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บทคัดย่อภาษาไทย 

ในปัจจุบัน หอยเชอรีÉ เป็นศัตรูพืชชนิดหนึÉ งทีÉ ก่อให้เกิดปัญหาสําคัญต่อการทาํเกษตรกรรมใน

ประเทศไทย สาเหตุหนึÉ งเพราะหอยเชอรีÉสามารถกินอาหารได้ปริมาณมากในหนึÉ งวนั งานวิจยัครัÊ งนีÊ มี

วตัถุประสงคห์ลกัในการศึกษาการควบคุมการกินอาหารของสัตวช์นิดนีÊ  โดยมุ่งศึกษาลกัษณะทางกายวิภาค

ศาสตร์ของทางเดินอาหารของหอย การปรากฏของเซลลห์ลัÉงเลปทินเพปไทดใ์นทางเดินอาหารของหอย การ

เปลีÉยนแปลงของความเขม้ขน้ของเลปทินเพปไทด ์เปรียบเทียบระหวา่งหอยทีÉไดรั้บอาหารปกติและหอยทีÉ

อดอาหาร ศึกษานํÊาหนกัตวั และปริมาณอาหารทีÉหอยกิน เปรียบเทียบระหวา่งหอยกลุ่มทีÉได้รับการฉีดและ

ไม่ไดรั้บการฉีดเลปตินเพปไทด์ การศึกษาทางจุลกายวิภาคศาสตร์ในส่วนต่างๆของระบบทางเดินอาหาร

ของหอย ไดแ้ก่ หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ลาํไสเ้ลก็ และลาํไส้ใหญ ่พบวา่หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร 

และลาํไสใ้หญ่ ถูกบุดว้ยเซลลบุ์ผิวชนิดซิมเปิลคอลมันาร์ และพบไมไครวิลไลทีÉบริเวณดา้นบนของเซลลบุ์

ผิว อยา่งไรก็ตาม ลาํไสเ้ลก็ ถูกบุดว้ยเซลลบ์ุผิวชนิดซูโดสตราติไฟดค์อลมันาร์ และพบซิเลียทีÉบริเวณดา้นบน

ของเซลล์บุผิว เซลลบุ์ผิวมีความสูงมากทีÉสุดทีÉบริเวณลาํไส้เล็ก รองลงมาคือทีÉบริเวณกระเพาะอาหาร ส่วน

หลอดอาหารมีความสูงของเยืÉอบุผิวนอ้ยทีÉสุด นอกจากนีÊยงัพบเซลลห์ลัÉงมิวซิน ทัÊงชนิดนิวทรัลมิวซิน เซียโล

มิวซิน และซลัโฟมิวซิน ซึÉ งเซลล์หลัÉงมิวซินนีÊพบแทรกอยู่ระหว่างเซลล์บุผิวเกือบตลอดทัÊงทางเดินอาหาร 

ยกเวน้ทีÉกระเพาะอาหาร การศึกษาดว้ยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมมิสตรีÊ โดยใชแ้อนติบอดีÊ ต่อตา้นต่อเลปตินของ

มนุษย ์พบการปรากฏของเซลล์หลัÉงเลปทินเพปไทด์ ในทุกส่วนของทางเดินอาหาร ซึÉ งบริเวณทีÉพบความ

หนาแน่นของเซลลห์ลัÉงเลปทินเพปไทด ์มากทีÉสุดคือทีÉลาํไส้เล็ก โดยเลปทินเพปไทดที์Éพบมีมวลโมลเลกุล

เท่ากบั řŞ กิโลดลัตนั ซึÉ งเท่ากบัมวลโมเลกุลของเลปตินของมนุษยที์Éใชเ้ป็นเพปไทด์ควบคุม การศึกษาการ

เปลีÉยนแปลงของความเขม้ขน้ของเลปทินเพปไทดใ์นเลือด เปรียบเทียบระหว่างหอยทีÉไดรั้บอาหารปกติและ

