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บทคัดย่อ 
 

การศึกษานี้เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน
(Western Blot Transfer System for Mini-Gel) ร ะหว่ า ง แบบถั ง เ ปี ย ก  (Wet/Tank Blotting 
Systems) รุ่ น  Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่ ง แห้ ง  (Semi dry) รุ่ น  Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer System  ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงจากบ่อดิน โดย
แบ่งการทดลองออกเป็น 6 ชุดการทดลองคือ กุ้งไม่ถูกตัดตาได้รับอาหารเม็ดปกติหรือชุดควบคุม 
(N=12), กุ้งที่ถูกตัดตา 1 ข้างได้รับอาหารเม็ดปกติ (N=12), กุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10, 50, 
100 และ 500 mg/kg ของอาหาร (N=16, 16, 16 และ 8) ตามล าดับ โดยเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
เก็บตัวอย่างรงัไข่ ตับ/ตับอ่อนและเลือด ในวันที่ 35 และ 60 วันของการเลี้ยง  

จากการหาค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ดัชนีรังไข่ของวันที่ 35 พบว่า ในชุดการทดลองที่ 2 มีค่าสูง
กว่าการทดลองอ่ืน (1.78±0.65%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนกุ้งท่ีเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 
วัน มีค่าเปอร์เซ็นต์ดัชนีรังไข่ไม่แตกต่างกันทางสถิติในทุกชุดการทดลอง จากการวัดปริมาณโปรตีนในแม่
พันธุ์กุ้งกุลาด า พบว่า ในเลือดมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด (16.07–314.55 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อเทียบ
กับรังไข่ (0.25–8.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และตับ/ตับอ่อน (0.92–8.79 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่มี
ปริมาณโปรตีนที่ใกล้เคียงกัน จากการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน ด้วย 
10% โพลีอะครีลาไมด์เจล (SDS-PAGE) พบแถบโปรตีนที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า จ านวน 20-
40 แถบ   

เมื่อศึกษาขนาดของโปรตีนไวเทลลินด้วยวิธีเวสเทิร์นบลอท โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และแบบ
กึ่งแห้ง รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System โดยใช้แอนตี้บอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนไวเทลลินข
องกุ้งกุลาด า พบว่า ตัวอย่างกุ้งที่เลี้ยงเป็นระยเวลา 35 วัน และ 60 วัน พบโปรตีนไวเทลลินจ านวน 13 
และ 15 ขนาด ตามล าดับ โดยมีขนาดโปรตีนที่เหมือนกันคือ 200, 157, 130, 104, 74, 63, 58, 38 
และ 34 กิโลดาลตัน แถบโปรตีนที่ได้จากการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้งจะปรากฎ
แถบโปรตีนที่มีความคมชัดมากกว่าแบบถังเปียก จากการเปรียบเทียบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน ที่ได้จาก 2 วิธี พบการปรากฏและไม่ปรากฎของแถบ
โปรตีนที่ให้ผลตรงกันคิดเป็นร้อยละ 89.32 และ 94.44  ตามล าดับ การปรากฏของแถบโปรตีนที่ไม่
ตรงกันคิดเป็นร้อยละ 10.68 และ 5.56 ตามล าดับ และ พบว่า ทั้ง 2 วิธี ให้ผลของการปรากฏแถบ
โปรตีนจ านวนเท่ากันคิดเป็นร้อยละ 50 การวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งให้จ านวนแถบโปรตีนมากกว่าแบบถัง
เปียกคิดเป็นร้อยละ 46.67 ในขณะที่การวิเคราะห์แบบถังเปียกให้จ านวนแถบโปรตีนมากกว่าแบบกึ่ง
แห้งคิดเป็นร้อยละ 3.33 
 

 

 
 
 
 



 

 
 

 

Abstract 
 

This study were examined the efficiency of Western Blot Transfer System 
between Wet Tank Blotting Systems version of Mini Trans-Blot® Cell and Semi-dry 
version of Trans-Blot® Turbo ™ Transfer System. The vitellin protein levels examination 
in the female domesticated giant tiger shrimp (Penaeus monodon) brood stock were 
divided into 6 treatments; shrimp were fed with diets without hormone; N=12), eyestalk-
ablation shrimp were fed with diets without hormone (N=12), shrimp were fed with diets 
enhanced with 17-estradiol hormone at 10, 50, 100 and 500 mg/kg (N=16, 16, 16 and 8) 
respectively. The experiment have been performed for a period of 60 days and the 
samples were collected at day 35 and 60 for determinations of ovary, hepatopancreas and 
hemolymph.  

The results showed that the average of GSI of eyestalk-ablation shrimp were 
fed with diets without hormone (1.78±0.65%) at day 35 was significantly higher than other 
groups (p<0.05). While, there was no significant different of the GSI in each experimental 
groups (p>0.05) at day 60. The protein levels in hemolymph were (16.07–314.55 mg/ml) 
higher than ovary (1 6 . 0 7 –3 1 4 . 5 5  mg/ml) and hepatopancreas ( 0.92–8.79 mg/ml). 
Moreover, analysis total protein patterns by 10% polyacrylamide gel SDS-PAGE) in 
ovaries, hepatopancreas and hemolymph were found that the protein bands could be 
seen with 20 bands. 

Studying the size of vitellin protein were analyzed by Western Blot method 
through using antibodies that specific to vitellin proteins of black tiger shrimp. The results 
at day 35 and 60 were found that the vitellin proteins sizes content were 13 and 15 
respectively, which could be found the similarity of protein size were 200, 157, 130, 104, 
74, 63, 58, 38 and 34 kDa. In addition, the transferring proteins of the semi-dry appeared 
on performed obviously protein bands more than those of appeared by wet tanks. The 
comparison of protein vitellin levels in the giant tiger shrimp cultured for 35 and 60 days 
with both methods, the results showed that the appearance and non-appearance of 
protein bands similarity were 89.32% and 94.44% respectively whereas the appearance 
of different protein bands were 10.68% and 5.56% respectively. However, the both 
methods appearance of protein bands similarity were 50% while Semi-dry analysis was 
appeared more protein bands than wet tanks at 46.67% and the wet tank analysis was 
appeared more protein bands than semi-dry at 3.33%. 
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บทท่ี1 
บทน า 

 
 กุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) เป็นสัตว์น้ าเค็มที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็น
สินค้าส่งออกที่ท ารายได้ให้ประเทศไทยมากเป็นอันดับแรกในบรรดาสัตว์น้ า (กรมประมง , 2538) ต่อมา
อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุ้งกุลาด าประสบปัญหาด้านการผลิตกุ้งที่มีคุณภาพ ปัจจัยส าคัญประการหนึ่งคือ
การไม่เจริญพันธุ์ของพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าในโรงเรือน (รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ, 2556) ปัจจุบันเกษตรกร
กระตุ้นการวางไข่ของกุ้งกุลาด าด้วยวิธีการตัดก้านตา เนื่องจากบริเวณก้านตาของแม่พันธุ์กุ้งมีฮอร์โมนที่
ยับยั้งการพัฒนารังไข่ หากตัดก้านตาออกจะส่งผลให้แม่พันธุ์ กุ้งพัฒนารังไข่ไปจนถึงระยะสมบูรณ์เพศ
และพร้อมที่จะผสมพันธุ์ตามเวลาที่ต้องการ แต่การตัดก้านตากุ้งส่งผลให้ฮอร์โมนต่างๆ ในตัวกุ้งท างาน
ผิดปกติ ลูกกุ้งที่ได้ไม่แข็งแรง แม่พันธุ์บอบช้ า ที่ส าคัญสิ้นเปลืองแม่พันธุ์ที่ราคาแพงและหาได้ยาก (กรม
ประมง, 2555) นอกจากนี้มีอีกแนวทางหนึ่งคือการใช้ฮอร์โมน17 เบต้า-เอสตราไดออล (17β-estradiol) 
ในการกระตุ้นการพัฒนารังไข่ โดย 17β-estradiol เป็นฮอร์โมนกลุ่ม สเตียรอยด์ที่สามารถเหนี่ยวน าให้
เกิดกระบวนการไวเทลโลเจเนซีส (vitellogenesis) มีโครงสร้างใกล้เคียงกับฮอร์โมนโพร เจสเทอโรน 
(Progesterone hormone)  และ  ฮอร์ โ มน  17  แอลฟา - ไฮดรอกซี โ พร เ จส เตอ โ รน  (17α-
hydroxyproges terone) ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาระบบสืบพันธุ์ในกุ้งกุลาด า (รชนิมุข 
หิรัญสัจจาเลิศ, 2556) โดยทั่วไปแล้วการตรวจสอบความสมบูรณ์เพศในกุ้งกุลาด าที่แม่นย า สามารถท า
ได้โดยการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในอวัยวะต่างๆ เช่น เลือด ตับ/ตับอ่อน และรังไข่ ซึ่งวิธีการ
ตรวจสอบมีหลายวิธี เช่น การให้โปรตีนเคลื่อนที่ผ่านเจลด้วยเทคนิค SDS-PAGE ซึ่งเป็นการแยกสาร
โดยใช้ความแตกต่างของน้ าหนักโมเลกุล การวัดปริมาณโปรตีนโดยตรงด้วยวิธี เวสเทิร์นบลอท 
(Western blot) เป็นต้น 
 ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีทางทะเลได้รับงบประมาณอุดหนุนครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ ปี 2559 ใน
การจัดหาเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน ท าให้ปัจจุบันทางศูนย์วิจัยฯ มีเครื่องส่งถ่ายโปรตีน
จากเจลสู่เมมเบรน จ านวน 2 เครื่อง ได้แก่ แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini 
Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ซ่ึงหาก
มีการเปรียบเทียบผลการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงจากบ่อดินด้วย
เครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนทั้ง 2 รุ่นนี้ จะท าให้ทราบถึงปริมาณโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด า และจะเป็นการช่วยสนับสนุนแนวทางในการเลือกใช้เครื่องมือให้กับนักวิจัย นักวิทยาศาสตร์ 
และบุคลากรที่ท างานด้านโปรตีนต่อไป 

 

1.1 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่ เมมเบรน (Western 

Blot Transfer System for Mini-Gel) ระหว่างแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น 
Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  
ในการตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนไวเทลลินในรงัไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด า  

 
    



 

 
 

 

1.2 ขอบเขตของการวิจัย 
      ทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยง
จากบ่อดิน โดยศึกษาและทดลองภายในโรงเพาะฟักระบบปิด ณ ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีทางทะเล  
มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี โดยเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์อายุประมาณ 20 เดือน ในถังพลาสติกขนาด 
1 ตัน จ านวน 10 ถัง ในหนึ่งถังมีกุ้งเพศเมีย 8 ตัวและเพศผู้ 1 ตัว ใช้กุ้งทั้งหมด 90 ตัว เลี้ยงในน้ าทะเล
ความเค็ม 30 ppt ตรวจสอบคุณภาพน้ าและปริมาณของอาหารตลอดระยะเวลาการทดลอง  มี
ระยะเวลาในการให้แสงความสว่าง:ความมืด เท่ากับ 9:15 ชั่วโมง ใช้แสงจากหลอดไฟในการให้แสงสว่าง 
แบ่งการทดลองเป็น 6 ชุดการทดลอง ได้แก่ กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมนหรือชุดควบคุม 
(T1), กุ้งที่ถูกตัดตา 1 ข้างได้รับอาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมน (T2), กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 10 mg/kg (T3), กุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg (T4), กุ้งไม่ตัดตาที่
ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100 mg/kg (T5) และกุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 500 
mg/kg (T6) ให้อาหารวันละ 3 มื้อ เป็นระยะเวลา 60 วัน โดยเก็บตัวอย่างรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด
ในวันที่ 35 วัน และ 60 วัน ของการทดลอง เปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนทั้งหมดในรังไข่ ตับ/ตับ
อ่อน และเลือดด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากนั้นตรวจสอบและเปรียบเทียบระดับของโปรตีนไวเทลลิน 
ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น 
Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 
โดยเปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินของแต่ละชุดการทดลองคิดเป็นร้อยละของการปรากฎแถบ
โปรตีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ชีววิทยาทั่วไปของกุ้งกุลาด า 

กุ้งกุลาด า (Penaeus monodon Fabricus, 1798) เป็นสัตว์ประจ าถิ่นของประเทศไทย 
รวมทั้งในประเทศแถบอินโดแปซิฟิก มีรายงานผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาด าทั่วโลกเป็นจ านวน 
676,000 ตัน ในปี ค.ศ. 2001 (FAO Fishery Statistic, 2009) ปัจจุบันเกษตรกรกระตุ้นการวางไข่ของ
กุ้งกุลาด าด้วยวิธีการตัดก้านตา เนื่องจากบริเวณก้านตาของแม่พันธุ์กุ้งมีฮอร์โมนที่ยับยั้งการพัฒนารังไข่ 
หากตัดก้านตาออกจะส่งผลให้แม่พันธุ์กุ้งพัฒนารังไข่ไปจนถึงระยะสมบูรณ์เพศและพร้อมที่จะผสมพันธุ์
ตามเวลาที่ต้องการได้ แต่การตัดก้านตากุ้งส่งผลให้ฮอร์โมนต่างๆ ในตัวกุ้งท างานผิดปกติ ลูกกุ้งที่ได้ไม่
แข็งแรง แม่พันธุ์บอบช้ า ที่ส าคัญสิ้นเปลืองแม่พันธุ์ที่ราคาแพงและหาได้ยาก (กรมประมง , 2555) เพ่ือ
แก้ปัญหาดังกล่าว จึงมีการน าฮอร์โมนกลุ่มสเตียรอยด์มาใช้ในการกระตุ้นการพัฒนารังไข่ ได้แก่ 
ฮอร์โมน 17β-estradiol ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่มีความเกี่ยวข้องกับการพัฒนาระบบสืบพันธุ์ในกุ้งกุลาด า 
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการไวเทลโลเจเนซีส (vitellogenesis) ซึ่งมีความส าคัญในการ
แก้ปัญหาการใช้แม่พันธุ์สิ้นเปลือง  

 

ชีววิทยาและแหล่งอาศัยของกุ้งกุลาด า  
กุ้งกุลาด าเป็นกุ้งทะเลที่มีขนาดใหญ่ที่สุดในตระกูล Penaeidae มีชื่อทางวิทยาศาสตร์

แตกต่างกันหลายชื่อตามนักวิทยาศาสตร์ที่ค้นพบ แต่ที่เป็นที่ยอมรับกันทั่วไป คือ Penaeus monodon 
Frabricius และมีชื่อภาษาอังกฤษที่องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) ใช้อยู่คือ 
Giant Tiger Prawn ส่วนแหล่งก าเนิดดั้งเดิมอยู่ในทะเลแถบอินโดแปซิกฟิกตะวันตก อัฟริกาตะวันออก 
อัฟริกาตะวันตกเฉียงใต้ และคาบสมุทรอินเดีย กุ้งกุลาด าระยะวัยรุ่นจะอาศัยตามปากแม่น้ า และเมื่อ
เต็มวัยชอบอาศัยในทะเลที่มีพ้ืนที่มีโคลนปนทรายระดับความลึกไม่เกิน 110 เมตร กุ้งกุลาด าชอบฝังตัว
ในเวลากลางวันและหากินในเวลาคืน วางไข่ได้ตลอดทั้งปีแต่จะวางไข่ชุกชุมระหว่างเดือนพฤษภาคมถึง
เดือนธันวาคมในแถบน้ ากร่อย กินอาหารได้ทั้งพืชและมีความแข็งแรงทนทานและเลี้ยงง่าย (พรรณิภา 
หาญวิวัฒนกิจ, 2531) 

 

ลักษณะท่ัวไป 
กุ้งกุลาด ามลีักษณะภายนอกเป็นเปลือกเกลี้ยงไม่มีขน มีหนวดสีด าไม่มีลาย ล าตัวสีแดงอม

น้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม มีลายสีออกน้ าตาลเข้มพาดขวางที่หลังประมาณ 9 ลายข้างแถบสีขาว ด้านบนของ
กรีมีฟัน 7-8 ซี่ ด้านล่างมี 3 ซี่ สันกรียาวเกือบถึงคาราเปส มีสันตับ (Hepatic Crest) (ภาพที่ 2-1) ยาว
ตรงขนานไปกับล าตัว ขาเดินมีสีแดงปนด า ขาว่ายน้ ามีสีน้ าตาลปนน้ าเงินโคนขามีสีขาว ขาเดินคู่ที่ 5 ไม่
มี exopod ขนาดความยาวประมาณ 18-25 เซนติเมตร 

 



 

 
 

 

 
ภาพที่ 2-1 ลักษณะภายนอกของกุ้งกุลาด า P. monodon 
ที่มา: Motoh, 1981 

 

วงจรชีวิต 
หลังได้รับการปฏิสนธิไข่จะฟักเป็นตัวอ่อนระยะนอเพียส (Nauplius) ภายใน 12 ชั่วโมง 

