
เปอรเ์ซ็นตด์ัชนีรงัไข่กุ้งกุลาด าที่ถูกตัดก้านตา 1 ขา้ง 
และกุ้งกุลาด าที่ ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 17
เบต้า-เอสตราไดออล1 mg/kg มีค่าสูงกว่ากุ้งชุด
ค ว บ คุ ม อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ ท า ง ส ถิ ติ 
(p<0.05)[11]อย่างไรก็ตาม โครงสรา้งของฮอรโ์มน17
เบต้า-เอสตราไดออลที่ใช้ในงานวิจัยนี ้ส่งผลต่อการ
ผลิตโปรตีนไวเทลลินในส่ิงมีชีวิตในกลุ่มครชัเตเชียน
ในระยะสั้นๆ จึงท าให้รังไข่ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า
พฒันาไม่ถึงระยะสดุทา้ย 
2. การศึกษาปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

จากการวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากสาร
สกัดโปรตีนจากรงัไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่
พันธุ์กุ้งกุลาด า พบว่า เลือดมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด 
ส่วนรงัไข่และตับ/ตับอ่อนมีปริมาณโปรตีนใกล้เคียง
กนั เนื่องจากในกุง้กุลาด าเลือดจะเป็นตัวกลางในการ
ส่งผ่านโปรตีนไวเทลลินจากตบั/ตบัอ่อนไปเก็บสะสมที่
รงัไข่ สรุปคือเม่ือตับ/ตับอ่อนถูกกระตุน้ดว้ยฮอรโ์มน 
จึงมีการสรา้งและสะสมโปรตีนไข่แดงขึน้ (โปรตีนไว
เทลลิน) จากนั้นจะส่งไปเพ่ือพฒันารงัไข่ผ่านทางเลือด
จึงมีผลท าให้ปริมาณโปรตีนในเลือดสูงกว่าในรังไข่

และตบั/ตบัอ่อน เนื่องจากเลือดเป็นตวักลางในการส่ง
โปรตีนจากอวยัวะหนึ่งไปยงัอีกอวยัวะหนึ่ง [12] 
3. การศึกษารูปแบบของโปรตีนทั้งหมดของแม่
พันธุก์ุ้งกุลาด า 
 จากการตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในรงัไข่ 
ตับ/ตับอ่อน และเลือด ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วย
เทคนิค SDS-PAGE พบแถบโปรตีนที่คาดว่าน่าจะ
เป็นโปรตีนไวเทลลิน จ านวน 20 แถบ โดยทั้งในแม่
พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลีย้งเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน 
แถบโปรตีนที่ขนาดที่ 74 กิโลดาลตันจะมีความเด่นชัด
ที่สุดในรงัไข่และเลือด แตกต่างกับแถบโปรตีนในตับ/
ตบัอ่อนที่แถบโปรตีนที่ 28 กิโลดาลตันมีความเด่นชัด
ที่สุด ใกลเ้คียงกับงานวิจัยที่พบว่าในเลือดและรังไข่
พบการปรากฏเด่นชัดของแถบโปรตีนที่ 75 กิโลดาล
ตนั [13] 
4. การวิเคราะหผ์ลโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิค
เวสเทิรน์บลอท 

จากการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรงั
ไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วย
เทคนิคเวสเทิรน์บลอทแบบกึ่งแห้งรุ่น Trans-Blot® 

Turbo™ Transfer System โด ย ใช้ แ อ น ตี ้ บ อ ดี ที่
จ าเพาะต่อโปรตีนไวเทลลินของกุ้งกุลาด าที่ขนาด  
74 กิโลดาลตันพบว่า ในรงัไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด
ของแม่พันธุ์กุง้กุลาด าที่เลีย้งเป็นเวลา 35 วนั พบแถบ
โปรตีน 13 ขนาด ไดแ้ก่ 200, 157, 130, 104,74, 63, 
58, 50, 45,38, 34, 28 และ 26 กิโลดาลตันและ ในรงั
ไข่ ตบั/ตบัอ่อน และเลือดของแม่พันธุก์ุง้กุลาด าที่เลีย้ง
เป็นเวลา 60 วัน พบแถบโปรตีน 15 ขนาด ไดแ้ก่ 240, 
200, 168, 157, 130, 104, 74,63, 58, 50, 45,38, 
34, 26 และ 23 กิโลดาลตันโดยในตัวอย่างที่เลี ้ยง 
เป็นเวลา 60 วัน มีแถบโปรตีนขนาด 240168 และ  
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23 กิโลดาลตันเพ่ิมมาจากการทดลองที่ 35 วนั แต่ไม่
พบโปรตีนขนาด 28 กิโลดาลตันการที่พบแถบโปรตีน
นอกเหนือจากขนาดท่ีคาดหวงัอาจคลา้ยกบังานวิจยัที่
วิเคราะห์โปรตีนไวเทลลินในรังไข่และเลือดของกุ้ง
กุลาด าด้วยวิธีเวสเทิรน์บลอทแล้วพบว่าในรังไข่มี
โปรตีนไวเทลลิน5 ขนาด ไดแ้ก่ 104, 83, 74, 58 และ 
45 กิโลดาลตนัและในเลือดมีโปรตีนไวเทลลิน4 ขนาด 
ได้แก่  200, 104, 83 และ 74 กิ โลดาลตัน โดยได้
อธิบายความสัมพันธ์ทางอิมมูโนแอคทีฟระหว่าง
โปรตีนเหล่านี้ว่า ไวเทลโลจีนินอาจถูกปล่อยออกสู่
กระแสเลือดสองรูปแบบ คือ ขนาด 200 และ 74 กิโล
ดาลตนัจากนั้นโพลีเปปไทดข์นาด 200 กิโลดาลตันจะ
ถูกประมวลผลเป็นโพลีเปปไทด์ขนาด 104 และ 83 
กิโลดาลตันหรือน าเข้าสู่เซลลไ์ข่โดยตรง ในโอโอไซต์
โปรตีนขนาด 104 กิโลดาลตันจะถูกแยกออกเป็นโพ
ลีเปปไทด์ขนาด 58 และ 45 กิโลดาลตันในขณะที่
โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตันจะได้รับการดัดแปลง
เล็กน้อยหรือยังคงไม่เปล่ียนแปลง [14]จากงานวิจัย 
พบว่า โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน ในกุ้งที่เลีย้งเป็น
เวลา 35 วัน ในกุ้งไม่ถูกตัดตาได้รบัอาหารเม็ดปกติ 
และ ในกุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10และ 
50mg/kg ของอาหาร จะพบโปรตีนเป็นแถบจางๆ ใน
กุ้งที่ถูกตัดตา 1ขา้งไดร้บัอาหารเม็ดปกติ และในกุ้งที่
ไดร้บัอาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 500mg/kg ของอาหาร 
แถบโปรตีนชัดขึ ้น  และชัดเจนที่ สุดในกุ้งที่ ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 100mg/kg ของอาหารการที่
กุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100mg/kg ของ
อาหาร มีการผลิตโปรตีนสูงกว่ากุ้งที่ไดร้บัอาหารเม็ด
ผสมฮอรโ์มน 500mg/kg ของอาหาร อาจเป็นเพราะ
ในกุ้งที่ไดร้บัอาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 100mg/kg ของ