หอยทีÉอดอาหาร พบว่าความเขม้ขน้ของเลปตินเพปไทด์ในกลุ่มทีÉอดอาหารมีค่าลดลงอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิติ เมืÉอเทียบกบักลุ่มทีÉกินอาหารปกติ และพบวา่ความเขน้ขน้ของเลปตินเพปไทด์กลบัมามีค่าใกลเ้คียงกนั 

เปรียบเทียบระหว่างหอยกลุ่มทีÉ กินอาหารปกติ และหอยกลุ่มอดอาหารทีÉกลับมาได้รับอาหารอีกครัÊ ง 

นอกจากนีÊ ย ังพบว่า หอยทีÉได้รับการฉีดเลปตินเพปไทด์กินอาหารน้อยลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 

เปรียบเทียบกบัหอยกลุ่มทีÉไม่ไดรั้บการฉีดเลปตินเพปไทด ์อยา่งไรก็ตามนํÊาหนกัตวัของหอยทัÊงสองกลุ่มไม่

มีความแตกต่างกนั ผลจากการศึกษาครัÊ งนีÊอาจสามารถนาํไปใชเ้ป็นความรู้พืÊนฐานเกีÉยวกบัระบบต่อมไร้ท่อ

ของหอย ซึÉ งเกีÉยวขอ้งกบัการควบคุมการกินอาหารของสตัวช์นิดนีÊ  



Abstract 

 

At present, the golden apple snail is one of the pests causing major problems in agriculture in 

Thailand.  One reason is that a snail consumes a lot of food in a day. The main objective of the present study 

was to investigate the controlling the snail eating, including the study of the gastrointestinal (GI)  tract 

anatomy, the presence of leptin peptide- secreting cells in the GI tract, changing of the leptin peptide 

concentrations compared between fed and fasted snails, and comparison between body weights and food 

consumptions of leptin- treated and non- treated snails.  Microanatomy study revealed that parts of the GI 

tract including the esophagus, stomach, and large intestine were covered with simple columnar epithelium 

with microvilli presented at the apical surface of the epithelial cells.  However, the small intestine was 

covered with pseudostratified columnar epithelium with cilia presented at the apical surface of the epithelial 

cells.  Height of the epithelial cells was greatest at the small intestine, followed by the stomach.  The 

esophagus had the least epithelial cell height.  Moreover, mucin- secreting cells including neutral mucin- , 

sialomucin-, and sulfomucin-secreting cells were scattered among the epithelial cells. The mucin-secreting 

cells were found in most parts of the GI tract, except the stomach.  Immunohistochemistry study using 

antibody that raised against human leptin showed the presence of leptin peptide-secreting cells in all parts 

of the GI tract. The highest density of the leptin peptide secreting cells was observed in the small intestine.  

The leptin peptide had the molecular weight of 16 kDa which was the same as that of human leptin (positive 

control).  Study of changing of leptin peptide concentrations in the hemolymph compared between fed and 

fasted snails revealed that the concentration of the leptin peptide significantly decreased in the fasted snail. 

The concentrations were similar in fed and re- fed snails.  In addition, the leptin- treated snails consumed 

significantly less food compared to the non-treated snails. However, body weights of the leptin-treated and 

non- treated groups were similar.  Results of the present study could provide basic knowledge on the 

endocrinology of the snail which related to its feeding control. 
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บททีÉ  1 

บทนํา 

ความสําคัญและทีÉมาของปัญหาการวจิัย 

หอยเชอรีÉ  (Pomacea canaliculata) หรือ หอยโข่งอเมริกาใต ้มีถิÉนกาํเนิดและเป็นสัตวท์อ้งถิÉนของ

ทวปีอเมริกาใต ้เช่น อาเจนตินา บราซิล เป็นตน้   เนืÉองจากมูลค่าของหอยเป๋าฮืÊอนํÊาเคม็มีราคาแพง ดงันัÊนช่วง