ระยะนอเพียสมีขนาด 0.3-0.33 มิลลิเมตร ด ารงชีวิตแบบแพลงก์ตอนประมาณ 2 วันโดยไม่กินอาหาร 
ระยะนี้จะมีการลอกคราบ 6 ครั้ง สิ้นสุดระยะนอเพลียสจะมีขนาดประมาณ 0.6 มิลลิเมตร จากนั้นจะ
เจริญเข้าสู่ระยะซูเอีย (Zuea) มีขนาด 1-3.3 มิลลิเมตร ลอกคราบ 3 ครั้ง ใช้เวลา 3-4 วัน กินแพลงก์
ตอนพืชเป็นอาหารและเจริญเข้าสู่ระยะไมสีส (Mysis) มีขนาด 3.3-5 มิลลิเมตร กินแพลงก์ตอนสัตว์เป็น
อาหาร ใช้เวลา 3-4 วันจึงเข้าสู่ระยะโพสลาวา (Postlarva) หรือที่นิยมเรียกว่า P1 ในระยะนี้จะเรียก
ตามจ านวนวันที่กุ้งเติบโต เช่น P10 คือเป็นกุ้งระยะโพสลาวาอายุ 10 วัน จนวันที่ 20 กุ้งจะมีขนาด 2-3 
เซนติเมตร จากนั้นจะเข้าสู่ระยะจูเวนไนล์ (Juvenile) ในระยะนี้กุ้งจะมีลักษณะต่างๆ สมบูรณ์เหมือน
ตัวเต็มวัยแต่ไม่สามารถสืบพันธุ์ได้และใช้เวลา 10 เดือนถึงจะเป็นตัวเต็มวัย (adult หรือ broodstock) 
(ภาพที ่2-2)   

 

 
ภาพที่ 2-2 วงจรชีวิตของกุ้งกุลาด า P. monodon 
ที่มา: Motoh, 1981 

 



 

 
 

 

การสืบพันธุ์ 
กุ้งกุลาด ามีอวัยวะเพศภายนอกมองเห็นได้ชัดเจนและสามารถใช้ลักษณะความแตกต่าง

ของอวัยวะเพศในการจ าแนกชนิดได้ อวัยวะเพศผู้ เรียกว่าพีแตสม่า (petasma) เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงแขนงอันในของขาว่ายน้ าคู่แรกทั้ง 2 ข้างเชื่อมติดกันเพ่ือท าหน้าที่เป็นอวัยวะเพศผู้ ส่วน
อวัยวะเพศเมียเรียกว่าทีไลคัม (thelycum) เกิดจากการเปลี่ยนแปลงผนังด้านท้อง (sternal plate) 
ของรยางค์ส่วนอกปล้องที่ 7 และ 8 หรือตรงกับขาเดินคู่ที่ 4-5 พัฒนามาเป็นถุงส าหรับรับน้ าเชื้อ เมื่อถึง
วัยเจริญพันธุ์ (maturation) ซึ่งในวัยเจริญพันธุ์รังไข่หรืออวัยวะที่ใช้ในการผสมพันธุ์จะพัฒนาเต็มที่
พร้อมที่จะผลิตไข่ (egg) หรือน้ าเชื้อ (sperm) และพร้อมที่จะผสมพันธุ์โดยใช้อวัยวะภายนอก การผสม
พันธุ์จะเกิดขึ้นภายหลังจากที่ตัวเมียลอกคราบใหม่ๆ ซึ่งแหล่งที่มาของพ่อแม่พันธุ์ส่วนใหญ่จะได้มาจาก
การจับจากทะเลหรือบ่อเลี้ยง 

 

ระยะการพัฒนารังไข่ในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 
ระยะการพัฒนารังไข่ของกุ้งกุลาด า แบ่งออกเป็น 5 ระยะ (Motoh, 1985)  ดังนี้  

ระยะที่ 1 ระยะที่ไข่ยังไม่พัฒนา (Previtellogenic stage) รังไข่เป็นแถบใสยาวตั้งแต่หัวจรดหาง  
ระยะที่ 2 ระยะที่ไข่ก าลังพัฒนา (Early vitellogenic stage) แถบไข่หนาขึ้นเล็กน้อย และทึบแสง 
ระยะที่ 3 ระยะไข่เกือบสุก (Late vitellogenic stage) แถบไข่หนาทึบโดยเฉพาะที่ปล้องที่ 1 จะ

แผ่เป็นปีกออกท้ัง 2 ข้างชัดเจน 
ระยะที่ 4 ระยะการไข่สุก (Cortical rod stage) รังไข่ขยายออกเป็นลอนซ้อนๆ กันบริเวณหัวเป็น

แถบยาวตลอดล าตัว โดยเฉพาะที่ปล้องแรกไข่จะขยายออกและแผ่ลึกต่ าลงถึงบริเวณโคนขาเดินคู่ที่ 3 
มองเห็นเป็นสีเขียวคล้ายสีมะกอก 

ระยะที่ 5 ระยะการวางไข่ (Spawn) หลังจากมีการวางไข่ รังไข่จะมีลักษณะลีบ ดูภายนอกจะคล้าย
กับรังไข่ระยะแรกเพียงแต่สีจะขุ่นเข้ม สามารถมองเห็นว่ากุ้งวางไข่หมดและฟักในคราวเดียวกัน ถ้า
วางไข่ไม่หมดภายในครั้งเดียวนับว่าเป็นไข่ที่ไม่สมบูรณ ์(Primavera, 1988) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2-3 ระยะการพัฒนารังไข่ของกุ้งกุลาด า 
ที่มา: Rolando, 1978 

 

ระยะที่ 1และ5      ระยะท่ี 2       ระยะที่ 3        ระยะที่ 4 



 

 
 

 

2.2 ฮอร์โมน 17β-Estradiol 
ฮอร์โมน 17β-estradiol (E2) เป็นฮอร์โมนในกลุ่มสเตียรอยด์ที่สามารถชักน าให้เกิด

กระบวนการไวเทลโลเจเนซีส  (vitellogenesis) และการพัฒนารังไข่ในสัตว์  โดยฮอร์โมน 17β-
estradiol เป็นสารที่พบในระยะต้นๆ ของการพัฒนารังไข่ของสิ่งมีชีวิตกลุ่ม decapod crustaceans 
(Ghosh and Ray, 1993) และยังมีโครงสร้างใกล้เคียงกับฮอร์โมนโพรเจสเตอโรนและฮอร์โมน  17-
แอลฟา-ไฮดรอกซีโพรเจสเตอโรนซึ่งเป็นฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาไข่ในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียนอีก
ด้วย (รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ , 2556 อ้างอิงจาก Quackenbush, 1992) โดยมีสูตรโครงสร้าง คือ 
C18H24O2 มีวงแหวน aromatic ที่มีหมู ่hydroxyl ที่ต าแหน่งคาร์บอนตัวที่ 3 มีกลุ่ม methyl ที่ต าแหน่ง
คาร์บอนตัวที่ 3  มีกลุ่ม beta hydroxyl หรือ ketone ที่ต าแหน่งคาร์บอนตัวที่ 17 ของวงแหวน ดัง
ภาพที่ 2-4 พบได้ในสัตว์มีกระดูกสันหลังและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง โดยมีบทบาทเกี่ยวข้องกับระบบ
สืบพันธุ์ ท าหน้าที่ในการกระตุ้นให้ตับ/ตับอ่อนสังเคราะห์ไข่แดง โดยยีน VTG mRNA ส่งผลให้รังไข่
และฮีโมลิมฟ์สร้างไวเทลโลจินินและไวเทลลินท าให้ไข่เจริญพัฒนาขึ้น โดยทั่วไปฮอร์โมนเอสโตรเจนมีผล
กับไข่ในระยะไข่อ่อน (early previtellogenic stage) มากกว่าระยะไข่สุก (full previtellogenic 
stages) ดังนั้น ถ้าหากกุ้งได้รับเอสโตรเจนจะท าให้การเจริญและการพัฒนาโอโอไซต์เร็วขึ้น  ในกุ้ง
เอสโตรเจนเกิดจากรังไข่ ตับ/ตับอ่อน โดยสมองส่วนที่เกี่ยวข้องกับต่อมไร้ท่อ (Endocrine gland) จะ
ผลิต Gonad stimulating hormone (GSH) และ Vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH) จากนั้น
จึงท าให้อวัยวะเป้าหมายคืออวัยวะสืบพันธุ์ และตับ/ตับอ่อนหลั่งสารออกมา (Herberman, 2000) 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2-4 โครงสร้างของ 17β-Estradiol 
ที่มา: https://www.caymanchem.com/product/10006315 
 

ชมพูนุช โพธิ์อาสา (2558) ได้ศึกษาผลของอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 17β-Estradiol ต่อ
การแสดงออกของยีนไวเทลโลจีนินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า P. monodon ที่เลี้ยงจากบ่อดิน ซึ่งเป็น
ฮอร์โมนที่เก่ียวข้องกับการพัฒนาระบบสืบพันธุ์ในกุ้งกุลาด า จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
ไวเทลโลจีนินในการทดลองที่ 35 วัน พบว่า มีการแสดงออกของยีนไวเทลโลจีนินที่ชุดที่ถูกตัดตา 1 ข้าง
ที่ได้รับอาหารเม็ดปกติ และ กุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร ส่วนในการ
ทดลองที่ 60 วัน พบว่า มีการแสดงออกของยีนไวเทลโลจีนินในชุดควบคุมคือกุ้งไม่ถูกตัดตาที่ได้รับ
อาหารเม็ดปกติ กุ้งที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 mg/kg และ 100 mg/kg ของอาหาร 
 
 
 

 



 

 
 

 

2.3 กระบวนการไวเทลโลเจเนซิส  
กระบวนการไวเทลโลเจเนซีส (vitellogenesis) คือกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนไข่แดง

แล้วเปลี่ยนเป็นโมเลกุลขนาดเล็กเพ่ือเข้าสู่เซลล์ไข่ที่ก าลังพัฒนาซึ่งเป็นคุณลักษณะที่ส าคัญของการ
สืบพันธุ์ในสัตว์กลุ่มครัสเตเชียน เริ่มจากการผลิตโปรตีนตั้งต้น (ไวเทลโลจีนิน) ของโปรตีนไข่แดงใน
เนื้อเยื่อที่เฉพาะเจาะจงแล้วผ่านการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างกลายเป็นโมเลกุลที่เล็กลงและมีการสะสมใน
ภายหลังเพ่ือใช้ในการพัฒนาเซลล์ไข่ในรูปของโปรตีนไวเทลลิน  (รชนิมุข หิรัญสัจจาเลิศ, 2556) โดย
โปรตีนไวเทลโลเจนิน (vitellogenin; VTG) ในกุ้งกุลาด าถือเป็นองค์ประกอบตั้งต้นในการสร้างโปรตีน
ไข่แดงหรือโปรตีนโยล์ค (yolk protein) และกระบวนการพัฒนาเซลล์ไข่ซึ่งเป็นกระบวนการที่ส าคัญใน
ขั้นตอนการสืบพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตที่ออกลูกเป็นไข่ (oviparous animals) (Tseng et al., 2001) โปรตีน
ไวเทลโลเจนินสังเคราะห์ขึ้นที่เนื้อเยื่อตับภายใต้การควบคุมของฮอร์โมนเอสโตรเจน โปรตีนที่ถูกสร้างข้ึน
นี้จะล าเลียงผ่านกระแสเลือดไปสะสมที่เซลล์ไข่ เพ่ือใช้เป็นแหล่งอาหารส าหรับการพัฒนาของเอ็มบริโอ 
กระบวนการสร้างและสะสมโปรตีนโยล์คท าให้เซลล์ไข่มีขนาดใหญ่ขึ้น เพ่ือสะสมสารอาหารที่จ าเป็นต่อ
การเจริญเติบโตของเอ็มบริโอ (Wang and Lou, 2006) นอกจากนี้โปรตีนไวเทลโลจีนินยังมีส่วน
เกี่ยวข้องในการน าแร่ธาตุ ไขมัน และสารอื่นๆ เข้าไปในเซลล์ไข่ท่ีก าลังมีการพัฒนาอีกด้วย กระบวนการ
ไวเทลโลเจเนซีสของกุ้งกุลาด าแบ่งออกเป็น 3 ช่วง คือ ช่วงก่อนสะสมโปรตีนไข่แดง ช่วงสะสมโปรตีน 
ไข่แดงและช่วงผลิตคอร์ติคอลรอด อวัยวะที่มีรายงานว่าเป็นบริเวณท่ีมีการผลิตไวเทลโลเจนินในกุ้ง 
พีเนียส คือ รังไข่ และตับ/ตับอ่อน (hepatopancreas) ในกุ้งหลายชนิดกระบวนการไวเทลโลเจเนซีสอ
ยู่ภายใต้การควบคุมแบบยับยั้ง (negative control) โดยฮอร์โมนที่ผลิตจากบริเวณก้านตา (รชนิมุข 
หิรัญสัจจาเลิศ, 2556) 

 
2.4 เทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis  

เทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ SDS-
PAGE เป็นการแยกโปรตีนโดยอาศัยความแตกต่างของน้ าหนักโมเลกุลสามารถใช้หาน้ าหนักโมเลกุลของ
โปรตีนในตัวอย่าง หลักการของ SDS-PAGE คือ SDS เป็นสารพวกดีเทอร์เจน (detergent) ที่มีประจุลบ
ไปเกาะกับโปรตีนอย่างแน่นหนามากท าให้โปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ นอกจากนี้ SDS ยังท าให้โปรตีน
เสียสภาพเปลี่ยนสภาพจากทรงกลม (globular) ไปอยู่ในสภาพที่เหยียดตรง โปรตีนที่ประกอบด้วย
หน่วยหลายหน่วยเกาะกันอยู่ก็จะแยกออกเป็นแต่ละหน่วยย่อย ดังนั้นการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของ
โปรตีนทุกตัวในกรณีนี้ จึงเป็นการเคลื่อนที่โดยอาศัยความแตกต่างในน้ าหนักโมเลกุลเพียงอย่างเดียว 
โดยจะเป็นการเคลื่อนที่ไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวกในอัตราส่วนผกผันกับค่า log ของน้ าหนักโมเลกุล ซึ่ง
หมายความว่าจะสามารถหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนได้จากระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ต้องการ
ทราบน้ าหนักโมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ าหนักโมเลกุลแล้ว นอกจากนี้  การปรากฏของแถบ
โปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE ยังเป็นตัวบ่งชี้ถึงความบริสุทธิ์ของโปรตีน ส าหรับการวิเคราะห์
ด้วย SDS-PAGE นั้น ของผสมโปรตีนจะถูกท าให้เสียสภาพโดยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2-5 นาที ในสารละลายที่มี SDS มากเกินพอและมีสารประเภทไทออล ( thiol) เป็น
องค์ประกอบ เช่น 2-เมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) เพ่ือท าลายพันธะไดซัลไฟด์ 
(disulfide bond) ในโปรตีน ภายใต้ภาวะดังกล่าวนี้โปรตีนส่วนใหญ่จะเกาะกับ SDS ในอัตราส่วนโดย
น้ าหนักที่คงที่ (1.4 กรัมของ SDS ต่อ พอลิเพปไทด์ 1 กรัม) (ภาพที่ 2-5) จากนั้นน าของผสมโปรตีนแต่
ละตัวอย่างใส่ลงในแต่ละช่องบนเจลแผ่นและน าไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ซึ่งทั้งเจลและบัฟเฟอร์ที่ใช้ใน



 

 
 

 

การแยกมี SDS เป็นองค์ประกอบอยู่ โปรตีนเทียบเคียงจะให้ผลในลักษณะเดียวกับเจลช่องอ่ืนๆ โดย
โปรตีนจะเคลื่อนที่ไปตามน้ าหนักโมเลกุลของตัวเองภายหลังจากการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ต าแหน่งของ
แถบโปรตีนที่แยกออกจากกันจะปรากฏขึ้นเมื่อย้อมด้วยสี เช่น สีคูแมซีบลู (Coomassie Blue) หรือสี
สารประกอบของเงิน (silver stain) การแยกด้วยวิธี SDS-PAGE นั้น SDS จะจับกับโปรตีนในอัตราส่วน
โดยน้ าหนักที่คงที่ตลอดทั้งเจล (กล่าวคือ โปรตีนที่มีขนาดใหญ่จะมี SDS เกาะอยู่มาก) ท าให้โปรตีนทุก
ชนิดมีค่าความหนาแน่นของประจุต่อน้ าหนักโปรตีนเท่ากัน การแยกโปรตีนด้วยวิธีนี้จึงอาศัยการแยก
โดยขนาดเพียงอย่างเดียวไม่มีจ านวนประจุมาเกี่ยวข้อง และเนื่องจากระยะทางที่เคลื่อนที่ไปของสายพอ
ลิเพปไทด์บนเจลมีความสัมพันธ์โดยตรงกับขนาดของพอลิเพปไทด์เท่านั้น การแยกโปรตีนที่เราสนใจ 
บนเจลนี้ท าได้โดยเทียบน้ าหนักโมเลกุลระหว่างโปรตีนตัวอย่างกับโปรตีนเทียบเคียง (https://www. 
gibthai.com/service/note_detail/20) 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2-5 การเข้าจับระหว่าง SDS กับโปรตีน  
ที่มา: https://www.gibthai.com/service/note_detail/20 
 
2.5 เทคนิคเวสเทิร์นบลอท (Western blot) 

เวสเทิร์นบลอท (Western blot) หรือ Immunoblot เป็นเทคนิคที่ใช้ติดตามโปรตีนที่
สนใจในสารตัวอย่าง เช่น homogenate tissue หรือโปรตีนที่สกัดมา ซึ่งอาจเป็นสารสกัดโปรตีนจาก
เซลล์ เนื้อเยื่อ หรือ โมเลกุลโปรตีนอ่ืนๆ ซึ่งอาศัยความสามารถในการเข้าจับกันระหว่างแอนติเจนกับ
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะ โดยขั้นตอนแรกสารสกัดโปรตีนหรือโมเลกุลโปรตีนจะถูกท าให้เคลื่อนที่บนแผ่น 
โพลีอะคริลาไมด์เจลบนสนามไฟฟ้าด้วยเทคนิค SDS-PSGE จากนั้นโปรตีนซึ่งถูกแยกบนโพลีอะคริลา
ไมด์เจลจะถูกถ่ายโอนลงบนพ้ืนผิวรองรับหรือเมมเบรน ซึ่งในปัจจุบันการถ่ายโอนโปรตีนลงบนพ้ืนผิว
ของแผ่นเมมเบรนสามารถท าได้ 3 ลักษณะ คือการถ่ายโอนโปรตีนแบบ Wet blot (immerse) (ภาพที่ 
2-6) Semi-dry (ภาพที่ 2-7) และ Dry blot โดยประสิทธิภาพในการถ่ายโอนโปรตีน ระบบที่ใช้ในการ
ถ่ายโอน รวมทั้งสารที่ใช้ในการเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับถ่ายโอนโปรตีนจะมีความแตกต่างกัน 

