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บทคัดย่อ 
 

 การวิจยัครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาจุลกายวิภาคและเคมีของการพฒันาของเซลล์สืบพนัธุ์ เพศเมียของม้าน า้ด า 
(Hippocampus kuda)  โดยกรรมวิธีพาราฟิน เก็บตวัอยา่งรังไข่จากตวัสตัว์ และรักษาสภาพด้วยสารละลายบแูอง น าตวัอยา่ง
ที่ฝังในฟาราฟินไปตดัที่มีความหนา 7 ไมครอน และท าการย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและอีโอซีน (H-E) สีเพอริโอดิซ ชิฟ และ        
ฮีมาทอกไซลีน (PAS/H) สีอลัเชียน บล ูpH2.5 (AB pH2.5) เซลล์ภายในรังไข่ม้าน า้แยกเป็นระยะต่างๆ ดงันี ้ระยะ oogonia  
ระยะ primary growth ระยะ oil droplet ระยะ cortical alveolus ระยะ vitellogenic และระยะ maturation โอโอไซต์มีขนาด
ประมาณ 10 ไมครอนถึง 675 ไมครอน  ในการศกึษาการกระจายของไกลโคคอนจเูกตด้วยเลคติน (lectin) ระหว่างการพฒันา
ของโอโอไซต์ เมื่อเร่ิมต้นระยะ cortical alveolus  พบวา่ cortical alveoli กระจายใกล้บริเวณด้านนอกของไซโทพลาสซึม และ 
cortical alveoli บรรจุสารพวกไกลโคคอนจุเกตที่เป็นกลางและเป็นกรด โดยเฉพาะน า้ตาล α/β-acetyl-D-galactosamine,              
α-acetyl-D glucosamine, α-mannose และ sialic acid ชัน้ zona radiata ย้อมติดเลคตินทกุชนิด แสดงว่าผิวของโอโอไซต์            
มีองค์ประกอบของโพลแีซคคาไรด์ที่ซบัซ้อน 
 
ค าส าคัญ  :  Hippocampus kuda    การเจริญของโอโอไซต์    เลคติน 
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Abstract 
 The present research aimed to study on feature histological and histochemical of the female germ cells 
In the seahorse (Hippocampus kuda) during development stages by using paraffin methods. The ovarian 
samples were taken from animal bodies and fixed in Bouin’s solution. The paraffin embed samples were  
sectioned at  7 µm-thickness which were stained with Hematoxylin and Eosin (H-E), Periodic-acid Schiff and 
hematoxylin (PAS/H), alcian blue pH2.5 (AB pH2.5) and lectin.  The ovarian cells in seahorse ovary were 
characterized into various stages (including oogonia, primary growth, oil droplet, cortical alveolus, vitellogenic 
and maturation). Those of the observed oocytes showed a wide range of diameters 10 m to 675 m. Lectin 
histochemistry was also applied to distribution of glycoconjugates during the initiation of cortical alveolus stage, 
an appearance of cortical alveoli alveoli containing neutral and carboxylated glycoconjugates was obviously seen 
around the peripheral area of cytoplasm. Both of glycoconjugates within cortical alveoli were specially composed 
of  α/β-acetyl-D-galactosamine, α-acetyl-D glucosamine, α-mannose and sialic acid. The zona radiata positively 
reacted to all lectins, which indicated the complex polysaccharides in the surface of oocytes.   
Keywords :  Hippocampus kuda, oocyte growth,  lectins 
  