ปี 1980 หอยเชอรีÉ จึงถูกนําเข้าจากประเทศอาเจนตินามาสู่ทวีปเอเชีย คือ ประเทศจีน (ไต้หวนั) เพืÉอการ

บริโภคทดแทนหอยเป๋าฮืÊอ นอกจากนีÊหอยเชอรีÉยงัมีประโยชน์ทางดา้นอืÉนๆ ไดแ้ก่ การนาํมาทาํความสะอาด

เพิÉมสวยงามของตูป้ลา เพราะหอยเชอรีÉสามารถกาํจดัสาหร่ายหรือตะไคร่นํÊ าในตูป้ลาไดดี้ (Halwart 1994, 

Tanaka et al., 1999; Naylor, 1996; Mochida, 1991)   นอกจากนีÊ  เกษตรกรยงัมีการเพาะเลีÊ ยงหอยเชอรีÉ ใน

ฟาร์มเพืÉอการคา้เชิงพาณิชยเ์พราะหอยเชอรีÉ ถูกเพาะเลีÊ ยงได้ง่าย มีการสืบพนัธุ์ได้รวดเร็ว และมีระยะเวลา

วางไข่สัÊน หอยเชอรีÉอายุประมาณ 3 เดือน สามารถวางไข่ไดแ้ลว้ และออกไข่ไดป้ระมาณ řř,000 ฟอง/ครัÊ ง  

นอกจากนีÊ หอยเชอรีÉสามารถวางไข่ได้สูงสุด řŜ ครัÊ ง/เดือน ดังนัÊนประชากรของหอยเชอรีÉ จึงสามารถเพิÉม

จาํนวนไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Estebenet and Martin, 2002)   การวางไข่ของหอยเชอรีÉจะวางไข่เป็นแผงหรือกลุ่มๆ 

ยดึติดกบัตน้พืชอยูเ่หนือนํÊา และแผงไข่สามารถสังเกตไดง่้าย เพราะไข่มีสีชมพูเขม้สวยงาม แตไ่ข่หอยเชอรีÉมี

พิษต่อระบบย่อยอาหาร ดังนัÊนศตัรูตามธรรมชาติของหอยเชอรีÉ จึงมีค่อนข้างน้อยมาก ซึÉ งการทีÉศตัรูตาม

ธรรมชาติของหอยเชอรีÉมีค่อนขา้งนอ้ยจึงเป็นอีกหนึÉงสาเหตุทีÉทาํให้จาํนวนประชากรของหอยเชอรีÉ เพิÉมขึÊน

อย่างรวดเร็ว (Dreon et al., 2010; Carlsson et al., 2004)   การเพาะเลีÊ ยงหอยเชอรีÉ ในฟาร์มไม่ประสบ

ความสําเร็จดา้นการตลาด เพราะผูบ้ริโภคไม่นิยมบริโภคหอยเชอรีÉ เหมือนหอยเป๋าฮืÊอ ดงันัÊนหอยเชอรีÉ จึงถูก

ลกัลอบปล่อยลงสู่แหล่งนํÊาตามธรรมชาติ และแพร่กระจายอยา่งรวดเร็วในแหล่งนํÊาธรรมชาติทัÉวทวีปเอเชีย 

เช่น ไทย ไตห้วนั ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย เป็นตน้ (Naylor, 1996)   การเพิÉมจาํนวนประชากรของหอยเชอรีÉ ใน

แหล่งนํÊาธรรมชาติ และพืÊนทีÉทางการเกษตร (นาขา้ว) เป็นสาเหตุสําคญัทาํใหเ้กิดการสูญเสียความสมดุลของ

ระบบนิเวศ เพราะหอยเชอรีÉมีความสามารถในการแย่งชิงอาหารและบริโภคอาหารปริมาณมาก ดงันัÊนหอย

เชอรีÉ จึงกลายเป็นศตัรูทีÉสําคญัของพืช   ปัจจุบนัหอยเชอรีÉสร้างความเสียหายต่อตน้ขา้วของเกษตรกรมาก 