ภายหลังจากการถ่ายโอนโปรตีนลงบนแผ่นเมมเบรนจะเป็นการเติมพ้ืนที่ว่างบนแผ่นเมม
เบรนเพื่อป้องกันการจับของโปรตีนอ่ืนๆ หรือแม้แต่แอนติบอดีกับแผ่นเมมเบรน โดยการปิดพ้ืนที่บริเวณ

https://www.gibthai.com/userfiles/image/technote/Gel electrophoresis/sds_page.png


 

 
 

 

นั้นด้วยโปรตีนชนิดอ่ืน ซึ่งโดยทั่วไปมักใช้ Bovine serum albomin (BSA) หรือโปรตีนไร้ไขมัน (non-
fat dry milk) โปรตีนดังกล่าวจะท าหน้าที่ในการจับกับพ้ืนที่ว่างของเมมเบรนที่นอกเหนือจากบริเวณท่ี
โปรตีนเข้าจับ จากนั้นโปรตีนบนแผ่นเมมเบรนจะถูกโพรบด้วยแอนติบอดีซึ่งอาจมีการเชื่ อมต่อ
แอนติบอดีด้วยเอนไซม์หรือสารเรืองแสงเพ่ือใช้ในการตรวจหาหรือติดตามโปรตีนที่สนใจ  เมื่อเอนไซม์
หรือสารเรืองแสงมีการท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นใดๆ จะท าให้มีสีเกิดขึ้น (chromogenic detection) 
หรือมีการเรืองแสงเกิดขึ้น (chemiluminescence detection) ท าให้สามารถทราบต าแหน่งของ
โปรตีนที่สนใจได ้การท าเวสเทิร์นบลอทประกอบด้วย 6 ขั้นตอนหลักๆ ดังนี้ 

 
 
ภาพที่ 2-6 เครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น 
Mini Trans-Blot® Cell  
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2-7 เครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer System   
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1. การเตรียมเนื้อเยื่อหรือโปรตีนตัวอย่างที่ต้องการ (tissue/protein preparation)  
ตัวอย่างที่จะน ามาใช้ในการท าเวสเทิร์นบลอทอาจได้มาจากเนื้อเยื่อของเซลล์ หรือท าการสกัดโปรตีน
ทั้งหมดออกมาจากเนื้อเยื่อ ซึ่งขั้นตอนการสกัดโปรตีนนั้นจะต้องมีการเติมสาร protease inhibitor 
ด้วยเป็นการป้องกันโปรตีนถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ protease ที่มีอยู่ในเซลล์  

2. การท าเจลอิเลคโตรฟอเรซีส (gel electrophoresis) เป็นการแยกโปรตีนตัวอย่างโดย 
อาจจะแยกตามค่า isoelectic point (pI) หรือแยกตามขนาดโปรตีน (molecular weight) ซึ่งเป็นวิธีที่
นิยมท ากันมากเพราะเป็นวิธีที่ง่าย เจลที่ใช้แยกโปรตีนส่วนใหญ่ใช้เจลอะคริลาไมค์ (acrylamide) ซึ่งใน
การแยกโปรตีนท าได้ทั้งแบบ native gel หรือ denature gel หรือที่ เรียกว่า sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

3. การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (protein transfer) เป็นการย้ายโปรตีนที่ผ่าน
การแยกด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซีสแล้วย้ายสู่ เมมเบรนที่มีประจุบวก  เช่น nitrocellulose หรือ 
polyvinylidene fluoride (PVDF) ในปัจจุบันวิธีการย้ายโปรตีนสามารถท าได้ 3 แบบคือ wet tank 
transfer เป็นการย้ายโดยอาศัย buffer tank ซึ่งวิธีนี้ต้องใช้บัฟเฟอร์เยอะและใช้เวลานานพอสมควรใน
การย้ายโปรตีน วิธีที่สอง semi-dry transfer เป็นวิธีนิยมใช้กันมากในปัจจุบันเนื่องจากใช้บัฟเฟอร์ไม่
เยอะ สามารถย้ายโปรตีนได้หลายแผ่นในเวลาเดียวกัน และสามารถย้ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนได้
เกือบ 100%  (ภาพที่ 2-8) วิธีสุดท้ายเป็นการย้ายแบบ dry bufferless transfer คือการย้ายโปรตีน
โดยไม่ต้องใช้บัฟเฟอร์และใช้เวลาน้อยประมาณ 7 นาที ท าให้ลดกระบวนการเตรียมสารต่างๆ รวมถึงให้
ประสิทธิภาพในการย้ายดีมาก 

4. Blocking เป็นวิธีการป้องกันการเกิด non-specific ของโปรตีนอ่ืนๆ เข้ามาจับกับแผ่น
เมมเบรน หลังจากย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรนแล้ว โปรตีนจะจับอยู่กับเมมเบรนแต่ยังมีพ้ืนที่ของ
แผ่นเมมเบรนอยู่ที่โปรตีนไม่ได้เข้าจับ ดังนั้นเพื่อป้องกันการจับของโปรตีนตัวอ่ืนหรือแอนติบอดีกับแผ่น
เมมเบรนจึงต้องท าการ blocking ด้วย bovine serum albumin (BSA) หรือ non-fat dry milk  ซึ่ง
โปรตีนเหล่านี้จะจับบนที่ว่างของแผ่นเมมเบรนยกเว้นบริ เวณที่มีโปรตีนจับอยู่แล้ว ดังนั้นการท า 
blocking จึงมีความส าคัญเพราะจะช่วยลดการเกิด false positives ด้วย 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2-8 การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (protein transfer)                       
ที่มา: https://www.gibthai.com/service/note_detail/18 
 



 

 
 

 

5. การติดตามผล (detection) ในขั้นตอนการติดตามผลนั้นจะมีการโพรบเมมเบรนเพ่ือ
หาโปรตีนที่สนใจด้วยแอนติบอดีซึ่งอาจมีการลิงค์ด้วยเอนไซม์ หรือ สารเรืองแสงอ่ืน และเมื่อท า
ปฎิกิริยากับสารตั้งต้นจะท าให้มีสีเกิดขึ้นหรือมีการเปล่งแสงออกมา ซึ่งแบ่งเป็น two step detection 
และ one-step detection เมื่อท าปฎิกิริยากับสารตั้งต้นจะท าให้มีสีเกิดขึ้นหรือมีการเปล่งแสงออกมา 
(ภาพที่ 2-9) รายละเอียดดังนี้             
                 - Two-step detection เป็นการใช้แอนติบอดีเข้าไปจับโปรตีนที่มีความจ าเพาะ เช่น ใช้ 
1oAb จับกับโปรตีนที่สนใจ บ่มเอาไว้เพ่ือให้เกิดการจับกันอย่างสมบูรณ์ หลังจากนั้นท าการล้างเพ่ือชะ 
non-specific binding ออกไป แล้วจึงใช้ 2oAb ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ สารรังสี หรือสารอื่นๆ ที ่
สามารถติดตามการเกิดสีหรือเรืองแสงได้ ซึ่ง 2oAb จะเข้าจับกับ 1oAb อย่างจ าเพาะ                   
 - One-step detection เป็นการใช้แอนติบอดีที่มีการติดฉลากด้วยเอนไซม์เรียบร้อยแล้ว 
ให้เข้าจับกับโปรตีนเป้าหมายได้และสามารถท าให้เกิดสีได้ทันทีหลังจากเติมสารตั้งต้น โดยไม่ต้องผ่าน
การใช้ 2oAb เข้าจับอีกที 

 
ภาพที่ 2-9 การติดตามผล (detection) ของวิธีเวสเทิร์นบลอท                                                                            
ที่มา : http://www.ispybio.com/search/protocols/Westernblot%20protocol36.htm 
 

6. การวิเคราะห์ผล (Analysis) หลังจากท าการบ่มแผ่นเมมเบรนด้วยแอนติบอดีที่มีความ 
จ าเพาะแล้วจะเป็นวิธีการติดตามว่าแอนติบอดีไปเกาะกับโปรตีนเป้าหมายที่ต าแหน่งใด ซึ่งการติดตาม
วิเคราะห์ผลขึ้นอยู่กับว่าแอนติบอดีที่ใช้ติดฉลากด้วยสารอะไร แบ่งได้เป็น  
  - Colorimetric detection เป็นการติดตามผลโดยดูการเกิดสีที่เกิดจากเอนไซม์ย่อยสาร
ตั้งต้นแล้วเกดิขึ้นบนแผ่นเมมเบรน                                                                                  

- Chemiluminescent detection เป็นการติดตามผลโดยการ ใช้สารเรืองแสง ซึ่ ง 
substrate ที่ใช้เมื่อถูกย่อยด้วยเอนไซม์แล้วท าให้เกิดการเรืองแสงขึ้นมา อาจต้องติดตามด้วย photo 
graphic filter หรือกล้อง CCD เพ่ือจับภาพของเมมเบรน 

- Radioactive detection การติดตามเป็นวิธีนี้ไม่ต้องใช้ substrate เพราะแอนติบอดี 
ถูกติดฉลากด้วยสารรังสีซึ่งจะเกิดการเปล่งแสงออกมา ต้องติดตามผลด้วยการประกบกับฟิล์มเอกซเรย์      

- Fluorescent detection การวิเคราะห์และติดตามผลแบบนี้แอนติบอดีจะถูกติดฉลาก
ด้วยสารเรืองแสง (fluorescent) ซึ่งจะต้องมีการกระตุ้น (excitation) ในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสม 
และมีการปล่อยแสง (emission) ในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสมเช่นเดียวกัน ดังนั้นจะต้องดูผลโดย
การใช้กล้อง photosensor เช่น กล้อง CCD ที่มีฟิลเตอร์ ในช่วงความยาวคลื่นตรงกันกับสารเรืองแสง
เหล่านั้นในการจับภาพ (www.invitrogen.com/western analysis) 



 

 
 

 

บทท่ี 3 
วิธกีารด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การเตรียมสัตว์ทดลอง 

กุ้งกุลาด าพ่อแม่พันธุ์จากศูนย์เพ่ิมจ านวนพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยา
เขตจันทบุรี อายุประมาณ 20 เดือน แม่พันธุ์และพ่อพันธุ์กุ้งมีน้ าหนักเฉลี่ย 100 กรัมและ 90 กรัม 
ตามล าดับ เลี้ยงในถังพลาสติกทรงกลมสีด าขนาด 1 ตัน บรรจุน้ าความเค็ม 30 ppt ปริมาตร 700 ลิตร 
จ านวน 10 ถัง โดยในแต่ละถังจะมีกุ้งกุลาด าเพศเมีย 8 ตัว และกุ้งกุลาด าเพศผู้ 1 ตัว เลี้ยงในโรงเรือน
ระบบปิด ณ ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีทางทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขต
จันทบุรี 
 

3.2 การเตรียมอาหารเม็ดส าหรับเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 
น าอาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาด ามาบดให้ละเอียด ร่อนผ่าน

ตะแกรงขนาด 0.1 ไมครอน แล้วผสมฮอร์โมน 17β-Estradiol ความเข้มข้นต่างกันจ านวน 4 ความ
เข้มข้น ได้แก่ 10 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg และ 500 mg/kg ของอาหาร น าส่วนผสมทั้งหมด
เข้าเครื่องอัดเม็ด ปรับขนาดเม็ดอาหารให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 2 มิลลิเมตร ยาว 4 มิลลิเมตร น า
อาหารที่อัดเม็ดแล้วเข้าตู้อบไอน้ าที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าอาหารไป
อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็นแล้วคัดอาหารผ่านตะแกรง บรรจุ
ใส่ถุงเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ณ ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล 
ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

3.3 วิธีด าเนินการทดลอง 
เลี้ยงแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยอาหารทดลองเป็นเวลา 60 วัน แบ่งการทดลองเป็น 6 ชุดการ

ทดลอง ได้แก่ กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมนหรือชุดควบคุม (T1), กุ้งที่ถูกตัดตา 1 ข้าง
ได้รับอาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมน (T2), กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 mg/kg (T3), กุ้งไม่
ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg (T4), กุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100 
mg/kg (T5) และกุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 500 mg/kg (T6) โดยในแต่ละถังการ
ทดลองมีแม่พันธุ์กุ้ง 8 ตัว และพ่อพันธุ์กุ้ง 1 ตัว ตรวจสอบคุณภาพน้ าทุกวันวันละ 2 ครั้งตลอดการ
ทดลอง (7.00 น. และ 16.00 น.) ดูดตะกอนทุกสัปดาห์ มีการถ่ายน้ าและล้างถังกรองอย่างสม่ าเสมอ ดัง
แผนการทดลองในภาพที่ 3-1 ระหว่างการเลี้ยงมีระยะเวลาในการให้แสงสว่าง:ความมืด โดยใช้แสงจาก
หลอดไฟในการให้แสงสว่าง 9:15 ชั่วโมง ให้อาหารวันละ 3 มื้อ (7.00 น., 12.00 น. และ 16.00 น.) 
ปริมาณอาหารที่ได้รับขึ้นอยู่กับการกินอาหารของกุ้งกุลาด าในมื้อก่อน 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

การเก็บตัวอย่าง 
น าแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าแต่ละชุดการทดลองที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน และ 60 วัน มาชั่ง

น้ าหนัก วัดความยาว เก็บเลือดบริเวณแอ่งเลือดระหว่างขาเดินคู่ท่ี 5 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร 
และเข็มขนาด 23G ที่ภายในบรรจุสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นปลด
ปลายเข็มออกใส่เลือดลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แยกส่วนใสเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และผ่าเพ่ือเก็บรังไข่ และ
ตับ/ตับอ่อน น ารังไข่และตับ/ตับอ่อนมาชั่งน้ าหนักเพ่ือหาค่าดัชนีความสมบูรณ์เพศเมีย (%GSI) และค่า
ดัชนีตับ/ตับอ่อน (%HSI)  เก็บรังไข่ และตับ/ตับอ่อนที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
 

การเตรียมตัวอย่างโดยสกัดโปรตีนด้วย TBS-PMSF 
น ารังไข่ และตับ/ตับอ่อนไปบดใน TBS-PMSF ให้เซลล์แตก โดยใช้อัตราส่วนเนื้อเยื่อ 0.5 

กรัม:TBS-PMSF 1 มิลลิลิตร จากนั้นดูดส่วนใสใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปเซนตริฟิวก์ที่ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นแยกเอาส่วนที่ใสซึ่งเป็น
สารสกัดโปรตีนใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 3-1 แผนผังการวางถังทดลองส าหรับเลี้ยงแม่พันธ์กุ้งกุลาด า 

T1R1 
อาหารเม็ด 
control  

 

 

T1R2 
อาหารเม็ด control 

T2R1 
อาหารเม็ด control ตัดตา 

 

T4R2 
อาหารเม็ด  
50 mg/kg 

ตา 

T2R2 
อาหารเม็ด control 

ตัดตา 
 

T3R1 
อาหารเม็ด  
10 mg/kg 

 

T3R2 
อาหารเม็ด  
10 mg/kg 

 

T6R1 
อาหารเม็ด  
500 mg/kg 

 

T4R1 
อาหารเม็ด  
50 mg/kg 

 

T5R2 
อาหารเม็ด  
100 mg/kg 

 

T5R1 
อาหารเม็ด  
100 mg/kg 

 

T1R1 
อาหารเม็ด  
control  

 
 



 

 
 

 

3.4 การวัดปริมาณโปรตีน 
การสร้างกราฟสารสะลายโปรตีนมาตรฐาน 
สร้างกราฟสารละลายโปรตีนมาตรฐานดัดแปลงตามวิธีของ Bradford (1976) โดยเจือ

จาง BSA (bovine serum albumin) ให้มีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 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 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดูด
สารละลาย BSA แต่ละความเข้มข้นใส่ลงใน Microtiter plate หลุมละ 5 ไมโครลิตร จ านวน 3 ซ้ า 
จากนั้นเติมสารละลาย Dry reagent (Bio-Rad, Bradford 1x Dry reagent) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ลงในแต่ละหลุม ผสมสารให้เป็นเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตทิเตอร์ โดยใช้โปรแกรม spectro star nano ที่ความยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้มาหาค่าเฉลี่ยเพ่ือสร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน ระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสงเฉลี่ยและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยรายงานเป็น
ค่ามิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 

 

การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
เจือจางสารสกัดโปรตีนจากรังไข่ และตับ/ตับอ่อนด้วยน้ ากลั่นในอัตรส่วน 1:100 และเจือ

จางเลือดด้วยน้ ากลั่นในอัตรส่วน 1:600 จากนั้นปิเปตสารสกัดรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดที่ผ่านการ
เจือจางใส่ลงในไมโครเพลทที่มี Dry reagent (Bio-Rad, Bradford 1x Dry reagent) ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร หลุมละ 5 ไมโครลิตร จ านวน 2 ซ้ า ผสมสารให้เป็นเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตทิเตอร์ ด้วยโปรแกรม spectro star 
nano ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงมาเปรียบเทียบกับกราฟ
โปรตีนมาตรฐาน เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด า  