 
บทน า 
 Hippocampus kuda หรือ ม้าน า้ด า เป็นม้าน า้ชนิดหนึ่งที่จดัในวงค์ Syngnathidae ม้าน า้ด าเป็นม้าน า้ที่มีขนาด
ใหญ่ที่สดุในน่านน า้ไทย (http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-02-20-13-43-43/719-seahorse) ม้าน า้เป็นปลา
กระดกูแข็งมีเพศแยก เพศเมียมีรังไข่ 1 คู่ ลกัษณะคล้ายท่อ พบบริเวณด้านหลงัของช่องท้อง แต่ละรังไข่ท าหน้าที่สร้างไข่แล้ว
ปลอ่ยไปเก็บไว้ที่ถงุหน้าท้องตวัผู้ เพื่อรอการปฏิสนธิ (Stölting  Wilson, 2007) เมื่อไขม่ีการปฏิสนธิแล้ว จะฟักตวัเป็นตวัอ่อน
อยูใ่นถงุหน้าท้อง และถกูปลอ่ยออกสูท่ะเลต่อไป การเจริญตัวอ่อนของม้าน า้จึงเป็นแบบ ovoviparus (Silveira   Fontoura, 
2010)  
 งานวิจัยที่ศึกษาการพฒันาและการเจริญของโอโอไซต์ในปลามีจ านวนมากมาย การเจริญของโอโอไซต์ในปลาแบ่งเป็น
ระยะตา่งๆโดยดจูากลกัษณะของนิวเคลยีส การเปลีย่นแปลงโอโอพลาสซมึและการเปลี่ยนแปลงเยื่อหุ้มเซลล์ (Selman  Wallace, 
1986; Begovac  Wallace, 1989; Wallace  Selman, 1990; Casadevall et al., 1993; Tyler  Sumpter, 1996) ซึ่งสามารถ
สรุปและแบง่เป็นระยะตา่งๆได้ดงันี ้1) ระยะ primary growth หรือระยะ previtellogenesis เซลล์ในระยะนีม้ีการเปลี่ยนแปลงความ
หนาของโครโมโซม และการจ าลองตวัเองของ DNA (Selman et al.1993) 2) ระยะ cortical alveolus เซลล์ระยะนีม้ี cortical 
alveoli กระจายทัว่ไปในไซโทพลาสซึม cortical alveoli มีลกัษณะเป็นถุงใส เมื่อย้อมเนือ้เยื่อด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและสีอีโอซิน 
ภายในถงุมี polysialoglycoprotein มีน า้หนกัโมเลกุลประมาณ 200 kDa (Inoue  Inoue,1987;  Selman et al., 1993; 
Ramezani-Fard et al., 2013) 3) ระยะ lipid vesicle lipid droplets เร่ิมปรากฏในไซโทพลาสซึมของเซลล์ตัง้แต่ระยะ cortical 
alveolus หลงัจากนัน้มีการรวมตวัและมีขนาดใหญ่ขึน้ เมื่อเซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้ (Grier, 2012)  4) ระยะ vitellogenic เซลล์              
เพิ่มขนาดและมีขนาดใหญ่กว่าระยะก่อนหน้าประมาณ 50-100 เท่า (Tyler  Sumpter, 1996) เซลล์เร่ิมสะสม yolk granules             
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ในไซโทพลาสซึม (Babin et al., 2007)   5) ระยะ maturation เซลล์ระยะนีม้ีการเปลี่ยนแปลงหลายอย่างเช่น  การแตกสลายของ 
germinal vesicle และ  yolk granules รวมตวัมีขนาดใหญ่ขึน้เช่นเดียวกบั lipid droplets ที่มีขนาดใหญ่ขึน้ (Mayer et al., 1988)  
 เลคตินเป็นโปรตีนที่พบได้ทัง้ในพืช สตัว์และจลุินทรีย์ มีหน้าที่เก่ียวกบัระบบภมูิคุ้มกนั การเจริญเติบโตของเซลล์ การตาย
ของเซลล์ และการควบคมุไขมนัในร่างกาย เลคตินสามารถจบัจ าเพาะกบัน า้ตาลชนิดตา่งๆดงัตารางที่ 1 ซึ่งมีประโยชน์อย่างมากใน
การวิเคราะห์โครงสร้างของ glycoconjugate ในเนือ้เยื่อและเซลล์ (Lis  Sharon,1986; Spicer  Schulte, 1992)  การวิจยัครัง้นี ้
มีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาการพฒันาเซลล์สืบพนัธุ์เพศเมียของปลาม้าน า้ด าและการกระจายของ glycoconjugates ในเซลล์ระยะ
ตา่งๆในการสร้างเซลล์สบืพนัธุ์ ซึง่จะท าให้เกิดความรู้พืน้ฐานทางด้านชีววทิยาของการสบืพนัธุ์เพื่อน าไปใช้จดัการเก่ียวกบัวงสบืพนัธุ์
ของปลาในการเพาะเลีย้งและส าหรับใช้ในงานวิจยัทางด้านฮอร์โมนที่ควบคมุการท างานของระบบสบืพนัธุ์ นอกจากนีย้งัสามารถน า
ความรู้ที่ได้ไปเปรียบเทียบกบักระบวนการสร้างเซลล์ไขใ่นปลาชนิดอื่น 
  