เพราะหอยเชอรีÉหนึÉงตวัสามารถกินตน้ขา้วไดเ้ป็นจาํนวนมาก ดงันัÊนเกษตรกรจึงจาํเป็นตอ้งพ่นสารเคมีหรือ

ยาฆ่าแมลงเพืÉอกาํจดัหอยเชอรีÉในแปลงขา้ว การกาํจดัหอยเชอรีÉด้วยวิธีนีÊ  เป็นอีกหนึÉ งสาเหตุของการทาํลาย

สิÉงมีชีวติอืÉนๆ ในระบบนิเวศดว้ยเช่นกนั (Calumpang et. al., 1995)   นอกจากนีÊการกาํจดัหอยเชอรีÉในแปลง

ขา้วยงัเป็นการเพิÉมตน้ทุนของการผลิตขา้วของเกษตรกร ซึÉ งส่งผลกระทบทาํใหร้ายไดข้องเกษตรกรลดลงได้

ด้วยเช่นกนั   ขอ้มูลจากประเทศไตห้วนัพบว่า เกษตรกรสูญเสียผลผลิตทางการเกษตรจากการทาํลายของ

หอยเชอรีÉประมาณ ś ลา้นดอลลาร์ต่อปี (Mochida, 1996)   พืÊนทีÉปลูกขา้วนาปีของประเทศไทยในปี ŚŝŞř มี

ประมาณ ŝŠ ล้านไร่ แต่อย่างไรก็ตามผลผลิตขา้วสามารถเก็บเกีÉยวได้เพียงประมาณ ŜŜŘ กิโลกรัมต่อไร่

เท่านัÊน ซึÉ งต ํÉากวา่ผลผลิตจากประเทศเพืÉอนบา้น เช่น ประเทศเวียดนามมีผลผลิตขา้วมากกวา่ประเทศไทย Ś 

เท่า โดยอยูท่ีÉประมาณ šŘŘ กิโลกรัมต่อไร่ เป็นตน้ (สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, กรกฎาคม ŚŝŞř) ปัจจยั
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ส่วนหนึÉงของการเก็บเกีÉยวผลผลิตไดน้้อยมีสาเหตุจากความเสียหายจากการกดักินตน้ขา้วของหอยเชอรีÉ   โดย

หอยเชอรีÉสามารถสร้างความเสียหายแก่เกษตรกรไดต้ลอดช่วงของการเพาะปลูก เพราะหอยเชอรีÉสามารถกดั

กินตน้ขา้วตัÊงแต่ระยะตน้กลา้ถึงระยะขา้วแตกกอ   นอกจากนีÊ หอยเชอรีÉสามารถกดักินตน้ขา้วไดต้ัÊงแต่ฟัก

ออกจากไข่จนเติบโตเต็มวยั ซึÉ งหากประชากรของหอยเชอรีÉ มีปริมาณมากจะสามารถกดักินขา้วเสียหายเป็น

ปริมาณมากจนเป็นสาเหตุให้ปริมาณผลผลิตทีÉเก็บเกีÉยวลดลงได ้  การทาํงานของระบบทางเดินอาหารของ

สัตวถู์กควบคุมในลกัษณะทัÊงกระตุน้หรือยบัย ัÊงจากการทาํงานจาก peptide หลากหลายชนิด เช่น การกระตุน้

การกินอาหารถูกควบคุมดว้ยฮอร์โมน ghrelin peptide ซึÉ งฮอร์โมนนีÊ ถูกสร้างมาจากเซลล์ในกระเพาะอาหาร 

(Kojima et. al., 1999; Ngernsoungnern et al., 2016) หรือ leptin peptide ซึÉ งสามารถยบัย ัÊงการกินอาหารได ้

(Campfield et. al., 1995; Montague et. al., 1997) เป็นตน้          

ดงันัÊน การทราบถึงขอ้มูลพืÊนฐานของฮอร์โมนทีÉมีความสามารถในการควบคุมหรือยบัย ัÊงการกิน