 

3.5 การทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียกและ
แบบกึ่งแห้ง ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 

การเตรียมตัวอย่างสารละลายโปรตีน 
น าเลือด สารสกัดจากรังไข่ และตับ/ตับอ่อนมาเจือจางให้มีความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ

ไมโครลิตร จากนั้นน าสารสกัดเจือจางปริมาตร 3 ไมโครลิตร ไปผสมกับ 2X Sample buffer (0.5 tris-
HCl pH 7.4, Glycerol, 10% SDS, bromophenol blue และ β-Merceptoethanol) ปริมาตร 6 
ไมโครลิตร (อัตราส่วน 1:2) เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีน 30 ไมโครกรัม หรือถ้าสาร
สกัดโปรตีนมีความเข้นข้นน้อยกว่า 10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ให้ค านวนปริมาณสารสกัดที่ต้องการใช้
ให้มีความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมไปผสมกับ 2X Sample buffer อัตราส่วน 1:2 โดยปริมาตรรวมไม่ควร
เกิน 30 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปต้มในน้ าที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือท าลาย
โครงสร้างของโปรตีนตัวอย่าง 

 
 
 
 
 



 

 
 

 

การเตรียม 10% Separating gel และ 4% Stacking gel 
ประกอบกระจกแผ่นเล็กและแผ่นใหญ่ที่มีความหนา 1.0 มิลลิเมตร เข้าด้วยกันเพ่ือให้เกิด

ช่องว่างระหว่างกระจก จากนั้นล็อกกระจกทั้งสองแผ่นด้วย Casting frame วางลงบน Casting stand 
และตรวจสอบการรั่วของกระจกด้วยการปิเปตน้ าใส่ลงในช่องว่างของกระจก ถ้าไม่มีการรั่วซึมให้เตรียม 
10% Separating gel โดยมีส่วนประกอบดังตารางที่ 3.1 จากนั้นปิเปตสารละลายใส่ลงในช่องระหว่าง
กระจก ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ และเพ่ือท าให้ผิวหน้าชั้นแผ่นเจลมีความสม่ าเสมอให้ปิเปตน้ าใส่ลง
ช่องระหว่างกระจกให้พอดีกับด้านบนสุดของกระจกแผ่นเล็ก ตั้งทิ้งไว้ให้แผ่นเจลแข็งตัวเป็นเวลา
ประมาณ 45 -60 นาที เมื่อแผ่นเจลแข็งตัวจะเห็นรอยต่อระหว่างชั้นเจลและชั้นน้ าอย่างชัดเจน เทน้ า
และซับน้ าออกให้หมด จากนั้นเตรียม 4% Stacking gel ส่วนประกอบดังตารางที่ 3.1 และปิเปตลงใน
ช่องว่างระหว่างเจลให้ถึงขอบบนของกระจก ใส่หวีลงในช่องกระจกเพ่ือท าให้ เกิดช่องว่างส าหรับโหลด
สารละลายตัวอย่าง ต้ังทิ้งไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เจลแข็งตัว 
ตารางท่ี 3-1 ส่วนประกอบในการเตรียม 10% Separating gel และ 4% Stacking gel 

สารเคมี 10% Separating gel 4% Stacking gel 
30% acrylamide (30%T/2.67%) 3.3 ml 2.0 ml 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2.5 ml -  
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 - 1.25 ml  
10% SDS 100 µl 50 µl 
Distilled water 4.0 ml 1.68 ml 
TEMED 15 µl 15 µl 
10% Ammonium persulfate 100 µl 25 µl 
ปริมาตรรวม 10 ml. 5 ml. 

 
การท าอิเล็คโทรโฟริซิส (Polyacrylamide gel) 
แยกปริมาณโปรตีนด้วย 10% polyacrylamide gel โดยประกอบเจลลงในเครื่อง

อิเล็คโทรโฟริซิส เติม Running buffer ตรงกลางระหว่างกระจกทั้ง 2 ข้าง ให้ท่วมเจลและเติมในถาด 
แชมเบอร์ (chamber) ให้ถึงขีดที่ก าหนดไว้ จากนั้นค่อยๆ ดึงหวีออกจาก stacking gel โหลด Protein 
marker ลงในช่องหวีช่องแรกตามด้วยโปรตีนตัวอย่าง ปิดฝาแชมเบอร์และน าแชมเบอร์ลงในกล่องโฟม
แล้วใส่น้ าแข็งลงในกล่องโฟมรอบๆ แชมเบอร์ โดยให้มีความสูงของน้ าแข็งเท่ากับบัพเฟอร์ ต่อสายไฟกับ
เครื่อง power supply ตั้งโปรแกรมโดยใช้ความต่างศักย์ 220 โวลต์ และกระแสไฟฟ้าที่ 20 มิลลิ
แอมแปร์/2 เจล ประมาณ 15 นาที เมื่อตัวอย่างเคลื่อนที่มาถึงส่วนของ Separating gel เปลี่ยนไปใช้
กระแสไฟฟ้าที่ 40 มิลลิแอมแปร์/2เจล และความต่างศักย์ 250 โวลต์ เป็นเวลา 30-50 นาที จึงท าการ
หยุดกระแสไฟฟ้า ระหว่างการทดสอบให้สังเกตการเคลื่อนที่ของสี (dye) เพ่ือไม่ให้โปรตีนที่สนใจ
เคลื่อนที่หลุดออกจากเจล น าแผนเจลออกโดยใช้ spacer เป็นตัวดันกระจกออก ตัดส่วน stacking gel 
ออก จากนั้นน าเจลออกจากกระจกด้วย spacer เช่นกัน ในระหว่างที่น าเจลออกจากกระจกให้เปิดน้ า
ก๊อกเบาๆ ให้น้ าไหลผ่านเจลตลอดเวลาเพ่ือป้องกันเจลขาด จากนั้นน าเจลที่ได้ไปวิเคราะห์รูปแบบของ
โปรตีนทั้งหมดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) และ ตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค
เวสเทิร์นบลอท 



 

 
 

 

3.6 การส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท 
การเตรียมอุปกรณ์เพื่อใช้ในการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน 
ตัดกระดาษเมมเบรน PVDF จ านวน 1 แผ่น/1เจล ให้มีขนาดใหญ่กว่าแผ่นเจล SDS 

เล็กน้อย จากนั้นน าไปแช่ใน Methanol เป็นเวลา 2 นาที ระหว่างนั้นแช่ Tick paper (Wet tank 2 
แผ่น และ Semi-dye 6 แผ่น) ใน 1x transfer buffer (20%Methanol) เป็นเวลา 2 นาที เมื่อครบ
เวลาให้ย้าย PVDF มาแช่รวมกับ Tick paper เขย่าเล็กน้อย แล้วตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10-15 นาที น าเจล
ที่ได้จากการท า SDS-PAGE ที่ยังไม่ผ่านการย้อมสีมาแช่ใน 1x transfer buffer (20%Methanol)  3 
ครั้ง เป็นเวลา 2, 3 และ 10 นาที ตามล าดับ จากนั้นแช่ fiber pad (ฟองน้ าสีด า) จ านวน 2 แผ่น/1เจล 
ใน 1x transfer buffer (20%Methanol) เป็นเวลา 15 นาที  
 

การส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) 
รุ่น Mini Trans-Blot® Cell 

ประกอบแผ่นเจลกับแผ่นเมมเบรนบนตัวหนีบพลาสติก โดยวาง Filter pad 1 แผ่น ลงบน
ตัวหนีบพลาสติกด้านสีด า ตามด้วย filter paper 1 แผ่น จากนั้นวางเจลที่ได้จากการท า SDS บริเวณ
กึ่งกลางของ filter paper น าเมมเบรนด์มาวางประกบลงบนแผ่นเจล ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ ตาม
ด้วย  filter paper และ Filter pad อย่างละ 1 แผ่น ดังภาพที่ 3-2 พับตลับบรรจุแผ่นเจล (Gel holder 
cassette) พร้อมเลื่อนสลักให้แน่น ระวังอย่าให้แผ่นเจลและเมมเบรนขยับ สอดตลับบรรจุแผ่นเจลลงไป
ใน Electrode module โดยให้พลาสติกสีด าหันไปทาง Electrode module ด้านสีด า        น า 
Electrode module ใส่ลงใน buffer tank จากนั้นใส่ Blue cooling ลงไปดังภาพที่ 3-3  และเติม 1x 
transfer buffer (20%Methanol) ให้ถึงขีดบอกปริมาตร ใส่แท่งแม่เหล็กและปรับความเร็วในการกวน
เพ่ือกระจายความเย็นอย่างทั่วถึง จากนั้นปิดฝาแล้วน าไปต่อเข้ากับเครื่องก าเนิดไฟฟ้า ตั้งสภาวะการ
ท างานให้มีความต่างศักย์ 200 โวลต์ และกระแสไฟฟ้าที่ 350 มิลลิแอมแปร์/2เจล เป็นเวลา 60 นาที 
เมื่อสิ้นสุดการท างานให้น าแผ่นเมมเบรนไปท าการทดลองในขั้นตอนต่อไป 

 
ภาพที่ 3-2 ขั้นตอนการประกอบแผ่นเจลกับแผ่นเมมเบรนบน Gel holder cassette 
ที่มา: Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (2010) 

 
 
 



 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-3 การประกอบชุดเวสเทิร์นบลอทแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) เครื่อง Mini 
Trans – Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell 

 
การส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans- Blot®  

Turbo™ Transfer System  
ดึงถาดบรรจุเจล (Cassette base) ที่ต้องการใช้งานออกจากตัวเครื่องวางลงบนโต๊ะ แล้ว

เปิดถาดบรรจุเจลโดยหมุนตัวล็อกด้านบนทวนเข็มนาฬิการมาที่รูปกุญแจเปิด แล้วยกฝาปิดถาดออก 
จากนั้นประกอบเจลบนถาดโดยให้จัดวางอยู่ตรงกลางของแผ่นโลหะและระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ ดัง
ภาพที่ 3-4 ปิเปตสารละลาย 1x transfer buffer (20%Methanol) ที่ใช้แช่ tick paper เติมลงบริเวณ
ด้านบนและด้านล่างของ tick paper ด้านละ 1 มิลลิลิตร ใช้ลูกกลิ้งรีดให้เรียบและอย่าให้มีฟองกากาศ 
เอียงถาดแล้วดูดสารละลายส่วนเกินออก ปิดฝาถาดบรรจุเจล แล้วหมุนตัวล็อกตามเข็มนาฬิกาที่รูป
กุญแจปิด จากนั้นน าถาดดังกล่าวไปใส่ในเครื่อง Trans-Blot® Turbo™ Blotting System ในช่องที่
ต้องการ เชื่อมต่อไฟฟ้าเข้ากับเครื่องและเปิดเครื่องที่สวิตซ์ด้านขวามือของเครื่อง กดปุ่มควบคุมตรง
กลางใต้จอเครื่อง (LIST) กดเลือก Bio-Rad จากนั้นกดเลือก 1 MINI GEL หรือ 2 MINI GEL (เลือกตาม
จ านวนเจลที่ท า) เลือกโปรแกรม STANDARD SD แล้วกดปุ่ม RUN กดเลือกช่องที่วางถาด (A:RUN 
หรือ B:RUN) เมื่อสิ้นสุดการท างานให้น าถาดออกจากตัวเครื่อง หมุนตัวล็อกที่ฝาทวนเข็มนาฬากิเพ่ือ
ปลดล็อกฝา น าแผ่นเมมเบรนไปท าการทดลองข้ันต่อไป  
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ภาพที ่3-4 การประกอบชุดเวสเทิร์นบลอทแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) เครื่อง Mini Trans – Blot                   
Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 
ที่มา: Trans-blot turbo transfer system Instruction manual (2010) 
 
3.7 การวิเคราะห์ขนาดโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท 

หลังจากการ Blotting ทั้งสองวิธีแล้ว ให้ย้ายเมมเบรน PVDF ออกมายังภาชนะท่ีเตรียมไว้ 
เติม Blocking Buffer (TBST+Skimmilk) ให้ท่วมแผ่นเมมเบรน น าไปเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเท
สารละลายทิ้ง จากนั้นเติม washing buffer (1XTBST) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 15 นาที 
เทสารละลายออกแล้วเติม Anti-rabbit VTG, 1°Ab ลงไป 15 มิลลิลิตร และน าไปเขย่าเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าไปบ่นที่ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน หลังจากนั้นเท 1°Ab ออก แล้วเติม washing 
buffer (1X TBST) ให้ท่วมแผ่น PVDF และเขย่าเป็นเวลา 5 นาที ท า 3 ซ้ า และเทออก จากนั้นเติม 
Goat Anti-Rabbit IgG-AP Conjugate, 2oAb ปริมาตร 15 มิลลิลิตร น าไปเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาให้เท 2oAb ออก ตรวจสอบการปรากฎของแถบโปรตีนด้วยการเติม 
develop (Ap color Reagent A, Ap color Reagent B, 25x Ap color Development Buffer) 
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือจนกว่าจะปรากฏแถบสี ล้างด้วยน้ ากลั่น ซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู่ 
และบันทึกผล  

 

3.8 วิธีวิเคราะห์ผลการทดลอง 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน (Western Blot 

Transfer System for Mini-Gel) ระหว่างแบบถังเปียก  (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini 
Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ในการ
ตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า โดยเปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนที่ปรากฏบน
เมมเบรน โดยคิดเป็นร้อยละความเหมือนและความต่างของการปรากฏแถบโปรตีนของทั้ง 2 วิธี 

 
 
 
 
 

Tick paper 3 แผ่น 

Tick paper 3 แผ่น 



 

 
 

 

บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การเก็บตัวอย่าง 
จากการน าตัวอย่างแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าก่อนเริ่มการทดลองมาชั่งน้ าหนัก และวัดความยาว 

พบว่า ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัว และความยาวของแม่พันธุ์กุ้งก่อนการทดลองมีค่าสูงสุดในแม่พันธุ์กุ้งชุดการ
ทดลองที่ 2 คือ 116.90±19.06 กรัม และ 22.76±1.14 เซนติเมตร ตามล าดับ โดยมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัว
และความยาวน้อยที่สุดในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าในชุดการทดลองที่ 3 คือ 94.59±19.66 กรัม และ 
21.07±1.52 เซนติเมตร ตามล าดับ ซึ่งเมื่อน าค่ามาเปรียบเทียบกัน พบว่า ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวในแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าชุดการทดลองที่ 2 และชุดการทดลองที่ 3 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ซึ่งทั้งสองชุดการทดลองไม่แตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืน ในขณะที่ค่าเฉลี่ยความยาว (กรี -
หาง) ในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าชุดการทดลองที่ 2 มีความแตกต่างจากชุดการทดลองที่ 3, 4 และ 6 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางท่ี 4-1) 

เมื่อน าตัวอย่างแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่ได้จากการทดลองเป็นระยะเวลา 35 วัน มาชั่งน้ าหนัก 
วัดความยาว ชั่งน้ าหนักของรังไข่ และตับ/ตับอ่อน พบว่า ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวของแม่พันธุ์กุ้งมีค่าสูงสุดใน
ชุดการทดลองที่ 5 คือ 111.05±16.72 กรัม และมีค่าน้อยที่สุดที่ชุดการทดลองที่ 3 คือ 91.53±11.26 
กรัม ซึ่งทั้ง 6 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ความยาวของแม่พันธุ์กุ้งมีค่าสูงสุดในชุดการ
ทดลองที่ 2 คือ 22.08±1.81 เซนติเมตร และมีค่าน้อยที่สุดในชุดการทดลอง 3 คือ 20.48±0.85 
เซนติเมตร ซึ่งความยาวของทั้ง 6 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ส่วนค่าดัชนีรังไข่ (%GSI) มี
ค่าเฉลี่ยสูงที่สุดในชุดการทดลองที่ 2 คือ 1.78±0.65 กรัม มีค่าน้อยที่สุดที่ชุดการทดลองที่ 3 คือ 
0.97±0.56 กรัม โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แตท่ั้งสองชุดการทดลองไม่
มีความแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืน ค่าดัชนีตับ/ตับอ่อน (%HSI) มีค่าเฉลี่ยสูงที่สุดในชุดการทดลองท่ี 
2 คือ 3.58±1.08 กรัม และมีค่าน้อยที่สุดในชุดการทดลองที่ 1 คือ 2.41±1.63กรัม โดยค่าดัชนีตับ/ตับ
อ่อนทั้ง 6 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางท่ี 4-2) 

 

ตารางท่ี 4-1 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวและความยาวของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าก่อนการทดลอง 
 

ชุดการ
ทดลอง 

ค่าเฉลี่ย 

น้ าหนักตัว (กรัม) ความยาว (เซนติเมตร) จ านวนตัวอย่าง (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 

5 108.13±14.66ab 21.88±1.02ab 16 

6 110.18±16.85ab 21.48±1.59a 8 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-2 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัว ความยาว น้ าหนักรังไข่ ค่าดัชนีรังไข่ (%GSI) และค่าดัชนีตับ/ตับอ่อน 
(%HSI) ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน  
 

ชุดการ
ทดลอง 

ค่าเฉลี่ย 
จ านวนตัวอย่าง 

(N) น้ าหนักตัว (กรัม) 
ความยาว 

(เซนติเมตร) GSI (%) HSI (%) 