อาหาร ยังคงมีการส่งโปรตีนจากเลือดไปสู่ รังไข่ 
สังเกตุ ได้จากในเลือดพบแถบโปรตีนขนาด 74  
กิโลดาลตันค่อนขา้งชัดเจน แต่ไม่พบในเลือดของกุง้ที่
ไดร้บัอาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 500mg/kg ของอาหาร 
ในขณะที่กุ้งที่ เลี ้ยงเป็นเวลา 60 วัน ไม่พบโปรตีน
ขนาด  74 กิ โลดาลตัน  ในกุ้ ง ไม่ ถูกตัดตาได้รับ
อาหารเม็ดปกติ และ ในกุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอ ร์โม น  10 mg/kg ขอ งอ าห าร  ใน กุ้ งที่ ได้ รับ
อาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 100mg/kg ของอาหารจะ
เห็นแถบโปรตีนจางๆและชัดเจนขึ้นในกุ้งที่ ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอรโ์มน 50mg/kg ของอาหารแต่ก็ยัง
ไม่ชัดเจนเท่ากุ้งที่ ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
100mg/kg ขอ งอ าห ารที่ เ ลี ้ย ง เป็ น เวล า  35 วั น 
เนื่องจากโครงสรา้งของฮอรโ์มน17เบต้า-เอสตราได
ออลที่ใช้ในงานวิจัยนี ้ส่งผลต่อการผลิตโปรตีนไว
เทลลินในระยะสั้นๆ เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่
ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนไวเทลโลจีนินในรงั
ไข่ ระยะต่ างๆ  ใน กุ้ งกุ ล าด า โดยการ วิ เค ราะห์ 
ดว้ยเทคนิคเวสเทิรน์บลอทพบแถบโปรตีนที่ 104 และ 
74 กิโลดาลตันในรงัไข่แต่ไม่พบโปรตีนขนาด 74 กิโล
ดาลตัน ในตบั/ตับอ่อน ซึ่งจากการทดลองมีแนวโนม้ที่
มีทิศทางเดียวกบังานวิจัย[15] ที่พบแถบโปรตีนที่ 74 
กิโลดาลตันในเลือดและรงัไข่มากกว่าในตับ/ตับอ่อน 
ฮอรโ์มนในกลุ่มเอสโตรเจนจะไปกระตุ้นตับ/ตับอ่อน
ใหส้รา้งไวเทลโลจีนินแลว้ส่งผ่านเลือดไปเก็บสะสมใน
รงัไข่และท าใหร้งัไข่สรา้งเอสโตรเจนเพ่ือกระตุน้ให้ไข่
สุ ก  เกิ ด ค วามสมบ รูณ์ ข อ ง โอ โอ ไซ ต์  (Oocyte 
maturation)และ เกิ ด ก ารวาง ไข่ ข อ งแ ม่ กุ้ ง  [16]  
อาจเป็นสาเหตุให้ไม่พบแถบโปรตีนไวเทลลินขนาด  
74 กิโลดาลตัน ในตับ/ตับอ่อนจากการวิจัยนี ้ เม่ือดู
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จากปริมาณโปรตีนในรงัไข่ ค่าดัชนีรงัไข่ และรูปแบบ
โปรตีนไวเทลลินในรงัไข่และเลือด สามารถสรุปไดว่้า
อาหารเม็ดผสมฮอรโ์มนที่ความเข้มข้น 100 mg/kg 
ของอาหาร สามารถใชแ้ทนการตัดการตัดตากุ้งได ้แต่
ยังไม่สามารถท าใหกุ้้งกุลาด ามีการพัฒนารงัไข่จนถึง
ระยะวางไข่ได ้ดงันั้น การใชอ้าหารเม็ดผสมฮอรโ์มนที่
ความเข้มข้น 100 mg/kg ของอาหารร่วมกับอาหาร
สดที่มีกรดไขมนัไม่อิ่มตวัสงู เช่น แม่เพรียงทราย หมึก
สด และหอยสด อาจเป็นทางเลือกที่ช่วยใหกุ้้งกุลาด า
มีการพฒันารงัไข่ที่สมบูรณไ์ด ้
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เทคโนโลยีทางทะเลมหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขต
จนัทบุรี  
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