อาหารของหอยเชอรีÉ  จะเป็นอีกหนึÉ งช่องทางทีÉสามารถนําไปวิจยัต่อยอดเพืÉอประยุกต์ใช้ในการลดการกิน

อาหารของหอยเชอรีÉ เพืÉอหยุดการทาํลายตน้ขา้ว และนาํไปสู่การเพิÉมผลผลิตการเก็บเกีÉยว ลดตน้ทุนการผลิต 

และเพิÉมกาํไรแก่เกษตรกรผูป้ลูกขา้วในอนาคต 

 

วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

1. เพืÉอศึกษาลกัษณะโครงสร้างของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  รวมถึงเซลล์บุผนงัของทางเดินอาหาร

ภายใตก้ารศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ธรรมดา และกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

2. เพืÉอศึกษาการกระจายตวัของ leptin peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  โดยวิธี 

immunohistochemistry  

3. เพืÉอศึกษาการแสดงออกของ leptin peptide ในส่วนต่างๆของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  และ

ยืนยนัความจาํเพาะเจาะจงของ primary antibody จากการทดลองตามวตัถุประสงค์ข้อ Ś โดยวิธี Western 

immunoblotting  

4. เพืÉอศึกษาเปรียบเทียบระดบัของ leptin peptide ในหอยทีÉกินอาหารปกติและหอยทีÉอดอาหาร โดยวิธี 

ELISA technique  

5. เพืÉอศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการกินอาหารของหอยเชอรีÉภายหลงัการฉีดกระตุน้ดว้ย leptin peptide 

โดยวธีิ In vivo bioassay 

6. เพืÉอเป็นองค์ความรู้พืÊนฐานเกีÉยวกบัการควบคุมหรือการยบัย ัÊงการกินอาหารของหอยเชอรีÉ เพืÉอพฒันา

ต่อยอดในเชิงพาณิชยเ์พืÉอควบคุมการทาํลายขา้วของหอยเชอรีÉ  ซึÉ งส่งผลต่อการเพิÉมผลผลิตข้าวต่อไร่ ลด

ตน้ทุนและความเสีÉยงต่อการเพาะปลูกขา้ว 
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ขอบเขตของการวจิัย  

ขอบเขตของการวจิยัไดแ้สดงไวใ้นตารางทีÉ 1 โดยมีรายละเอียดดงัต่อไปนีÊ   

1. การทดลองวิจยัระยะทีÉ ř เป็นการทดลองในห้องปฏิบติัการเพืÉอศึกษาลกัษณะโครงสร้างของส่วน

ต่างๆ ของทางเดินอาหาร ได้แก่ esophagus, stomach, small intestine และ large intestine โดยการใช้กล้อง

จุลทรรศน์ธรรมดาและกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

2. การทดลองวิจยัระยะทีÉ 2 เป็นการทดลองในห้องปฏิบติัการเพืÉอตรวจสอบวา่ leptin peptide กระจาย

ตวัอยูที่Éเซลล์ชนิดใดบา้ง ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหาร ซึÉงการทดลองจะอาศยัวิธี immunohistochemistry 

ไดแ้ก่ immunoperoxidase  

3. เมืÉอทราบการปรากฏและการกระจายตวัของ leptin peptide จากวิธี immunohistochemistry แลว้ การ

ทดลองระยะทีÉ 3 เป็นการทดลองวิจยัในห้องปฏิบติัการ เพืÉอเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ leptin 

peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหาร โดยวิธี Western immunoblotting ซึÉ งวิธีนีÊ นอกจากจะบอกถึงการ

ปรากฏของ leptin peptide แลว้ ยงัสามารถใชว้ดัระดบัการแสดงออกของ leptin peptide จากแต่ละส่วนของ

ทางเดินอาหาร ในลกัษณะของ semi-quantitative และยงัใชย้ืนยนัความจาํเพาะเจาะจงของ primary antibody 