1 100.81±13.26a 21.35±1.14a 1.08±0.35ab 2.41±1.63a 4 

2 108.86±24.10a 22.08±1.81a 1.78±0.65b 3.58±1.08a 4 

  3 91.53±11.26a 20.48±0.85a 0.97±0.56a 2.82±0.72a 4 

  4 108.61±22.93a 21.78±1.28a 1.36±0.53ab 3.12±1.28a 4 

  5 111.05±16.72a 21.58±1.28a 1.12±0.24ab 3.33±0.69a 4 

  6 104.58±21.88a 20.67±1.36a 1.04±0.16ab 3.03±1.09a 3 
หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 

จากการทดลองแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าในชุดการทดลองที่ 2 คือ กุ้งที่ถูกตัดตา 1 ข้างได้รับ
อาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมน และชุดการทดลองที่ 6 คือ กุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 500 
mg/kg มีการตายระหว่างการเลี้ยง ท าให้การเก็บตัวอย่างในวันที่ 60 เหลือตัวอย่างเพียง 4 ชุดการ
ทดลอง ได้แก่ กุ้งไม่ตัดตาได้รับอาหารเม็ดไม่ผสมฮอร์โมนหรือชุดควบคุม (T1), กุ้งไม่ตัดตาได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 mg/kg (T3), กุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg (T4) 
และ กุ้งไม่ตัดตาที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100 mg/kg (T5) เมื่อน าตัวอย่างแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่ได้
จากการทดลองเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่เหลือมาชั่งน้ าหนัก วัดความยาว ชั่งน้ าหนักของรังไข่ และตับ/
ตับอ่อน พบว่า ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวของแม่พันธุ์กุ้งมีค่าสูงสุดในชุดการทดลองที่ 5 คือ 99.60±16.83 กรัม 
มีค่าน้อยท่ีสุดในชุดการทดลองที่ 3 คือ 81.06±4.22 กรัม ซึ่งค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัวของการทดลองท้ัง 4 ชุด
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ความยาวของแม่พันธุ์กุ้งมีค่าสูงสุดในชุดการทดลองที่ 5 คือ 21.53±1.34 
เซนติเมตร และมีค่าน้อยสุดในชุดการทดลองที่ 3 คือ 19.40±1.01 เซนติเมตร ความยาวทั้ง 4 ชุดการ
ทดลองไม่มีความแตกต่างกัน ส่วนค่าดัชนีรังไข่ (%GSI) มีค่าเฉลี่ยสูงสุดที่ชุดการทดลองที่ 5 คือ 
1.37±0.70 กรัม มีค่าน้อยสุดที่ชุดการทดลองที่ 3 คือ 1.10±0.34 กรัม โดยทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติ ในขณะที่ค่าดัชนีตับ/ตับอ่อน (%HSI) มีค่าเฉลี่ยสูงที่สุดในชุดการทดลองที่ 1คือ 
3.93±0.75 กรัม และมีค่าน้อยที่สุดในชุดการทดลองที่ 5 คือ 2.92±1.08 กรัม โดยทั้ง 4 ชุดการทดลอง
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิต ิ(ตารางท่ี 4-3) 
 

 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-3 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักตัว ความยาว น้ าหนักรังไข่ ค่าดัชนีรังไข่ (%GSI) และค่าดัชนีตับ/ตับอ่อน 
(%HSI) ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

ชุดการทดลอง ค่าเฉลี่ย จ านวน
ตัวอย่าง 

(N) 
น้ าหนักตัว (กรัม) ความยาว 

(เซนติเมตร) 
GSI (%) HSI (%) 

        1 95.00±11.18a 20.63±1.00a 1.15±0.30a 3.93±0.75a 6 

        2 - - - - - 

3 81.06±4.22a 19.40±1.01a 1.10±0.34a 3.13±1.21a 3 

4 95.47±26.34a 20.85±2.18a 1.29±0.76a 3.48±0.81a 8 

5 99.60±16.83a 21.53±1.34a 1.37±0.70a 2.92±1.08a 3 

6 - - - - - 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 

ตารางท่ี 4-4 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA) 
 

ความเข้มข้นของ BSA   ค่าการดูดกลืนแสง 595 (นาโนเมตร)  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 1 2 3 ค่าเฉลี่ย OD 

0 0.4025 0.3965 0.3963 0.3984 0.0000 
0.002 0.3970 0.3991 0.4045 0.4002 0.0018 
0.005 0.4075 0.4083 0.4051 0.4070 0.0086 
0.010 0.4092 0.4118 0.4145 0.4118 0.0134 
0.020 0.4121 0.4145 0.4150 0.4139 0.0155 
0.030 0.4174 0.4124 0.4169 0.4156 0.0172 
0.040 0.4306 0.4306 0.4156 0.4256 0.0272 
0.060 0.4420 0.4360 0.4384 0.4388 0.0404 
0.080 0.4453 0.4594 0.4603 0.4550 0.0566 
0.100 0.4636 0.4591 0.4641 0.4623 0.0639 
0.120 0.4927 0.4922 0.4928 0.4926 0.0942 
0.125 0.4980 0.4975 0.4985 0.4980 0.0996 
0.150 0.5088 0.5227 0.5264 0.5193 0.1209 
0.200 0.5765 0.5359 0.5292 0.5472 0.1488 
0.300 0.62077 0.6587 0.6323 0.6372 0.2388 
0.400 0.7135 0.7143 0.7136 0.7138 0.3154 
0.500 0.7789 0.7698 0.7779 0.7755 0.3771 
0.600 0.8423 0.8348 0.8172 0.8314 0.4330 

หมายเหตุ: ค่า OD คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารละลาย BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลติรที่ A595 นาโนเมตร ลบด้วย
ค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงของน้ ากลัน่ (Blank)  



 

 
 

 

4.2 การสร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน 
เมื่อน าสารละลาย BSA เจือจางความเข้มข้น 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 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลาย Bradford ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นที่ 595 
นาโนเมตร ได้ผลดังตารางที่ 4-4 เมื่อน าค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงมาสร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน ระหว่าง
ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน BSA  โดยรายงานเป็นค่ามิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ได้ผลดังภาพที่ 4-1 
 
 

 
ภาพที่ 4-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 
4.3 การศึกษาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford (1976) 

จากการวัดปริมาณโปรตีนของเลือด สารสกัดรังไข่ และสารสกัดตับ/ตับอ่อน ของแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าโดยการปิเปตสารละลายโปรตีนเจือจางของเลือดที่ความเข้มข้น 1:600  และ สารสกัดรังไข่ 
และสารสกัดตับ/ตับอ่อน ที่ความเข้มข้น 1:100 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในไมโครเพลทที่มี Dry 
reagent ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 595 นาโนเมตร แล้วน าค่าการดูเกลืนแสงที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA (ภาพ
ที่ 4-1) พบว่า ปริมาณโปรตีนใน จากการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในรังไข่ของแม่กุ้งที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 วัน และ 60 วัน พบว่า มีค่าอยู่ในช่วง 0.25–8.10 และ 2.25–7.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ตารางที่ 4-5 และ 4-6) ปริมาณโปรตีนในตับ/ตับอ่อนของแม่พันธ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 วัน และ 60 วัน พบว่า มีค่าอยู่ในช่วง 0.92–8.79 และ 1.00–7.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ตารางที่ 4-7 และ 4-8) และ ปริมาณโปรตีนในเลือดของแม่กุ้งที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
และ 60 วัน มีค่าอยู่ในช่วง 16.07–281.48 และ 35.55-14.55 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 4-9 และ 4-10) 
 
 

y = 0.7485x + 0.0011
R² = 0.9966
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ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-5 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในรังไข่ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
 

ชุด 
การทดลองที่ 

ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 (นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:100 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.0417 0.0542 5.42  
2 0.0164 0.0204 2.04  
3 0.0185 0.0232 2.32  
4 0.0104 0.0124 1.24 

 ค่าเฉลี่ย   2.76+1.83 
2 1 0.0315 0.0406 4.06  

2 0.0218 0.0277 2.77  
3 0.0100 0.0119 1.19  
4 0.0166 0.0206 2.06 

 ค่าเฉลี่ย   2.52+1.21 
3 1 0.0188 0.0236 2.36  

2 0.0236 0.0300 3.00  
3 0.0217 0.0275 2.75  
4 0.0030 0.0025 0.25 

 ค่าเฉลี่ย   2.09+1.26 
4 1 0.0332 0.0428 4.28  

2 0.0212 0.0269 2.69  
3 0.0294 0.0378 3.78  
4 0.0292 0.0375 3.75 

 ค่าเฉลี่ย   3.62+0.67 
5 1 0.0310 0.0399 3.99  

2 0.0039 0.0037 0.37  
3 0.0290 0.0373 3.73  
4 0.0618 0.0810 8.10 

 ค่าเฉลี่ย   4.05+3.17 
6 1 0.0216 0.0273 2.73  

2 0.0321 0.0414 4.14  
3 0.0348 0.0450 4.50 

 ค่าเฉลี่ย   3.79+0.93 
หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารสกัดรังไข่จากแมพ่ันธุ์กุ้งกุลาด าที่ 
A595 นาโนเมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของน้ ากลั่น (Blank)  
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-6 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในรังไข่ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

ชุด 
การทดลองที่ 

ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 

(นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:100 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.0267 0.0341 3.41 
  2 0.0180 0.0225 2.25 
  3 0.0197 0.0248 2.48 
  4 0.0205 0.0259 2.59 
  5 0.0200 0.0253 2.53 
  6 0.0394 0.0512 5.12 
 ค่าเฉลี่ย   2.99+1.19 

3 1 0.0265 0.0339 3.39 
  2 0.0418 0.0544 5.44 

  3 0.0338 0.0437 4.37 
 ค่าเฉลี่ย   4.40+1.03 

4 1 0.0564 0.0739 7.39 
  2 0.0377 0.0489 4.89 
  3 0.0426 0.0554 5.54 
  4 0.0250 0.0319 3.19 
  5 0.0585 0.0767 7.67 
  6 0.0221 0.0281 2.81 
  7 0.0222 0.0282 2.82 

  8 0.0537 0.0703 7.03 
 ค่าเฉลี่ย   5.17+2.07 

5 1 0.0248 0.0316 3.16 
  2 0.0357 0.0462 4.62 
 3 0.0497 0.0649 6.49 
 ค่าเฉลี่ย   4.76+1.67 

หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารสกัดรังไข่จากแมพ่ันธุ์กุ้งกุลาด าที่ 
A595 นาโนเมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของน้ ากลั่น (Blank)  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-7 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในตับ/ตับอ่อนของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
 

ชุดการทดลอง
ที ่

ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 

(นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:100 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.0669 0.0879 8.79 
  2 0.0297 0.0381 3.81 
  3 0.0193 0.0243 2.43 
  4 0.0247 0.0315 3.15 
 ค่าเฉลี่ย   4.55+2.88 
2 1 0.0184 0.0230 2.30 
  2 0.0169 0.0211 2.11 
  3 0.0188 0.0236 2.36 
  4 0.0110 0.0133 1.33 
 ค่าเฉลี่ย   2.03+0.48 
3 1 0.0115 0.0138 1.38 
  2 0.0273 0.0350 3.50 
  3 0.0154 0.0190 1.90 
  4 0.0240 0.0306 3.06 
 ค่าเฉลี่ย   2.46+0.99 
4 1 0.0209 0.0264 2.64 
  2 0.0102 0.0122 1.22 
  3 0.0228 0.0289 2.89 
  4 0.0341 0.0441 4.41 
 ค่าเฉลี่ย   2.79+1.31 
5 1 0.0315 0.0405 4.05 

  2 0.0516 0.0674 6.74 
  3 0.0079 0.0092 0.92 
  4 0.0153 0.0190 1.90 
 ค่าเฉลี่ย   3.40+2.58 

6 1 0.0256 0.0327 3.27 
 2 0.0174 0.0217 2.17 
 3 0.0156 0.0194 1.94 
 ค่าเฉลี่ย   2.46+0.71 

หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารสกัดตับ/ตับอ่อนจากแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่ A595 นาโนเมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงของน้ ากลัน่ (Blank)  
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-8 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในตับ/ตับอ่อนของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

ชุดการทดลอง
ที ่

ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 (นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:100 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.0155 0.0192 1.92  
2 0.0247 0.0315 3.15  
3 0.0325 0.0419 4.19  
4 0.0383 0.0498 4.98  
5 0.0202 0.0255 2.55  
6 0.0265 0.0339 3.39 

 ค่าเฉลี่ย   3.36+1.10 
3 1 0.0543 0.0710 7.10  

2 0.0086 0.0100 1.00  
3 0.0097 0.0115 1.15 

 ค่าเฉลี่ย   3.08+3.48 
4 1 0.0352 0.0455 4.55  

2 0.0186 0.0234 2.34  
3 0.0318 0.0410 4.10  
4 0.0160 0.0199 1.99  
5 0.0241 0.0308 3.08  
6 0.0112 0.0135 1.35  
7 0.0172 0.0215 2.15  
8 0.0093 0.0110 1.10 

 ค่าเฉลี่ย   2.58+1.24 
5 1 0.0373 0.0484 4.84  

2 0.0326 0.0420 4.20 
 3 0.0252 0.0321 3.21 
 ค่าเฉลี่ย   4.08+0.82 

หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารสกัดตับ/ตับอ่อนจากแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่ A595 นาโนเมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงของน้ ากลัน่ (Blank)  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-9 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในเลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
 

ชุดการทดลองที่ ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 (นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:600 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.1563 0.2073 124.41  
2 0.0752 0.0989 59.36  
3 0.0212 0.0268 16.07  
4 0.1336 0.1770 106.21 

 ค่าเฉลี่ย   76.51+48.73 
2 1 0.1503 0.1993 119.60  

2 0.1648 0.2186 131.18  
3 0.0590 0.0774 46.41  
4 0.0877 0.1156 69.38 

 ค่าเฉลี่ย   91.64+40.36 
3 1 0.0731 0.0961 57.68  

2 0.1607 0.2132 127.94  
3 0.2093 0.2781 166.85  
4 0.0830 0.1094 65.61 

 ค่าเฉลี่ย   104.52+52.10 
4 1 0.0496 0.0648 38.88  

2 0.2470 0.3285 197.07  
3 0.0453 0.0591 35.43  
4 0.1152 0.1524 91.42 

 ค่าเฉลี่ย   90.70+75.40 
5 1 0.2672 0.3555 213.31  

2 0.3523 0.4691 281.48  
3 0.1509 0.2001 120.08  
4 0.1146 0.1516 90.98 

 ค่าเฉลี่ย   176.46+87.32 
6 1 0.2239 0.2977 178.60  

2 0.0685 0.0901 54.07  
3 0.1764 0.2342 140.52 

 ค่าเฉลี่ย   124.40+63.81 
หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเลือดแม่พันธ์ุกุ้งกุลาด าที่ A595 นาโน
เมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของน้ ากลั่น (Blank)  
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-10 ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีนในเลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
 

หมายเหตุ: ค่าการดดูกลืนแสง 595 (นาโนเมตร) คือ ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเลือดแม่พันธ์ุกุ้งกุลาด าที่ A595 นาโน
เมตร ลบด้วยค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของน้ ากลั่น (Blank)  
 
 
 
 
 
 
 

ชุดการทดลองที่ ตัวที ่ ค่าการดูดกลืนแสง 
595 (นาโนเมตร) 

ปริมาณโปรตีน 
ที่เจือจาง 1:600 

(mg/ml) 

ปริมาณโปรตีน 
(mg/ml) 

1 1 0.0538 0.0704 42.24 
  2 0.1844 0.2449 146.93 
  3 0.1410 0.1868 112.10 
  4 0.2233 0.2969 178.12 
  5 0.1560 0.2069 124.17 
  6 0.2341 0.3113 186.77 
 ค่าเฉลี่ย   131.72+52.65 
3 1 0.1085 0.1434 86.05 
  2 0.3935 0.5242 314.55 
  3 0.2494 0.3317 199.04 
 ค่าเฉลี่ย   199.88+114.25 
4 1 0.0870 0.1147 68.82 
  2 0.1717 0.2279 136.71 
  3 0.2555 0.3398 203.89 
  4 0.1910 0.2537 152.22 
  5 0.2598 0.3456 207.37 
  6 0.1608 0.2133 127.98 
  7 0.0455 0.0593 35.55 
  8 0.2351 0.3126 187.54 
 ค่าเฉลี่ย   140.01+62.29 
5 1 0.1835 0.2437 146.21 
  2 0.2740 0.3646 218.76 
 3 0.1352 0.1792 107.49 
 ค่าเฉลี่ย   157.49+56.48 



 

 
 

 

4.4 การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนทั้งหมดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

แยกรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน ด้วย 10% 
Polyacrylamide gel ความต่างศักย์ 220 โวลต์/2เจล เป็นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง ย้อมสีด้วย 
Coomassie blue R-250 ประมาณ 15 นาที จากนั้นล้างสีส่วนเกินด้วย Destaining Solution จนกว่า
จะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน จากการศึกษาพบการปรากฏของแถบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน 
ให้ผลดังนี้ 