วิธีด าเนินการวิจัย  
  น าปลาม้าน า้ด าเพศเมียจ านวน 10 ตวั ที่มีความยาวประมาณ 14-16 เซนติเมตร  จากบริเวณอ่าวไทย และน ามา
เลีย้งไว้ที่ห้องปฎิบตัิการนาน 24 ชัว่โมง ท าการสลบปลาด้วย Tricaine methane-sulfonate (MS-222) ปริมาณ 70 มิลลิกรัม/ 
ลิตร นานประมาณ 20-30 นาที เมื่อปลาสลบท าการผ่าท้องปลาเอารังไข่ทัง้ 2 ข้าง ตัดรังไข่เป็นชิน้ขนาดประมาณ 3-5  
มิลลิเมตร และแบ่งเนือ้เยื่อเป็น 2 สว่น เนือ้เยื่อสว่นที่ 1 ใช้ในการศึกษา lipid inclusion ในโอโอไซต์ ดดัแปลงจากวิธีท าของ 
Ortiz-Delgado et al. (2008) โดยน าชิน้เยื่อแช่ในสารละลาย 1% osmium นาน 24 ชัว่โมง ล้างด้วย 0.1M PBS แล้วสงัเกต 
lipid inclusion ในโอโอไซต์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ Olympus BX50 เนือ้เยื่อส่วนที่ 2 น าไปแช่ในสารละลายบแูอง (Bouin)               
นาน 24 ชัว่โมง แล้วล้างชิน้เนือ้เยื่อด้วย 70% เอทานอล จนกระทัง่ไม่มีสีเหลืองของสารละลายบแูอง จากนัน้น าชิน้เนือ้เยื่อ             
ไปศกึษาตอ่ด้วยวิธี histological techniques และ histochemistry technique 
2.1 Histological techniques  

 น าเนือ้เยื่อที่แช่ใน 70% เอทานอล ผ่านกระบวนการดึงน า้ออกโดยเพิ่มความเข้มข้นของเอทานอล น าชิน้เนือ้เยื่อ            
ฝังในพาราฟิน ตดัเนือ้เยื่อให้มีความหนา 7 ไมครอน ย้อมสีด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและสีอีโอซิน ดดัแปลงจากวิธีของ Humason 
(1962) สงัเกตโครงสร้างของโอโอไซต์ด้วยกล้องจลุทรรศน์ Olympus BX50 
2.2 Histochemistry techniques  
 ตดัชิน้เนือ้เยื่อที่ฝังในพาราฟินจากข้อ 2.1 หนา 7 ไมครอน แล้วย้อมด้วยสี  periodic acid-Schiff / H (PAS/H)             
เพื่อศึกษาneutral glycoconjugate และย้อมด้วยสี alcian blue (AB) pH2.5 / PAS เพื่อศึกษา carboxylated 
glycoconjugate ซึง่ขัน้ตอนการย้อมสทีัง้ 2 ชนิดดดัแปลงจากวิธีของ Pearse, 1985   
2.3 Lectin Histochemistry  
 ขัน้ตอนนีใ้ช้วิเคราะห์หาชนิดของน า้ตาล (ตารางที่ 1) ในสายที่เป็นองค์ประกอบของ glycoconjugate โดยน าชิน้
เนือ้เยื่อที่ฝังในพาราฟินจากข้อ 2.1 ตดัหนา 7 ไมครอน มาแช่ในสารละลาย 0.3% hydrogen peroxide ใน Tris buffer saline 
(TBS) pH 7.2  เป็นเวลา 10 นาที เพื่อยบัยัง้การเกิด endogenous peroxidase จากนัน้น าเนือ้เยื่อบ่มใน horseradish 
peroxidase-conjugated lectins (HRP-lectin conjugated) ชนิดตา่งๆดงันี ้ WGA, HRP, Con Aและ SBA  ที่ละลายใน TBS 
นาน 2 ชั่วโมง ล้างด้วย TBS 3 ครัง้ ศึกษาปฏิกิริยาเอนไซม์ peroxidase ด้วย 0.05% 3,3’diaminobenzidine 
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tetrahydrochloride (DAB) ที่ละลายใน TBS  ล้าง sections ด้วยน า้ประปาไหลผ่านนาน 10 นาที จากนัน้ผ่านขัน้ตอนดึงน า้
ออกและ clearing ใน xylene แล้วปิดสไลด์ด้วย permount ส าหรับสไลด์ควบคมุ ใช้ TBS แทนเลคติน ดดัแปลงวิธีท าจากวิธี
ของ Ortiz-Delgado et al. (2008)  โดยใช้เลคตินและเอนไซม์ จากบริษัท Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA. . 
 