ทีÉใชใ้นการทดลองวจิยัระยะทีÉ 2 ไดอี้กดว้ย 

4. การทดลองระยะทีÉ 4 เป็นการทดลองวิจยัในห้องปฏิบติัการ ซึÉ งเป็นการทดลองทีÉจะใช้เปรียบเทียบ

ระดบัของ leptin peptide จาก hemolymph โดยเปรียบเทียบในหอยเชอรีÉทีÉกินอาหารปกติและหอยเชอรีÉทีÉอด

อาหาร การทดลองอาศยั ELISA technique ซึÉ งวิธีนีÊ สามารถบ่งบอกระดบัของ leptin peptide ได้เป็นค่าตวั

เลขทีÉแน่นอน (quantitative)  

5. การทดลองวิจยัระยะทีÉ  ŝ เป็นการทดลองวิจยัในห้องปฏิบัติการเพืÉอทดสอบบทบาทของ leptin 

peptide ต่อปริมาณการกินอาหารของหอยเชอรีÉ  ซึÉ งการทดลองอาศยั In vivo bioassay จากการเปรียบเทียบ

การกินอาหารจากหอยกลุ่มควบคุม และหอยทีÉได้รับการฉีด leptin peptide การตรวจสอบจะบันทึกจาก

ปริมาณของอาหารทีÉกิน  รวมถึงนํÊาหนกัของหอย 
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ตารางทีÉ ř ขอบเขตของการวจิยัการศึกษาการปรากฏและการกระจายตวัของ leptin peptide ในทางเดินอาหาร         

และบทบาทของ leptin peptide ต่อการกินอาหารของหอยเชอรีÉ   
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ประโยชน์ทีÉได้รับจากการวจัิย 

1. เพืÉอพฒันาองค์ความรู้พืÊนฐานเกีÉยวกบัลกัษณะโครงสร้างของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  ซึÉ งเป็น

หอยนํÊาจืด วา่มีความเหมือนหรือแตกต่างจากทางเดินอาหารของสัตวใ์น species ใกลเ้คียงกนั 

2. เพืÉอพฒันาองค์ความรู้พืÊนฐานเกีÉยวกบัการปรากฏของ leptin peptide ว่าสามารถพบไดใ้นสัตวไ์ม่มี

กระดูกสันหลงัไดเ้ช่นเดียวกนั ซึÉ งจากรายงานการวิจยัพบวา่ leptin peptide สามารถพบไดใ้นสัตวม์ีกระดูก

สันหลงัหลายชนิด  

3. เพืÉอพฒันาองค์ความรู้พืÊนฐานว่า leptin peptide มีความเกีÉยวข้องกับการกินอาหารของสัตว์ไม่มี

กระดูกสันหลงัเช่นเดียวกนั เพราะรายงานการวิจยัพบวา่ leptin peptide ทาํหนา้ทีÉควบคุมการกินอาหารของ

สัตวม์ีกระดูกสันหลงัหลายชนิด  

4. ผลการวิจยัครัÊ งนีÊสามารถเผยแพร่ผลงานในวารสารวชิาการระดบันานาชาติ หรือ เผยแพร่ผลงานใน

การประชุมวิชาการระดบันานาชาติ  

5. ทุนสาํหรับงานวิจยัครัÊ งนีÊสามารถใชเ้ป็นแหล่งทุนและแหล่งความความรู้ในการผลิตนกัศึกษาระดบั

บณัฑิตศึกษา 

6. ความรู้พืÊนฐานจากงานวิจยัครัÊ งนีÊ สามารถถูกใช้เป็นฐานขอ้มูลเพืÉออา้งอิง ซึÉ งหน่วยงานของภาครัฐ

และภาคเอกชนสามารถนาํไปศึกษาวิจยัต่อยอด เพืÉอนาํไปสู่การควบคุมการกินอาหารของหอยเชอรีÉในภาค

เกษตรกรรมได ้

 



 