จากการเปรียบเทียบความเข้มของแถบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน ของแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน พบว่า มีแถบโปรตีนที่ปรากฏประมาณ 20 ถึง 40 แถบ 
โดยเลือกแถบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อนที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าจ านวน 20 แถบ ได้แก่ 
240, 220, 200, 168, 157, 130, 104, 83, 74, 63, 58, 53, 50, 45, 38, 34, 28, 26, 23 และ 20 กิโล
ดาลตัน เมื่อแยกรูปแบบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน ของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า โปรตีนที่ปรากฏในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อนของทุก
การทดลองมีจ านวน 5 แถบที่เหมือนกัน ได้แก่ 104, 74, 58, 28 และ 23 กิโลดาลตัน นอกจากนี้ยังพบ
แถบโปรตีนที่ปรากฏเฉพาะในรังไข่จ านวน 2 แถบ ได้แก่ 157 และ 130 กิโลดาลตัน แถบโปรตีนที่
ปรากฏเฉพาะในตับ/ตับอ่อน จ านวน 2 แถบ ได้แก่ 53 และ 45 กิโลดาลตัน และแถบโปรตีนที่ปรากฏ
เฉพาะในเลือดจ านวน 2 แถบ ได้แก่ 240 และ 34 กิโลดาลตัน แถบโปรตีนขนาด 240, 220, 200 และ 
168 กิโลดาลตัน ไม่ปรากฎในตับ/ตับอ่อนของทุกการทดลอง และในทุกอวัยวะของชุดควบคุมไม่มีการ
ปรากฏแถบโปรตีนที่ 200 กิโลดาลตัน ดังแสดงในภาพที่ 4-6 ซึ่งสามารถสรุปผลการเกิดแถบโปรตีนได้
ดังตารางที่ 4-19  และเมื่อแยกรูปแบบโปรตีนในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อนของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่
เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า โปรตีนที่ปรากฏในเลือด รังไข่ และตับ/ตับอ่อน
ของทุกการทดลองมีจ านวน 9 แถบที่เหมือนกัน ได้แก่ 104, 58, 50, 45, 38, 34, 28, 26 และ 23 กิโล
ดาลตัน นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนที่ปรากฏเฉพาะในรังไข่จ านวน 3 แถบ ได้แก่ 83, 63 และ 20 กิโล
ดาลตัน และแถบโปรตีนที่ปรากฏเฉพาะในเลือดจ านวน 2 แถบ ได้แก่ 168 และ 157 กิโลดาลตัน 
ในขณะที่แถบโปรตีนขนาด 240, 200, 168 และ 83 กิโลดาลตัน ไม่ปรากฎในตับ/ตับอ่อนของทุกการ
ทดลอง แถบโปรตีนขนาด 83 กิโลดาลตัน ปรากฏเฉพาะในรังไข่และเลือดเท่านั้น และ ในทุกอวัยวะของ
ชุดควบคุมไม่มีการปรากฎของแถบโปรตีนขนาด 240, 200 และ 53 กิโลดาลตัน ดังแสดงในภาพที่ 4-7 
ซึ่งสามารถสรุปผลการเกิดแถบโปรตีนได้ดังตารางที่ 4-20 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

 

   
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 4-2 ผล SDS-PAGE ของรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 
35 วัน A=ชุดการทดลองที่ 1, B=ชุดการทดลองที่ 2, C=ชุดการทดลองที่ 3, D=ชุดการทดลองที่ 4,  
E=ชุดการทดลองที่ 5 และ F=ชุดการทดลองที่ 6                                         
โดยที่ M = โปรตีนมาตรฐาน โดยช่อง 1-3 = รังไข่, 4-6 = ตับ/ตับอ่อน และ 7-9 = เลือด 
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ภาพที่ 4-3 ผล SDS-PAGE ของรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 
60 วัน A=ชุดการทดลองที่ 1, B=ชุดการทดลองที่ 3, C=ชุดการทดลองที่ 4 และ D=ชุดการทดลองที่ 5 
โดยที่ M= โปรตีนมาตรฐาน โดยช่อง 1-3 = รังไข่, 4-6 = ตับ/ตับอ่อน และ 7-9 = เลือด 
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ตารางที่ 4-11 สรุปแถบโปรตีนที่พบส่วนใหญ่ในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน  
ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
  

ชุดการ
ทดลองที่ 1 

ชุดการ
ทดลองที่ 2 

ชุดการ
ทดลองที่ 3 

ชุดการ
ทดลองที่ 4 

ชุดการ
ทดลองที่ 5 

ชุดการ 
ทดลองที่ 6 

 OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~240 - - + + - + + - + + - + + - + - - + 

~220 - - + - - - + - - - - + + - + - - - 

~200 - - - - - + - - - + - + - - + - - + 

~168 - - + - - - - - - - - - - - - + - + 

~157 + - - + - + + + + + - - + - - + + + 

~130 + - - + + + + + + + + + + + + + + + 

~104 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

~83 + + + - + + - + - - - - + - - + + + 

~74 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

~63 - - - + - + + + + + + + + - + + - + 

~58 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

~53 + + - + + + + + - - + - - + + - + + 

~50 - - + + + + + + + + + - + + + + + + 

~45 + + + + + - - + - - + - + + + + + + 

~38 - + + + + + + - - + + + + - + + + + 

~34 + + + + - + + + + + + + - + + + + + 

~28 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

~26 + + + + + + + - + - + + - - - + - + 

~23 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

~20 + + + + + - - - - - - - - - - + + + 

หมายเหตุ: OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-12 สรุปแถบโปรตีนที่พบส่วนใหญ่ในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 
ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 

 

ชุดการทดลองที่ 1 ชุดการทดลองที่ 3 ชุดการทดลองที่ 4 ชุดการทดลองที่ 5 

OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~240 - - - + - + + - + - - + 

~220 + + + + - + + + + - - - 

~200 - - - + - + + - + - - + 

~168 - - + + - + - - + - - + 

~157 + + + + - + + + + - - + 

~130 + + - + - + + + + - + + 

~104 + + + + + + + + + + + + 

~83 + - + + - + + - + + - + 

~74 + + + + - + + + + + - + 

~63 + + + + - - + + + + - + 

~58 + + + + + + + + + + + + 

~53 - - - + - - + + + - - + 

~50 + + + + + + + + + + + + 

~45 + + + + + + + + + + + + 

~38 + + + + + + + + + + + + 

~34 + + + + + + + + + + + + 

~28 + + + + + - + + + + + + 

~26 + + + + + + + + + + + + 

~23 + + + + + + + + + + + + 

~20 + + - + - - + + - + - - 
หมายเหตุ: OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

4.5 การวิเคราะห์ผลโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท   
จากการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจาก

เจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และ แบบ
กึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ได้ผลการศึกษาดังนี้ 

 

การตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก 

จากการการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด ของแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell พบการปรากฏของโปรตีนไวเทลลิน
จ านวน 13 ขนาด ได้แก่ 200, 157, 130, 104, 74, 63, 58, 50, 45,  38, 34, 28 และ 26 กิโลดาลตัน 
(ภาพท่ี 4-4 และตารางที่ 4-13)  รายละเอียดดังนี้ 

โปรตีนขนาด 200 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 

โปรตีนขนาด 157 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของการทดลองชุดตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร พบในตับ/ตับอ่อนของชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร และ พบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 130 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของการทดลองชุดตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 74 และ 104 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง และพบในเลือด
ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 63 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
100 และ 500 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
500 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 58 และ 50 กิโลดาลตัน ไม่พบในชุดควบคุม ชุดตัดตา และชุดการทดลองที่
ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 45 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 10 mg/kg ของอาหาร  

 โปรตีนขนาด 38 กิโลดาลตัน พบในรังไข่เฉพาะในชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 

โปรตีนขนาด 34 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น  

โปรตีนขนาด 28 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดควบคุมและชุดที่ตัดตาเท่านั้น 
โปรตีนขนาด 26 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 

100 และ 500 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 และ 500 mg/kg ของอาหาร 

 



 

 
 

 

การตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน 
ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง 

จากการการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์
กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi 
dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System พบการปรากฏของโปรตีนไวเทลลินจ านวน 13 
ขนาด ได้แก่ 200, 157, 130, 104, 74, 63, 58, 50, 45, 38, 34, 28 และ 26 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 4-4 
และตารางที่ 4-14)  เช่นเดียวกับท่ีพบในการการทดลองแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) 
รุ่น Mini Trans-Blot® รายละเอียดดังนี้ 

โปรตีนขนาด 200 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในเลือดของชุดการทดลองที่ตัดตา และชุดการ
ทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 157 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 10, 100 และ 500 mg/kg ของอาหาร  พบในตับ/ตับอ่อนและเลือดของชุดตัดตา ชุดการ
ทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 130 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของการทดลองชุดตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 500 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 104 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง และพบในเลือดของชุด
การทดลองที่ตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10, 100 และ 500 mg/kg ของ
อาหาร  

โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง และพบในเลือดของชุด
ควบคุม ชุดการทดลองที่ตัดตา ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10, 100 และ 500 mg/kg 
ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 63 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
100 และ 500 mg/kg ของอาหาร พบในตับ/ตับอ่อนเฉพาะชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร พบในเลือดของชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 100 และ 500 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 58 กิโลดาลตัน ไม่พบในชุดควบคุมและชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 50 และ 45 กิโลดาลตัน ไม่พบในชุดควบคุม ชุดตัดตา และชุดการทดลองที่
ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

 โปรตีนขนาด 38 กิโลดาลตัน พบในรังไข่เฉพาะในชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 500 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 

โปรตีนขนาด 34 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดตัดตาและชุดการทดลองที่ ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 mg/kg ของอาหาร พบในตับ/ตับอ่อนของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 28 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในรังไข่ของชุดควบคุมและชุดที่ตัดตาเท่านั้น 
โปรตีนขนาด 26 กิโลดาลตัน ไม่พบในชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม

ฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 



 

 
 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-4 ผลการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน A และ G = ชุดการทดลองที่ 1, B และ H = ชุดการทดลองท่ี 2,   
D และ I = ชุดการทดลองที่ 3 โดยที่ A – C = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน 
แบบถังเปียก D - F = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง 
M = โปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1-3 = รังไข่, 4-6 = ตับ/ตับอ่อน และ 7-9 = เลือด 
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ภาพที่ 4-4 (ต่อ) ผลการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน D และ J = ชุดการทดลองท่ี 4, E และ K = ชุดการทดลองที่ 5,    
F และ L = ชุดการทดลองที่ 6 โดยที่ A – C = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน 
แบบถังเปียก D - F = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง  
M = โปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1-3 = รังไข่, 4-6 = ตับ/ตับอ่อน และ 7-9 = เลือด 
 
 
 

M  1    2   3   4    5   6    7     8   9   

20 --- 
25 --- 

15 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

M  1    2   3   4    5   6    7     8   9   

20 --- 
25 --- 

15 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

M  1    2   3   4    5   6    7     8   9   

20 --- 
25 --- 

15 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

M  1    2    3    4    5   6   7     8   9   

20 --- 
25 --- 

15 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

M  1    2   3   4    5   6    7     8   9   

20 --- 

25 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

M  1    2   3   4    5   6    7     8   9   

20 --- 

25 --- 

250 --- 
75 --- 
50 --- 
37 --- 

kDa 

D J 

E K 

F L 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-13 สรุปผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 
ที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ที่วิเคราะหด์้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก  
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell  
 

 ชุดการ 
ทดลองที่ 1 

ชุดการ 
ทดลองที่ 2 

ชุดการ 
ทดลองที่ 3 

ชุดการ 
ทดลองที่ 4 

ชุดการ 
ทดลองที่ 5 

ชุดการ 
ทดลองที่ 6 

 

OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~200 - - - - - - - - - - - - - - - - - + 

~157 - - - + - - + - + - - - - - - + + + 

~130 - - - + - - + - - - - - - - - + - - 

~104 + - - + - - + - + + - - + - - + - + 

~74 + - - + - - + - + - - - + - - + - + 

~63 - - - - - - - - - - - - + - - + - + 

~58 - - - - - - + + + - - - + - - - - + 

~50 - - - - - - + - + - - - + - - + - - 

~45 - - - - - - - - + - - - - - - - - - 

~38 - - - - - - - - - - - - - - - + - - 

~34 - - - - - - + - - - - - - - - - - - 

~28 + - - + - - - - - - - - - - - - - - 

~26 - - - - - - - - + - - - + - - + - + 
หมายเหต:ุ OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-14 สรุปผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่
เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi 
dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  
 

 ชุดการ 
ทดลองที่ 1 

ชุดการ 
ทดลองที่ 2 

ชุดการ 
ทดลองที่ 3 

ชุดการ 
ทดลองที่ 4 

ชุดการ 
ทดลองที่ 5 

ชุดการ 
ทดลองที่ 6 

 

OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~200 - - - - - + - - - - - - - - - - - + 

~157 - - - + + + + + + - - - + - - + + + 

~130 - - - + - - + - - - - - - - - + - - 

~104 + - + + - + + - + + - - + - + + - + 

~74 + - + + + + + - + + - - + - + + - + 

~63 - - + - - - - - - - - - + - + + + + 

~58 - - - - + - + + + - - - + - + + - + 

~50 - - - - - - + - + - - - + - - + - - 

~45 - - - - - - - - + - - - - - + + + - 

~38 - - - - - - - - - - - - - - - + - - 

~34 - - - + - - + - + - - - - + - - - - 

~28 + - - + - - - - - - - - - - - - - - 

~26 - - - - - + - - + - - - - - - + - + 
หมายเหต:ุ OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   

 
การตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 

ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก 
จากการการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 

วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini 
Trans-Blot® Cell พบการปรากฏของโปรตีนไวเทลลิน จ านวน 15 ขนาด ได้แก่ 240, 200, 168, 157, 
130, 104, 74, 63, 58, 50, 45, 38, 34, 26 และ 23 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 4-5 และตารางที่ 4-15)  
รายละเอียดดังนี้ 

โปรตีนขนาด 240 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 200 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของชุดควบคุมและชุด
การทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

โปรตีนขนาด 168 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 

โปรตีนขนาด 157 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 10 และ 50 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 130 กิโลดาลตัน พบในรังไข่เฉพาะในชุดควบคุม พบในตับ/ตับอ่อน และ
เลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุด
การทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 104 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง พบในตับ/ตับอ่อนเฉพาะ
ในชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร และ พบในเลือดของชุดควบคุม
ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน พบในรังไข่และเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 63 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10, 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 58 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในรังไข่ของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 10 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 

โปรตีนขนาด 50 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 และ 100 mg/kg ของอาหาร ตัน  

โปรตีนขนาด 45 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

 โปรตีนขนาด 38 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน  100 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 34 กิโลดาลตัน พบเฉพาะในเลือดของชุดควบคุมเท่านั้น 
โปรตีนขนาด 26 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม

ฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น 
โปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ได้รับ

อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร 
 

การตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าเลี้ยงท่ีระยะเวลา 60 วัน ด้วย
เครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง 

จากการการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 
วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer System พบการปรากฏของโปรตีนไวเทลลินจ านวน 15 ขนาด ได้แก่ 240, 200, 168, 157, 
130, 104, 74, 63, 58, 50, 45, 38, 34, 26 และ 23 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 4-5 และตารางที่ 4-16) 
เช่นเดียวกับที่พบในการทดลองแบบถังเปียก  (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-
Blot® รายละเอียดดังนี้ 



 

 
 

 

โปรตีนขนาด 240 กิโลดาลตัน พบในรังไข่และเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 200 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของชุดควบคุม และชุด
การทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 168 กิโลดาลตัน พบในเลือดเฉพาะของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร เท่านั้น  

โปรตีนขนาด 157 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง และพบในเลือดของชุด
การทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 130 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดควบคุม และในเลือดของชุดการทดลอง
ที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 104 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของทุกชุดการทดลอง และพบในเลือดของ
ควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน พบในรังไข่และเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 63 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10, 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 58 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 และ 50 mg/kg ของอาหาร  

โปรตีนขนาด 50 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 
10 และ 100 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดควบคุม 

โปรตีนขนาด 45 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร  

 โปรตีนขนาด 38 กิโลดาลตัน พบในรังไข่ของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร และพบในเลือดของชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 34 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ได้รับ
อาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 26 กิโลดาลตัน พบในตับ/ตับอ่อนของชุดการทดลองที่ได้รับอาหาร 50 
mg/kg ของอาหาร และ พบในเลือดของชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10, 50 และ 
100 mg/kg ของอาหาร 

โปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตัน พบในเลือดของชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ด
ผสมฮอร์โมน 10, 50 และ 100 mg/kg ของอาหาร 

 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4-5 ผลการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน A และ E = ชุดการทดลองที่ 1, B และ F = ชุดการทดลองที่ 3,   
C และ G = ชุดการทดลองที่ 4, D และ H = ชุดการทดลองที่ 5 โดยที่ A – D = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่ง
ถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก E - H = วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบร
นแบบกึ่งแห้ง M = โปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1-3 = รังไข่, 4-6 = ตับ/ตับอ่อน และ 7-9 = เลือด 
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ตารางท่ี 4-15 สรุปผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่
เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell  
 

 

 ชุดการทดลองที่ 
1 

ชุดการทดลองที่ 
3 

ชุดการทดลองที่ 
4 

ชุดการทดลองที่ 
5 

 OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~240 - - + - - - - - - + - + 

~200 + + + - - - + + + - - - 

~168 - - - - - - - - + - - - 

~157 + - - + - - + - + - - + 

~130 + - - - - - - + + - - - 

~104 + - + + - - + + + + - + 

~74 - - - - - - + - + + - + 

~63 - - - + - - + - - + - - 

~58 - - - + - - - - - - - - 

~50 - - - + - - - - - + - - 

~45 - - + - - - - - + - - - 

~38 - - + - - - - - + + - - 

~34 - - + - - - - - - - - - 

~26 - - - - - - - - + - - - 

~23 - - + - - - - - + - - - 
หมายเหต:ุ OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-16 สรุปผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่
เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi 
dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  

 