ตารางที่ 1   แสดงชนิดของเลคตนิ ที่ใช้ในงานวิจยัครัง้นี ้และการจบัจ าเพาะกบัน า้ตาลดดัแปลงจาก Spicer  Schulte, 
(1992) และ Skutelsky et al. (1994) 
 

ชื่อเต็มและชื่อย่อเลคตนิ ความเข้มข้น การจับจ าเพาะ 
Triticum vulgaris (wheat germ) WGA 50 g/ml  α-GlcNAc, sialic acid 
Helix pomatia (HPA) 50 g/ml α-GalNAc 
Canavalia ensiformis (jack bean) Con-A 50 g/ml α-Man, α-GlcNAc 
Glicine max (soybean) SBA 50 g/ml α/β GalNAc 
 
α-Man, α-mannose; GlcNAc, α/β-acetyl-glucosamine;, α-acetyl-galactosamine 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
 จากการศกึษาเนือ้เยื่อรังไข่ของปลาม้าน า้ด า โดยตดัตามขวางรังไข่ม้าน า้ด าพบว่าภายในรังไข่มี 2 germinal ridges 
ซึ่งมีลกัษณะแผ่นม้วน และพบกลุม่ stem cells ทางด้านหลงั และมีโอโอไซต์ระยะต่างๆแทรกระหว่างผนงัรังไข่และเยื่อบผิุว           
ที่ล้อมรอบท่อ (luminal epithelium) (ภาพที่ 1A) รังไข่ของม้าน า้ด าเหมือนรังไข่ปลา Corythoichthys haematopterus             
ที่มี 2 germinal ridges แต่ต่างจากปลา Syngnathus ที่มี 1 germinal ridge (Sogabe et al., 2008)  ระยะการสร้างเซลล์
สบืพนัธุ์ของม้าน า้ด าเพศเมีย แบง่ตามขนาดของเซลล์ ลกัษณะของนิวเคลยีส และลกัษณะของ ooplasm แบง่เป็น 5 ระยะดงันี ้
ระยะโอโอโกเนีย (oogonia, Og) เซลล์มีรูปร่างกลม ขนาดประมาณ 15  5 ไมครอน นิวเคลียสมีรูปร่างกลม และมี                  
นิวคลโีอลสัตรงกลาง เซลล์ระยะนีพ้บบริเวณ germinal ridge (ภาพท่ี 1B) เซลล์โอโอเนียจะแบง่นิวเคลยีสแบบไมโตซิสเพื่อเพิม่
จ านวนเซลล์ แตเ่ซลล์บางเซลล์เจริญเข้าสูร่ะยะ primary growth  ตอ่ไป (Abou-seedo et al., 2003) 
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ไพรมารี โกรท ( primary growth phase) แบ่งเป็น 2 ระยะย่อยคือระยะ chromatin nucleolus  และระยะ perinucleolus 
เซลล์ระยะ chromatin nucleolus (OC1  ) มีขนาด 22  6 ไมครอน และมีลกัษณะดงันี ้นิวเคลียสมีขนาดใหญ่ โครโมโซมสัน้
และหนา (ภาพที่ 2) เซลล์เร่ิมมีการแบ่งนิวเคลียสแบบไมโอซิส มีโครโมโซมแบบ haploid (Lee et.al. 2008) หลงัจากระยะนี ้
เซลล์จะเข้าสูร่ะยะ perinucleolus ต่อไป เซลล์ระยะ perinucleolus (OC2) มีขนาด 60  5 ไมครอน  มีนิวเคลียสขนาดใหญ่ 
และพบนิวคลีโอลสัหลายนิวโอลสัอยู่ใกล้กับเยื่อหุ้มนิวเคลียส ไซโทพลาสซึมติดสีน า้เงินเมื่อย้อมด้วยสี  H-E (ภาพที่ 2)            
นิวคลโีอลสัท าหน้าที่สงัเคราะห์ RNA และไรโบโซม สง่ไปยงัไซโทพลาสซมึเพื่อสงัเคราะห์โปรตีนส าหรับการพฒันาของโอโอไซต์
และการพฒันาของตวัออ่น (Wallace  Selman,1990)    นอกจากนีภ้ายในไซโทพลาสซมึยงัพบ Balbiani vitelline body หรือ
เรียกว่า yolk body   มีรูปร่างคล้ายพระจันทร์เสีย้วอยู่ข้างนิวเคลียสหรือเป็นวงแหวนล้อมรอบนิวเคลียส บริเวณ                    
Balbiani vitelline body พบออร์กาเนลชนิดต่างๆเช่นไมโทคอนเดรีย กอลจิ คอมเพลกซ์ เอนโดพลาสมิก  เรติคิวลมั            
แบบละเอียด และ multivesicular body รวมกลุม่กนั ชนิดของออร์กาเนลที่พบบริเวณ Balbiani vitelline body จะแตกต่าง         
ในปลาแต่ละชนิด (Guraya, 1979; Guraya,1986) Balbiani vitelline body นอกจากพบในโอโอไซต์ของปลา ยงัพบใน             
โอโอไซต์ของสตัว์สะเทินบกสะเทินน า้และคน (Zelazowska et al., 2007; Kress, 1996) )  

 
 
ภาพที่ 2      โอโอไซต์ระยะ chromatin 
                   nucleolus (OC1)  และระยะ 
                   perinucleolus (OC2) ย้อมด้วยส ีH-E 
       นิวเคลยีส (N);     Balbiani vitelline body; 
       นิวคลโีอลสั (no) 
 

ภาพที่ 1 เนือ้เยื่อรังไขข่องม้าน า้ H.kuda  
(A) Germinal ridges 2 ข้าง, Luminal epithelium (Le); 

 Lumen (Lu); Germinal ridge (Gr) 
(B) Oogonia (Og) บริเวณ germinal ridge 
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ระยะ oil droplets โอโอไซต์ระยะนี ้(OC3) มีขนาด 130  14 ไมครอน เร่ิมต้นระยะนี ้oil droplets พบใกล้เยื่อหุ้มนิวเคลียส 
แล้วกระจายทัว่ไปในไซโทพลาสซึม (ภาพที่ 3A)  oil droplets มี triacyglycerol องค์ประกอบ (Mourente et al. 2002)            
oil droplets  มีลกัษณะคล้าย cortical alveoli เนื่องจากสารใน oil droplets  สญูหาย ระหว่างขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เยื่อ               
ซึง่เกิดจากสารละลายบแูองที่ใช้ในการรักษาสภาพเนือ้เยื่อไมส่ามารถรักษาสภาพ triacyglycerol ใน oil droplets ได้ (Selman 
 Wallace, 1986) แต่เมื่อโอโอไซต์ที่ผ่าจากรังไข่ม้าน า้ด าแล้วย้อมด้วยสารละลาย 1% osmium จะพบ oil droplets               
ติดสีน า้ตาลเข้มกระจายในไซโทพลาสซึม  (ภาพที่ 3B ) เมื่อไข่เข้าสูร่ะยะ vitellogenesis oil droplets จะรวมตวัมีขนาดใหญ่
ขึน้เรียก oil globules  ซึ่งท าหน้าที่เป็นแหล่งพลงังานของตวัอ่อน และการลอยของไข่ (Wiegand, 1996; Grier, 2012; 
Mommsen  Walsh, 1988) โอโอไซต์ระยะนีถ้กูหุ้มด้วย follicle epithelium ซึ่ง follicular cells ท าหน้าที่สงัเคราะห์โปรตีน
และไขมนัท่ีใช้ระหวา่งโอโอไซต์เจริญเติบโต และโปรตีนยงัใช้ส าหรับสร้าง zona radiata (Hamlet et al., 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3  (A) โอโอไซต์ระยะ oil droplet (OC3)  
      ย้อมด้วย H-E 
      พบ Oil droplet (Od) ใกล้เยือ่หุ้มนิวเคลยีส 
                   Germinal vesicle (Gv); Cortical  
                    alveoli (Ca); Follicle epithelium (Fe) 
              (B)  โอโอไซต์ระยะ oil droplet ย้อมด้วย 
       1% osmium  
       Oil droplet (Od) ติดสนี า้ตาลเข้ม 
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ระยะ cortical alveolus  โอโอไซต์ (OC4) มีรูปร่างคล้ายหยดน า้ ยาว 260  13 ไมครอน เมื่อเร่ิมต้นระยะนี ้โอโอไซต์                      
มี cortical alveoli ใกล้กบัเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อโอโอไซต์พฒันาและมีขนาดใหญ่ขึน้ germinal vesicle สลาย cortical alveoli             
จะกระจายทัว่เซลล์ (ภาพที่ 4A, 4B และ 4C)   ภายในถงุ cortical alveoli มีสาร neutral glycoconjugate เพราะย้อมติดส ี
PAS (ภาพท่ี 4B) และมีสาร carboxylated glycoconjugate เพราะย้อมติดส ีAB pH2.5  (ภาพท่ี 4C)   เมื่อไขเ่กิดการปฏิสนธิ 
cortical alveoli  จะถกูปลอ่ยออกไปที่  perivitelline space เพื่อป้องกนัการเกิด polyspermy (Ohta et al., 1990) ระยะนี ้        
โอโอไซต์ถกูหุ้มด้วย zona radiata และ ย้อมติดสี PAS แสดงว่ามีสาร neutral glycoconjugate เป็นองค์ประกอบ (Kunz, 
2004) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 โอโอไซต์ระยะ cortical alveoli (OC4) 
(A) ย้อมด้วยส ีH-E  
(B) ย้อมด้วยส ีPAS/H 
(C) ย้อมด้วยส ีAB pH2.5/PAS 