 ชุดการทดลองที่ 
1 

ชุดการทดลองที่ 
3 

ชุดการทดลองที่ 
4 

ชุดการทดลองที่ 
5 

 OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

~240 - - - - - - - - - + - + 

~200 + + + - - - + + + - - - 

~168 - - - - - - - - + - - - 

~157 + - - + - - + - + + - + 

~130 + - - - - - - - + - - - 

~104 + - + + - - + - + + - + 

~74 - - - - - - + - + + - + 

~63 - - - + - - + - - + - - 

~58 - - - + - - + - - - - - 

~50 - - + + - - - - - + - - 

~45 - - + - - - - - + - - - 

~38 - - + - - - - - + + - + 

~34 - - + - - - - - - - - + 

~26 - - - - - + - + + - - + 

~23 - - + - - + - - + - - + 
หมายเหต:ุ OV = รังไข่  HP = ตับ/ตับอ่อน  HL = เลือด   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

4.6 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก 
และแบบกึ่งแห้ง ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรน (Western 
Blot Transfer System for Mini-Gel) ระหว่างแบบถัง เปียก  (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น 
Mini Trans-Blot® Cell และ แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 
ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน พบว่า 
การส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans Blot® Turbo™ Transfer 
System แถบโปรตีนที่ปรากฎมีความคมชัดมากกว่าการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่ น  Mini Trans-Blot® Cell ดั งภาพที่  4 -4  และ 4 -5  และเมื่ อ
เปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนที่ปรากฎได้ผลดังตารางที่ 4-17 และตารางท่ี 4-18  

จากการเปรียบเทียบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 
วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง พบการปรากฏและไม่
ปรากฎของแถบโปรตีนทุกชุดการทดลองที่ให้ผลตรงกันคิดเป็นร้อยละ 89.32 และการปรากฏของแถบ
โปรตีนที่ไม่ตรงกันคิดเป็นร้อยละ 10.68 เมื่อแยกเปรียบเทียบเฉพาะในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด 
ของทุกชุดการทดลอง พบว่า การปรากฏและไม่ปรากฎของแถบโปรตีนที่ได้รับผลตรงกันคิดเป็นร้อยละ  
92.31, 92.31 และ 83.33 ตามล าดับ และการปรากฏของแถบโปรตีนที่ไม่ตรงกันคิดเป็นร้อยละ 7.69, 
8.97 และ 16.67 ตามล าดับ และจากการเปรียบเทียบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยง
เป็นระยะเวลา 60 วัน ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง พบการ
ปรากฏและไม่ปรากฎของแถบโปรตีนของทุกชุดการทดลองที่ได้รับผลตรงกันคิดเป็นร้อยละ 94.44 และ
การปรากฏของแถบโปรตีนที่ไม่ตรงกันคิดเป็นร้อยละ 5.56 เมื่อแยกเปรียบเทียบเฉพาะในรังไข่ ตับ/ตับ
อ่อน  และเลือด ของทุกชุดการทดลอง พบว่า การปรากฏและไม่ปรากฎของแถบโปรตีนที่ได้รับผล
ตรงกันคิดเป็นร้อยละ 98.33, 96.67 และ 88.33 ตามล าดับ และการปรากฏของแถบโปรตีนที่ไม่ตรงกัน
คิดเป็นร้อยละ 1.67, 3.33 และ 11.67 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4-17 เปรียบเทียบผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจาก
เจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer 
System  

 ชุดการทดลองที่ 1 ชุดการทดลองที่ 2 ชุดการทดลองที่ 3 ชุดการทดลองที่ 4 ชุดการทดลองที่ 5 ชุดการ ทดลองที่ 6 
 OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 

 W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S 
~200 - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + 
~157 - - - - - - + + - + - + + + - + + + - - - - - - - + - - - - + + + + + + 
~130 - - - - - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - - 
~104 + + - - - + + + - - - + + + - - + + + + - - - - + + - - - + + + - - + + 
~74 + + - - - + + + - - - + + + - - + + - + - - - - + + - - - + + + - - + + 
~63 - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - + + + - + + + 
~58 - - - - - - - - - + - - + + + + + + - - - - - - + + - - - + - + - - + + 
~50 - - - - - - - - - - - - + + - - + + - - - - - - + + - - - - + + - - - - 
~45 - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - + - + - + - - 
~38 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - - 
~34 - - - - - - - + - - - - + + - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - 
~28 + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
~26 - - - - - - - - - - - + - - - - + + - - - - - - + - - - - - + + - - + + 

จ านวนแถบโปรตีนที่
ขึ้นตรงกัน 

13 13 10 12 11 9 13 12 12 12 13 13 11 12 8 11 11 13 

จ านวนแถบโปรตีนที่
ขึ้นต่างกัน 0 0 3 1 2 4 0 1 1 1 0 0 2 1 5 2 2 0 

 

หมายเหตุ W = วิเคราะห์แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell  S = วิเคราะห์แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-18 เปรียบเทียบผลของโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของกุ้งกุลาด าที่
เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System  
 

 ชุดการทดลองที่ 
1 

ชุดการทดลองที่ 
3 

ชุดการทดลองที่ 
4 

ชุดการทดลองที่ 
5 

 

OV HP HL OV HP HL OV HP HL OV HP HL 
 W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S 

~240 - - - - + + - - - - - - - - - - - - + + - - + + 

~200 + + + + + + - - - - - - + + + + + + - - - - - - 

~168 - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - 

~157 + + - - - - + + - - - - + + - - + + - + - - + + 

~130 + + - - - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - 

~104 + + - - + + + + - - - - + + + - + + + + - - + + 

~74 - - - - - - - - - - - - + + - - + + + + - - + + 

~63 - - - - - - + + - - - - + + - - - - + + - - - - 

~58 - - - - - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - 

~50 - - - - - + + + - - - - - - - - - - + + - - - - 

~45 - - - - + + - - - - - - - - - - + + - - - - - - 

~38 - - - - + + - - - - - - - - - - + + + + - - - + 

~34 - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - + 

~26 - - - - - - - - - - - + - - - - + + - - - - - + 

~23 - - - - + + - - - - - + - - - - + + - - - - - + 

จ านวนแถบโปรตีน
ที่ขึ้นตรงกัน 15 15 14 15 15 13 15 13 15 14 15 11 

จ านวนแถบโปรตีน
ที่ขึ้นต่างกัน 0 0 1 0 0 2 0 2 0 1 0 4 

หมายเหตุ W = วิเคราะห์แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell   
              S = วิเคราะห์แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

เมื่อแยกเปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินเฉพาะในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด
ของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน และ 60 วัน ให้ผลดังนี้ ในตัวอย่างกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 วัน พบว่า รังไข่ของชุดการทดลองที่ตัดตา ชุดที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 และ 
500 mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งจะให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบถังเปียก ส่วนการ
ทดลองชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 100 mg/kg ของอาหาร 
พบว่า แถบโปรตีนที่ปรากฎมีจ านวนเท่ากันในการวิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง (ตารางที่ 4-
28) ในตับ/ตับออ่น พบว่า การทดลองชุดที่ตัดตา ชุดที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10, 100 และ 500 
mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์แบบก่ึงแห้งให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบถังเปียก และชุดควบคุมและชุด
การทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบ
กึ่งแหง้ให้แถบโปรตีนเท่ากัน (ตารางที่ 4-29) และ ในเลือด พบว่า ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ตัดตา ชุด
ที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 100 mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งให้แถบ
โปรตีนมากกว่าแบบถังเปียก ส่วนชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 และ 500 mg/kg 
ของอาหาร พบว่า แถบโปรตีนที่ปรากฎมีจ านวนเท่ากันในการวิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง 
(ตารางที่ 4-30)  

ในตัวอย่างกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน พบว่า ในรังไข่ของทุกชุดการทดลองการ
วิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้งให้แถบโปรตีนจ านวนเท่ากัน  (ตารางที่ 4-31) ในตับ/ตับอ่อน 
พบว่า ชุดควบคุม ชุดที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 100 mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์
แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้งให้แถบโปรตีนจ านวนเท่ากัน ส่วนชุดการทดลองที่ได้รับอาหารเม็ดผสม
ฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร พบว่า การวิเคราะห์แบบถังเปียกให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบกึ่งแห้ง 
(ตารางที่ 4-31) และ ในเลือด พบว่า ในชุดควบคุม ชุดที่ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 10 และ 100 
mg/kg ของอาหาร การวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบถังเปียก ส่วนชุดการทดลองที่
ได้รับอาหารเม็ดผสมฮอร์โมน 50 mg/kg ของอาหาร พบว่า การวิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง
ให้แถบโปรตีนจ านวนเท่ากัน (ตารางที่ 4-31) 

เมื่อน าผลการเปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินของทุกชุดการทดลองที่วิเคราะห์
แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง พบว่า ทั้ง 2 วิธี ให้ผลของการปรากฏแถบโปรตีนจ านวนเท่ากัน คิดเป็น
ร้อยละ 50 ผลการวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบถังเปียก คิดเป็นร้อยละ 46.67 และ 
ผลการวิเคราะห์แบบถังเปียกให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบกึ่งแห้งคิดเป็นร้อยละ 3.33  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-19 เปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 
35 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง  
 

 ชุดการ
ทดลองที่ 1 

ชุดการ
ทดลองที่ 2 

ชุดการ
ทดลองที่ 3 

ชุดการ
ทดลองที่ 4 

ชุดการ
ทดลองที่ 5 

ชุดการ
ทดลองที่ 6 

  W S W S W S W S W S W S 

~200 - - - - - - - - - - - - 

~157 - - + + + + - - - + + + 

~130 - - + + + + - - - - + + 

~104 + + + + + + + + + + + + 

~74 + + + + + + - + + + + + 

~63 - - - - - - - - + + + + 

~58 - - - - + + - - + + - + 

~50 - - - - + + - - + + + + 

~45 - - - - - - - - - - - + 

~38 - - - - - - - - - - + + 

~34 - - - + + + - - - - - - 

~28 + + + + - - - - - - - - 

~26 - - - - - - - - + - + + 
จ านวนแถบ

โปรตีนที่ปรากฎ 
3 3 5 6 7 7 1 2 6 6 8 10 

หมายเหตุ W = วิเคราะห์แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell   
              S = วิเคราะห์แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-20 เปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินที่พบในตับ/ตับอ่อน ของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียกและแบบ
กึ่งแห้ง  
 

 

ชุดการ
ทดลองที่ 1 

ชุดการ
ทดลองที่ 2 

ชุดการ
ทดลองที่ 3 

ชุดการ
ทดลองที่ 4 

ชุดการ
ทดลองที่ 5 

ชุดการ 
ทดลองที่ 6 

  W S W S W S W S W S W S 

~200 - - - - - - - - - - - - 

~157 - - - + - + - - - - + + 

~130 - - - - - - - - - - - - 

~104 - - - - - - - - - - - - 

~74 - - - - - - - - - - - - 

~63 - - - - - - - - - - - + 

~58 - - - + + + - - - - - - 

~50 - - - - - - - - - - - - 

~45 - - - - - - - - - - - + 

~38 - - - - - - - - - - - - 

~34 - - - - - - - - - + - - 

~28 - - - - - - - - - - - - 

~26 - - - - - - - - - - - - 
จ านวนแถบ

โปรตีนที่ปรากฎ 
0 0 0 2 1 2 0 0 0 1 1 3 

หมายเหตุ W = วิเคราะห์แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell   
              S = วิเคราะห์แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

kDa/ตัวอย่าง 



 

 
 

 

ตารางท่ี 4-21 เปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินที่พบในเลือดของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 35 วัน ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก 
(Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System  
 

 

ชุดการ
ทดลองที่ 1 

ชุดการ
ทดลองที่ 2 

ชุดการ
ทดลองที่ 3 

ชุดการ
ทดลองที่ 4 

ชุดการ
ทดลองที่ 5 

ชุดการ 
ทดลองที่ 6 

  W S W S W S W S W S W S 

~200 - - - + - - - - - - + + 

~157 - - - + + + - - - - + + 

~130 - - - - - - - - - - - - 

~104 - + - + + + - - - + + + 

~74 - + - + + + - - - + + + 

~63 - + - - - - - - - + + + 

~58 - - - - + + - - - + + + 

~50 - - - - + + - - - - - - 

~45 - - - - + + - - - + - - 

~38 - - - - - - - - - - - - 

~34 - - - - - + - - - - - - 

~28 - - - - - - - - - - - - 

~26 - - - + + + - - - - + + 
จ านวนแถบ

โปรตีนที่ปรากฎ 
0 3 0 5 7 8 0 0 0 5 7 7 

หมายเหตุ W = วิเคราะห์แบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell   
              S = วิเคราะห์แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

 

kDa/ตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 4-22 เปรียบเทียบจ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินที่พบในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของกุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่วิเคราะห์ด้วย 
        เครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังและแบบกึ่งแห้ง  

 รังไข่ ตับ/ตับอ่อน เลือด 
 ชุดการ

ทดลองที่ 1 
ชุดการ

ทดลองที่ 3 
ชุดการ

ทดลองที่ 4 
ชุดการ

ทดลองที่ 5 
ชุดการ

ทดลองที่ 1 
ชุดการ

ทดลองที่ 3 
ชุดการ

ทดลองที่ 4 
ชุดการ

ทดลองที่ 5 
ชุดการ

ทดลองที่ 1 
ชุดการ

ทดลองที่ 3 
ชุดการ

ทดลองที่ 4 
ชุดการ

ทดลองที่ 5 
  W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S W S 

~240 - - - - - - + + - - - - - - - - + + - - - - + + 
~200 + + - - + + - - + + - - + + - - + + - - + + - - 
~168 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - 
~157 + + + + + + + + - - - - - - - - - - - - + + + + 
~130 + + - - - - - - - - - - + - - - - - - - + + - - 
~104 + + + + + + + + - - - - - - - - + + - - + + + + 
~74 - - - - + + + + - - - - - - - - - - - - + + + + 
~63 - - + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - 
~58 - - + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
~50 - - + + - - + + - - - - - - - - - + - - - - - - 

~45 - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - + + - - 

~38 - - - - - - + + - - - - - - - - + + - - + + - + 

~34 - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - - - + 

~26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + - + 
~23 - - - - - - - - - - - - - - - - + + - + + + - + 

จ านวนแถบ
โปรตีนที่ปรากฎ 

4 4 5 5 6 6 7 7 1 1 0 0 2 1 0 0 7 8 0 2 10 10 4 8 



 

 
 

 

บทท่ี5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
5.1 การศึกษาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford 

การวัดสารสกัดโปรตีนจากรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และ เลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วย
สารละลาย Bradford (Biorad) พบว่า ในเลือดมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด ส่วนในรังไข่และตับ/ตับอ่อนมี
ปริมาณโปรตีนที่ใกล้เคียงกันเช่นเดียวกับงานวิจัยของสุนิสา ปู่มาก (2558) ที่ผลเป็นเช่นนี้เนื่องจากในกุ้ง
กุลาด าเลือดจะเป็นตัวกลางในการส่งผ่านโปรตีนไวเทลลินจากตับ/ตับอ่อนไปเก็บสะสมที่รังไข่ สรุปคือ
เมื่อตับ/ตับอ่อนถูกกระตุ้นด้วยฮอร์โมน จึงมีการสร้างและสะสมโปรตีนไข่แดงขึ้น (โปรตีนไวเทลลิน) 
จากนั้นจะส่งไปเพ่ือพัฒนารังไข่ผ่านทางเลือดจึงมีผลท าให้ปริมาณโปรตีนในเลือดสูงกว่าในรังไข่และตับ/
ตับอ่อน เนื่องจากเลือดเป็นตัวกลางในการส่งโปรตีนจากอวัยวะหนึ่งไปยังอีกอวัยวะหนึ่งส่งผลให้ในเลือด
มีปริมาณโปรตีนอยู่จ านวนมาก (นงนุช ตั้งเกริกโอฬาร, 2550) 
 

5.2 การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนทั้งหมดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าด้วยเทคนิค Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

การท าอิเล็คโทรโฟริซิสเป็นวิธีการที่อาศัยสนามไฟฟ้าในการแยกโปรตีนโดยที่อัตรา
ความเร็วในการเคลื่อนที่จะขึ้นอยู่กับขนาดและรูปร่างของโปรตีน โดยการท าอิเล็คโทรโฟริซิสที่ 10% 
Separating gel และ 4% Stacking gel ในการทดลองนี้มีการย้อมสีด้วย Coomassie blue ซึ่งเป็น
การย้อมสีที่นิยมใช้กันมากและรวดเร็ว สีจะจับจ าเพาะกับโปรตีน แต่ความไวในการเห็นแถบโปรตีนจะ
น้อยกว่าการย้อมแบบ Silver stain แต่การย้อมสีแบบ Silver stain มีความเป็นพิษสูง มีขั้นตอนที่
ยุ่งยาก การทดลองนี้สนใจแถบโปรตีนที่รายงานว่าจากการทดลอง อ่ืนๆ ที่คาดว่าน่าจะเป็นโปรตีนไว
เทลลิน จ านวน 20 แถบ โดยทั้งในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 และ 60 วัน แถบโปรตีนที่
ขนาดที่ 74 กิโลดาลตันจะมีความเด่นชัดที่สุดในรังไข่และเลือด แตกต่างกับแถบโปรตีนในตับ/ตับอ่อนที่
แถบโปรตีนที่ 28 กิโลดาลตันมีความเด่นชัดที่สุด ใกล้เคียงกับงานวิจัยของสุนิสา ปู่มาก (2558) ที่พบว่า
ในเลือดและรังไข่พบการปรากฏเด่นชัดของแถบโปรตีนที่ 75 กิโลดาลตัน และโปรตีนในตับ/ตับอ่อนมี
การปรากฏแถบโปรตีนที่ 30 กิโลดาลตันมีความเด่นชัดที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kung et al. 
(2004) ทีว่ิเคราะห์โปรตีนในอวัยวะต่างๆ ของกุ้ง M. ensis ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า ตับ/ตับอ่อน
จะเห็นแถบของโปรตีนที่มีขนาดเล็ก ได้แก่ 28 และ 34 กิโลดาลตัน ไดช้ัดเจนมากกว่า  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