Germinal vesicle (GV); Cortical alveoli (Ca);   
Yolk body (Yb); Zona radiata (Za) 
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ระยะ vitellogenic 
 โอโอไซต์ระยะนีม้ีขนาด 422  18 ไมครอน เมื่อเร่ิมต้นระยะนี ้โอโอไซต์ (OC5) มี yolk granules ติดสีอีโอซิน              
สีชมพเูข้มกระจายทัว่ๆไซโทพลาสซึม (ภาพที่ 5A ) yolk ใช้เป็นอาหารระหว่างตวัอ่อนที่ก าลงัพฒันา (Uribe et al., 2012)             
เมื่อย้อม yolk granules  ด้วย PAS ติดสีชมพ ูแสดงว่า yolk มีสาร neutral glycoconjugate เป็นองค์ประกอบ เหมือน
องค์ประกอบของ yolk ในโอโอไซต์ของปลา Xiphias gladius (Ortiz-Delgado et al., 2008) และปลา Thunnus  thynnus 
(Sarasquete et al., 2002) แตต่า่งจาก yolk ของปลาทองและปลากะพง  (Khoo, 1979; Mayer et al., 1998) ซึ่งย้อมไม่ติดส ี
PAS แต่เมื่อย้อมด้วยสี AB pH2.5 ติดสีฟ้า (ภาพที่ 5B) แสดงว่า yolk เป็นสาร carboxylated glycoconjugate เหมือน
องค์ประกอบของ yolk ขอปลา  Solea senegalensis (Gutiérrez et al., 1985) แต่ต่างจาก yolk ในโอโอไซต์ของปลา           
X. gladius (Ortiz-Delgado et al., 2008) และปลา Thunnus thynnus (Sarasquete et al., 2002) ที่ย้อมไม่ติดสี AB pH2.5  
องค์ประกอบของ yolk แตกต่างกนัขึน้กับชนิดของปลา แต่ yolk ของปลาทกุชนิดมีโปรตีนที่เป็นอนุพนัธ์ของ vitellogenin                
เป็นสว่นประกอบร่วม โปรตีนชนิดนีส้ร้างที่ตบัแล้วจึงถกูน าเข้าโอโอไซต์ (LaFleur et al., 2005) โอโอไซต์ระยะนีถ้กูหุ้มด้วย            
ชัน้ zona radiata หนามากขึน้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 (A) โอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC5) ย้อม 
       ด้วยส ีH-E, Oil droplet (Od); Cortical 
       alveoli (Ca); Zona radiata (Za) 
 (B) โอโอไซต์ระยะ vitellogenic ย้อมด้วยส ี
       alcian blue pH2.5/PAS, Oil droplet  
      (Od); Zona radiata (Za); Y (Yolk) 
             (C) โอโอไซต์ระยะ maturation (OC6) ย้อม 

     ด้วยส ี PAS, Oil droplet (Od); Yolk 
     plate (Yp) 

      (Yp) 
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ระยะ maturation 
 โอโอไซต์ (OC6) ระยะนีม้ีขนาดใหญ่สดุ 650  25 ไมครอน yolk granules รวมเป็น yolk plates กระจายเต็มเซลล์ 
zona radiata หนามากที่สดุ zona radiata ย้อมติดส ีPAS (ภาพท่ี 5C) ซึง่เหมือนกบั zona radiata ที่หุ้มโอโอไซต์ปลา Brycon 
nattereri (Maria et al., 2014) และปลา T. thynnus  (Sarasquete et.al., 2002) zona radiata หุ้มไข่ปลาแต่ละชนิดหนา          
ไม่เท่ากนั ซึ่งแสดงถึงความสามารถของปลาแต่ละชนิดในการปรับตวัเข้ากบัสิ่งแวดล้อม  เช่นไข่ปลาที่จมจะมี zona radiata 
หนาเพื่อป้องกนัแรงที่เกิดจากการกระแทกของน า้ แตไ่ขป่ลาลอยจะมี zona radiata บาง (Stehr & Hawkes, 1979) 
 เมื่อศกึษาเนือ้เยื่อเคมีโดยการใช้เลคติน พบว่าเฉพาะ ConA ย้อมติดนิวเคลียสและไซโทพลาสซึมของโอโอไซต์ระยะ 
chromatin nucleolus (OC1) และ โอโอไซต์ระยะ perinucleolus (OC2) แต่เลคตินทกุชนิดย้อมติด cortical alveoli, yolk 
granules, zona radiata และ follicular envelope ความไวการติดเลคตินแตล่ะชนิดไมเ่ทา่กนั ดงัตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 2 ผลของการศกึษาเนือ้เยื่อเคมใีนโอโอไซต์ระยะตา่งๆของ H.kuda ด้วยเทคนิค lectin histochemistry 
 Chromatin nucleous 

(OC1) 
Perinucleolus (OC2)     Oil droplet 

(OC3)   
Cortical alveoli 
(OC4)    

Vitellogenesis 
(OC5) 

WGA + + + +++ +++ 
HPA - - - ++ ++ 
Con A ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
SBA - - - ++ ++ 
ความไวการติดเลคติน: +ติดออ่นมาก; ++ ติดออ่น, +++ ติดปานกลาง, ++++ ติดเข้ม 

 ผลการศกึษาเนือ้เยื่อเคมีโดยการใช้เลคติน สามารถบอกถึงชนิดของน า้ตาลที่เป็นองค์ประกอบของ glycoconjugate 
ที่พบในโอโอไซต์ระยะต่างๆ ดงัตารางที่ 2 แต่ในตารางที่ 2 ไม่มีรายงานผลระยะ oogonia เพราะ oogonia ย้อมติด WGA           
ชนิดเดียว และWGA ย้อมติด Balbiani vitelline body ในไซโทพลาสซมึของโอโอไซต์ระยะ perinucleolus (OC2) (ภาพที่ 6A) 
และย้อมติด cortical alveoli และ zona radiata ของโอโอไซต์ระยะ cortical alveolus (OC4) (ภาพที่ 6B) แต่ไม่ติด follicular 
epithelium 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 (A) โอโอไซต์ระยะตา่งๆภายในรังไข่ 
      ม้าน า้ย้อมด้วย WGA พบวา่ WGA 
      ย้อมติดไซโทพลาสซมึของโอโอโกเนีย 
      (Og) โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1) 
                   และย้อมตดิ Balbiani vitelline  
       body (Bb) ในโอโอไซต์ระยะ 
       perinucleolus (OC2)  
             (B) WGA ย้อมติดโอโอไซต์ระยะ 
      cortical alveolus (OC4) โดยย้อมตดิ 
      cortical alveoli (Ca) และ Zona radiata (Za)  
                   แตย้่อมไมต่ิด Follicular epithelium (Fe) 
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ส าหรับ HPA  ย้อมติด cortical alveoli ในโอโอไซระยะ cortical alveolus (OC4) และโอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC5)  
และย้อมติด zona radiata ที่หุ้มโอโอไซต์ทัง้ 2  ระยะ (ภาพท่ี 7A และ 7B) 

  
 
เมื่อย้อมด้วย Con A  พบว่า Con A ย้อมติดนิวเคลียสและไซโทพลาสซึมของโอโอไซต์ระยะchromatin nucleolus (OC1) 
จนถึงในโอโอไซต์ระยะ cortical alveolus (OC4) และย้อมติด cortical alveoli และ zona radiata ของโอโอไซต์ระยะ cortical 
alveolus (OC4) และโอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC5) (ภาพท่ี 8A และ 8B) สว่น SBA  ย้อมติด cortical alveoli ในโอโอไซต์

ตัง้แตร่ะยะ cortical alveolus (OC4) จนถึงโอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC5) และย้อมติด zona radiata ที่หุ้มโอโอไซต์ทัง้ 2 