 

5.3 การวิเคราะห์ผลโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท 
จากการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือด ของแม่พันธุ์กุ้ง

กุลาด าที่ด้วยเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่ เมมเบรน (Western blot) แบบถังเปียก (Wet/Tank 
Blotting Systems) รุ่น  Mini Trans-Blot® Cell และ แบบกึ่ งแห้ ง  (Semi dry) รุ่น  Trans-Blot® 

Turbo™ Transfer System พบว่า โปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับอ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 35 วัน ที่ได้จาก 2 วิธี พบแถบโปรตีนไวเทลลิน 13 ขนาด ได้แก่ 200, 157, 
130, 104, 74, 63, 58, 50, 45, 38, 34, 28 และ 26 กิโลดาลตัน และ โปรตีนไวเทลลินในรังไข่ ตับ/ตับ
อ่อน และเลือดของแม่พันธุ์กุ้งกุลาด าที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน ที่ได้จาก 2 วิธี พบแถบโปรตีนไว
เทลลิน 15 ขนาด ได้แก่ 240, 200, 168, 157, 130, 104, 74, 63, 58, 50, 45,  38, 34, 26 และ 23 
กิโลดาลตัน โดยในตัวอย่างที่เลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน มีการปรากฏแถบโปรตีนขนาด 240 168 และ
23 กิโลดาลตันเพ่ิมมาจากการทดลองที่ 35 วัน และ โปรตีนขนาด 28 กิโลดาลตันที่พบในการทดลองท่ี 
35 วันกลับหายไป 

จากการทดลองที่ 35 วัน พบโปรตีนขนาด 130 และ 38 กิโลดาลตันเฉพาะในรังไข่ พบ
โปรตีนขนาด 200 กิโลดาลตันเฉพาะในเลือด และพบโปรตีนขนาด 50 กิโลดาลตัน ในรังไข่และเลือดแต่
ไม่พบในตับ/ตับอ่อน ส่วนการทดลองที่ 60 วัน พบโปรตีนขนาด 63 และ 58 กิโลดาลตัน  เฉพาะในรัง
ไข่ พบโปรตีนขนาด 168, 45, 38 และ 23 กิโลดาลตันเฉพาะในเลือด และ พบโปรตีนขนาด 240, 157, 
74, 50 และ 38 กิโลดาลตันในรังไข่และเลือดแต่ไม่พบในตับ/ตับอ่อน เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ 
Hirunsuchalert et al. (2013) ที่ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนไวเทลโลเจนินในรังไข่ระยะต่างๆ 
ในกุ้งกุลาด าโดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท โดยรันโปรตีนจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไว
เทลโลเจนินพบแถบโปรตีนที่ 104 และ 74 กิโลดาลตัน ในรังไข่แต่ไม่พบโปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน 
ในตับ/ตับอ่อน ซึ่งจากการทดลองมีแนวโน้มที่มีทิศทางเดียวกับ Hirunsuchalert et al. (2013) ที่พบ
แถบโปรตีนที่ 74 กิโลดาลตันในเลือดและรังไข่มากกว่าในตับ/ตับอ่อน  

Longyant et al., 2000 ไดว้ิเคราะห์โปรตีนไวเทลลินในรังไข่และเลือดของกุ้งกุลาด าด้วย
วิธีเวสเทิร์นบลอท พบว่า ในรังไข่มีโปรตีนไวเทลลิน 5 ขนาด ได้แก่ 104, 83, 74, 58 และ 45 กิโลดาล
ตัน และในเลือดมีโปรตีนไวเทลลิน 4 ขนาด ได้แก่ 200, 104, 83 and 74 กิโลดาลตัน โดยได้อธิบาย
ความสัมพันธ์ทางอิมมูโนแอคทีฟระหว่างโปรตีนเหล่านี้ว่า vitellogenin อาจถูกปล่อยออกสู่กระแส
เลือดในรูปแบบสองรูปแบบ คือ ขนาด 200 และ 74 กิโลดาลตัน จากนั้นโพลีเปปไทด์ขนาด 200 กิโล
ดาลตัน จะถูกประมวลผลเป็นโพลีเปปไทด์ขนาด 104 และ 83 กิโลดาลตัน หรือน าเข้าสู่เซลล์ไข่โดยตรง 
ในโอโอไซต์โปรตีนขนาด 104 กิโลดาลตัน จะถูกแยกออกเป็นโพลีเปปไทด์ขนาด 58 และ 45 กิโลดาล
ตัน ในขณะที่โปรตีนขนาด 74 กิโลดาลตัน จะได้รับการดัดแปลงเล็กน้อยหรือยังคงไม่เปลี่ยนแปลง การ
วิเคราะห์แบบตะวันตกของหน่วยย่อย vitellin ในระยะต่างๆ ของการพัฒนารังไข่ โปรตีนขนาด 200 
กิโลดาลตัน จะปรากฏในไข่ในระหว่างการพัฒนาของรังไข่ตอนต้นและโปรตีนขนาด 45 และ 58 กิโล
ดาลตัน จะปรากฏขึ้นในระหว่างการพัฒนาในช่วงปลาย ในขณะที่การวิจัยนี้ไม่พบโปรตีนไวเทลลินขนาด 
83 กิโลดาลตัน  จากการปรียบเทียบผลการศึกษางานวิจัยอ่ืนๆ ที่ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนไวเทลลินในอ
วัยวะต่างๆ ของกุ้งหลายชนิดกับผลการทดลองในครั้งนี้ สามารถสรุปได้ดังตารางที่ 5-1 

 
 
 



 

 
 

 

ตารางท่ี 5-1 สรุปข้อมูลเปรียบเทียบน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนไวเทลลินด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท  

 

สิ่งมีชีวิต (อ้างอิง) 
  

ขนาดโปรตีน        
ไวเทลลิน 

(กิโลดาลตัน) 

ผลจากการท าเวสเทิร์น 
บลอทของงานวิจัยนี้ 

OV  HP HL 
กุ้งกุลาด า P. monodon 104    

(Hirunsuchalert et al., 2013) 74    

 50    
 45    

กุ้งกุลาด า P. monodon 220     

(ChunChen and NanChen, 1994) 168     
 130    
 74    

กุ้งกุลาด า P. monodon 200    
(Longyant et al., 2000) 104     

 83    

 74    

 58    

 45    

กุ้งแดง (Pandalus hypsinotus) 190    

(Okumura et al., 2000) 98    

 89    

 57    

 38    
 26    

กุ้งตะกาดกรีจุด Metapenaeus ensis 76    
(Kung et al., 2004) 34    

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

 
5.4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื่องส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนระหว่างแบบถังเปียก
และแบบกึ่งแห้ง ในการตรวจสอบระดับโปรตีนไวเทลลินในแม่พันธุ์กุ้งกุลาด า 

ในการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง (Semi dry) รุ่น Trans- Blot® 

Turbo™ Transfer System ให้แถบโปรตีนที่มีความชัดเจนมากกว่าการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบร
นแบบถังเปียก (Wet/Tank Blotting Systems) รุ่น Mini Trans-Blot® Cell และเมื่อเปรียบ- เทียบ
จ านวนแถบโปรตีนไวเทลลินที่วิเคราะห์แบบถังเปียกและแบบกึ่งแห้ง พบว่า ทั้ง 2 วิธี ให้ผลของการ
ปรากฏแถบโปรตีนจ านวนเท่ากันคิดเป็นร้อยละ 50 ผลการวิเคราะห์แบบกึ่งแห้งให้แถบโปรตีนมากกว่า
แบบถังเปียกคิดเป็นร้อยละ 46.67 และ ผลการวิเคราะห์แบบถังเปียกให้แถบโปรตีนมากกว่าแบบกึ่ง
แห้งคิดเป็นร้อยละ 3.33 ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกับข้อมูลของบริษัท thermofisher Scientific  
ที่เปรียบเทียบการส่งถ่ายโปรตีน 3 วิธี ได้แก่ แบบแห้ง (dry transfer) แบบเปียก (wet transfer) และ 
แบบกึ่งแห้ง (Semi dry) ผลที่ได้คือแบบแห้งมีความไวในการถ่ายโอนดีที่สุด รองลงมาคือแบบกึ่งแห้ง 
และเมื่อเปรียบเทียบการปราฎของแถบโปรตีนกับแบบแห้ง พบว่า แบบกึ่งแห้งจ านวนแถบโปรตีน
หายไปเพียง 3 แถบ ส่วนแบบเปียกแถบโปรตีนหายไปจ านวน 6 แถบ (https://www.ther 
mofisher.com/th/en/home/life-science/protein-biology/protein-assays-analysis/ 
western-blotting/transfer-proteins-western-blot/iblot-dry-blotting-system/iblot-dry-
blotting-comparison-to-semi-dry-and-wet.html) 

จากการทดลองสามารถเปรียบเทียบเวลาและปริมาตรของสารที่ใช้ในการส่งถ่ายโปรตีน
จากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่งแห้ง รุ่น Trans- Blot® Turbo™ Transfer System และแบบถังเปียก รุ่น 
Mini Trans-Blot® Cell ได้ดังตารางที่ 5-2 ซึ่งสอดคล้องกับงานของ Caitlin Smith (2011) ที่กล่าวว่า 
การเลือกระบบในการท าเวสเทิร์นบลอทควรค านึงถึงเรื่องของระยะเวลาและประสิทธิภาพในการถ่าย
โอน เวสเทิร์นบลอทแบ่งออกเป็น 3 ระบบ ตามประเภทของอุปกรณ์และโปรโตคอลที่ใช้ ได้แก่ แบบแห้ง 
แบบกึ่งแห้ง และแบบเปียก ซึ่งแต่ละระบบมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน โดยระบบแบบแห้งใช้เวลาใน
การถ่ายโอนเร็วที่สุดแต่ประสิทธิภาพการถ่ายโอนต่ าที่สุด ระบบถ่ายโอนแบบเปียกให้ประสิทธิภาพการ
ถ่ายโอนที่ดีท่ีสุด (เหมาะส าหรับโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลที่หลากหลาย) แต่ใช้เวลานานที่สุดและยุ่งยาก
ที่สุด ในขณะที่ระบบแบบกึ่งแห้งให้ประสิทธิภาพการถ่ายโอนและใช้เวลาในการถ่ายโอนอยู่ระหว่าง
ระบบการถ่ายโอนแบบเปียกและแบบแห้ง แต่จะไม่เหมาะส าหรับโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

ตารางที่ 5-2 ระยะเวลาและปริมาตรของสารที่ใช้ในการส่งถ่ายโปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนแบบกึ่ง
แห้ง รุ่น Trans- Blot® Turbo™ Transfer System และแบบถังเปียก รุ่น Mini Trans-Blot® Cell 

 เวลาที่ใช้ ปริมาตรสารที่ใช้ 

 แบบกึ่งแห้ง แบบถังเปียก แบบกึ่งแห้ง แบบถังเปียก 

การเตรียมบัฟเฟอร์ 30 นาที 30 นาที - - 

การเตรียมเมมเบรน 20 นาที 20 นาที 20 มล. 20 มล. 

การเตรียม tick paper 5 นาที 5 นาที 70 มล. 120 มล. 

การเตรียม filter pad 0 นาที 15 นาที 0 มล. 300 มล. 

การแช่เจลในบัฟเฟอร์ 20 นาที 20 นาที 60 มล. 60 มล. 

การประกอบชั้น 10 นาที 10 นาที - - 

การถ่ายโปรตีนจากเจล    
สู่เมมเบรน 

30 นาที 1 ชั่วโมง 5 มล. 1.4 ลิตร 

การท าความสะอาด 10 นาที 15 นาที - - 

รวม 2 ชม. 5 นาท ี 2 ชม., 55 นาที 155 1.9 
 

5.4 ข้อเสนอแนะ 

5.6.2 ควรมีการเพ่ิมจ านวนตัวอย่างและจ านวนซ้ าของตัวอย่างให้มากขึ้นเพ่ือความสมบูรณ์ของ
งานวิจัย 

5.6.4 การศึกษารูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ควรระวังสารจ าพวก Acrylamide 
เนื่องจากเป็นสารที่อันตรายต่อร่างกาย 

5.6.7 การศึกษารูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ควรท าความสะอาดกระจกส าหรับรัน
เจลให้สะอาดหลีกเลี่ยงการใช้มือสัมผัสกระจกส่วนที่ใช้ส าหรับเตรียมแผ่นเจล เนื่องจากอาจท าให้โปรตีน
ที่รันออกมาไม่ใช่โปรตีนที่เราสนใจที่แท้จริง 

5.6.8 การศึกษารูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ควรเตรียม 10% APS ใหม่ทุกครั้ง เพ่ือ
ประสิทธิภาพในการแข็งตัวของแผ่นเจล 
  5.4.6 ในระหว่างท า SDS-PAGE และ เวสเทิร์นบลอท ควรควบคุมอุณหภูมิของบัฟเฟอร์ไม่ให้มี
อุณหภูมิสูงเกินไป เนื่องจากอุณหภูมขิองบัฟเฟอร์มีผลต่อระยะเวลาในการท างาน 
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ภาคผนวก 
  

การเตรียมสารละลายส าหรับงาน SDS-PAGE 
1. Acrylamide/Bis (30%T/2.67%C) 

 Acrylamide     146 กรัม 
  N, N’-Methylene-bis Acrylamide      4 กรัม 
 ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร กรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 
ไมโครเมตร เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ใช้ได้ประมาณ 1 เดือน 
2. Tris-HCl, pH 8.8 1.5 โมลาร์ 
  Tris base             54.45 กรัม 
  Distilled water     150 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH 8.8 ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรเป็น 300 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น เก็บท่ี 4 องศา
เซลเซียส 
3. Tris-HCl, pH 6.8 1.5 โมลาร์ 
  Tris base      6 กรัม 
  Distilled water    60 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH 6.8 ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรเป็น 300 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น เก็บท่ี 4 องศา
เซลเซียส 
4. 10 เปอร์เซ็นต์ SDS  
  SDS      10 กรัม  
  น้ ากลั่น     60 มิลลิลิตร  
 ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น 
5. Ammonium Persulfate 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
  Ammonium Persulfate   0.05 กรัม  
  น้ ากลั่น       500 ไมโครลิตร 
 เตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ 
6. Sample Buffer 
  0.5 โมลาร์ Tris-HCl pH 6.8      1.25 มิลลิลิตร 
  Glycerol          1.0 มิลลิลิตร 
  10% SDS          2.0 มิลลิลิตร 
  DTT                 0.155 กรัม 
  0.5% (w/v) bromophenol blue (ในน้ า)    0.25 มิลลิลิตร 
  น้ ากลั่น           5.5 มิลลิลิตร 
7. 10x Running buffer (SDS-PAGE)     

 Tris-Base    30.31 กรัม   
 Glycine       150 กรัม    
 SDS         10 กรัม  
ปรับ pH 8.3 ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น  



 

 
 

 

8. Coomassie-blue 
  0.2% Coomassie-blue R-250 
  50% methanol 
  70% acetic acid 
9. Destain solution 
  25% methanol 

 7% acetic acid 
10. 10x transfer buffer (Towbin buffer)       
  Tris-Base    30.2 กรัม    

Glycine      144 กรัม    
   น้ ากลั่น      900 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เป็น 7.4 แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml น าไปฆ่าเชื้อ 

11. 1X Transfer buffer (20%Methanol)  
   10x transfer buffer     100 มิลลิลิตร 
   Methanol     200 มิลลิลิตร 
   น้ ากลั่น     700 มิลลิลิตร  
ควรเตรียมใหม่เสมอ เก็บ 4 องศาเซลเซียส 

12. 10X TBST   
1M Tris pH 7.5    0.25 ลิตร 
NaCl             43.83 กรัม 
Tween-20      2.5 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 
13. Washing buffer (1X TBST) 

    10X TBST      100 มิลลิลิตร  
   น้ ากลั่น      900 มิลลิลิตร 

14. blocking buffer (1xTPST+5%Skim milk)  
   10X TBS          3 มิลลิลิตร   
   น้ ากลั่น        27 มิลลิลิตร   
   Skim milk       1.5 กรัม 

15. primary Antibody (1:5000) 
   5% BSA ใน TBST       30 มิลลิลิตร  
   Primary Antibody (1๐Ab Vtg-PM)              6 ไมโครลิตร  
 พลิกหลอดไปมา หลายๆ ครั้ง สามารถใช้ซ้ าได้ 3-4 ครั้ง 

16. secondary Antibody (1:3000) 
   Blocking Skim milk    30 มิลลิลิตร  
   Secondary Antibody (IGG mouse)  10 ไมโครลิตร  
 พลิกหลอดไปมา หลายๆ ครั้ง 
 



 

 
 

 

17. น้ ายา Development ในกรณีที่เป็น AP 
     25X development ของ Bio-Rad      1.2 มิลลิลิตร  
   น้ ากลั่น      28.8 มิลลิลิตร  
   AP CYA        0.3 ลิตร  
   AP CYB        0.3 มิลลิลิตร 

 
 