ระยะแตย้่อมไมต่ิด follicle epithelium (ภาพท่ี 9A และ 9B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7 (A) โอโอไซต์ระยะตา่งๆในรังไขม้่าน า้ย้อมด้วย HPA 
       โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1) และ 
                    โอโอไซต์ระยะ perinucleolus (OC2) ย้อมไมต่ิด  
       HPA แต ่cortical alveoli (Ca) ในโอโอไซต์ระยะ  
       cortical alveolus (OC4) และโอโอไซต์ระยะ 
       vitellogenic (OC5) ย้อมตดิ HPA  
            (B)    ภาพขยายโอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC5) 
        HPA ย้อมตดิ cortical alveoli (Ca) และ Zona  
        radiata (Za) แตย้่อมไมต่ดิ Follicular 
        epithelium (Fe) 
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ภาพที่ 8 (A) โอโอไซต์ระยะตา่งๆในรังไขม้่าน า้ย้อมด้วย Con A    
                     Con A ย้อมติดนวิเคลยีส (N)  และไซโทพลาสซมึ 
                     ของโอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1)  
        และระยะ perinucleolus (OC2) 
             (B)  Con A ย้อมติด Cortical alveoli (Ca) และ 
       Zona radiata (Za) ของโอโอไซต์ระยะ cortical                    
      alveolus (OC4) และโอโอไซต์ระยะ vitellogenic 
      (OC5), Germinal vesicle (Gv)  
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จากการวิจัยครัง้นีพ้บว่า cortical alveoli ย้อมติด lectins ทัง้ 4 ชนิดแสดงว่า มีสาร glycoconjugate ที่มีน า้ตาลชนิด
mannose, α-acetyl-D-glucosamine, α/β-acetyl-D-galactosamine และ sialic acid เป็นสว่นประกอบ น า้ตาล sialic acid 
เป็นองค์ประกอบที่ส าคญัของสารภายใน cortical alveoli เพื่อป้องกนัการเกิด polyspermy และป้องกนัตวัอ่อนไม่ให้ติดเชือ้
แบคทีเรีย (Tiralongo  Duncker, 2015) ชัน้ zona radiata ย้อมติด lectin ทกุชนิด แสดงว่า zona radiata  ของ  H.kuda 
ประกอบด้วยสารพวก glycoconjugate ที่มีองค์ประกอบเช่นเดียวกบัที่พบใน cortical alveoli สาร glycoconjugate ยงัพบได้
ที่ชัน้ zona pellucida ของโอโอไซต์ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยน า้นมชนิดต่างๆ (Parillo et al., 2000) และพบได้ที่ชัน้ zona radiata 
ของโอโอไซต์สตัว์สะเทินบกสะเทินน า้ (Dell et al., 1999) สาร glycoconjugate ที่เป็นองค์ประกอบของ zona radiata ท าให้
เกิดการจบัอย่างจ าเพาะระหว่างไข่และสเปริม์ (Skutelsky et al., 1994) และ zona radiata สามารถจบักบัสาร เช่น ฮอร์โมน 
เมตะบอไลท์ชนิดตา่งๆ รวมทัง้อิออน เพื่อขนสง่ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ (Miller   Ax, 1990) 
 

ภาพที่ 9 (A) โอโอโกเนีย (Og) และโอโอไซต์ระยะตา่งๆภายใน 
                      รังไขม้่าน า้ย้อมด้วย SBA พบวา่ โอโอโกเนีย (Og)  
                      โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1)  
                      โอโอไซต์ระยะ perinucleolus (OC2) และโอโอไซต์ 
                      ระยะ oil droplets (OC3) ย้อมไมต่ดิ SBA   
 (B)    Cortical alveoli (Ca) ในโอโอไซต์ระยะ cortical 
  alveolus (OC4) ย้อมติด SBA, Germinal vesicle (Gv) 
 (C)     โอโอไซต์ระยะ cortical alveolus (OC4) และ โอโอไซต์ 
           ระยะ vitellogenic (OC5) ย้อมด้วย SBA พบวา่ 
           ย้อมติด Zona radiata  (Za) แตย้่อมไมต่ดิ Oil  
           droplet (Od) และ Follicle epithelium (Fe)   
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สรุปผลการวิจัย 
 องค์ประกอบน า้ตาลใน cortical alveoli, yolk และ zona radiata ของโอโอไซต์ของม้าน า้ H. kuda สามารถบ่งบอก
สรีรวิทยาการท างานของระบบสบืพนัธุ์ของปลา H. kuda ได้ เช่นน า้ตาล mannose, α-acetyl-D-glucosamine, α/β-acetyl-D-
galactosamine และ sialic acid ที่เป็นสว่นประกอบของสาร glycoconjugate ที่อยู่ใน cortical alveoli จะถกูหลัง่ไปยงั
บริเวณ perivitelline space เมื่อไขเ่กิดการปฏิสนธิ เพื่อป้องกนัการเกิด polyspermy สว่น yolk มี neutral และ carboxylated 
glycoconjugate เป็นองค์ประกอบ yolk เป็นแหลง่พลงังานและอาหารท่ีส าคญัของตวัออ่น 
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