บททีÉ  Ś 

เอกสารและงานวจิัยทีÉเกีÉยวข้อง 

แหล่งทีÉมาของข้อมูล 

1. หอยเชอรีÉ  

หอยเชอรีÉ  (Pomacea canaliculata) มีถิÉนกําเนิดแถบประเทศเส้นศูนย์สูตรของทวีปอเมริกาใต ้  

เนืÉองจากหอยเป๋าฮืÊอ (abalone) มีความนิยมถูกนาํมาบริโภคเป็นอาหาร แต่ราคาของหอยเป๋าฮืÊอค่อนขา้งสูง 

ดงันัÊนเกษตรกรจากประเทศแถบทวีปเอเชียจึงตัÊงฟาร์มเพาะเลีÊ ยงหอยเชอรีÉ เพืÉอการพาณิชย ์เพืÉอนํามาเป็น

อาหารทดแทนหอยเป๋าฮืÊอ เช่น ไตห้วนั ฟิลิปปินส์ และญีÉปุ่น เป็นตน้   แต่เนืÉองจากหอยเชอรีÉไม่ไดรั้บความ

นิยมในการบริโภคเป็นอาหาร การเพาะเลีÊยงในฟาร์มจึงตอ้งยติุลง ดงันัÊนเกษตรกรจึงนาํหอยเชอรีÉปล่อยลงสู่

แหล่งนํÊ าจืดตามธรรมชาติ (Halwart 1994, Tanaka et al., 1999; Naylor, 1996)  หอยเชอรีÉมีความสามารถใน

การปรับตวัเขา้กบัสิÉงแวดลอ้มไดดี้ และมีความอยูร่อดค่อนขา้งสูง   นอกจากนีÊหอยเชอรีÉ มีความสามารถแพร่

พนัธุ์อย่างรวดเร็ว (เริÉมตน้เมืÉอหอยมีอายุประมาณ 3 เดือน)  หอยเชอรีÉสามารถวางไข่ไดต้ลอดช่วงชีวิต และ

สามารถวางไข่ไดสู้งถึง 11,000 ฟองต่อครัÊ ง ดงันัÊนจาํนวนประชากรหอยเชอรีÉ จึงเพิÉมจาํนวนไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

(Albrecht et al., 2005; Estebenet and Martin, 2002) (ภาพทีÉ ř) หอยเชอรีÉมีแหล่งทีÉอยูอ่าศยัตามธรรมชาติคือ

จะอาศยัอยูต่ามแหล่งนํÊ าจืด และอาหารหลกัของหอยเชอรีÉ คือพืชนํÊ าทุกชนิด นอกจากนีÊ  หอยเชอรีÉทีÉอาศยัใน

นาขา้วก็เป็นศตัรูทีÉสําคญัของขา้วอยา่งมาก  การระบาดของหอยเชอรีÉสามารถสร้างความเสียหายจากการกดั

กินตน้ขา้วเป็นบริเวณกวา้งขวาง ซึÉ งนาํไปสู่สาเหตุหนึÉงของการประสบปัญหาการขาดทุนอยา่งต่อเนืÉองทุกปี

ของเกษตรกรจากความเสียหายของตน้ขา้วและการลดลงของผลผลิต   นอกจากนีÊหอยเชอรีÉยงัเป็นพาหะของ

หนอนพยาธิชนิด Angiostrongylus cantonensis  ซึÉ งเป็นสาเหตุของการเกิดอาการเยืÉอหุ้มสมองอักเสบ 

(menigoencephalitis) ของมนุษยด์ว้ย ดงันัÊนเกษตรกรจึงไม่นิยมบริโภคหอยเชอรีÉ เป็นอาหารเหมือนหอยชนิด

อืÉนๆ (Mochida, 1991) 

 

 
 

ภาพทีÉ ř การผสมพนัธุ์ของหอยเชอรีÉ เพศผูแ้ละเพศเมีย (ซา้ย) และไข่ของหอยเชอรีÉทีÉเกิดจากการปฏิสนธิ

เกาะติดกบัลาํตน้ผกับุง้ (ขวา) 
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2. ทางเดินอาหารของหอย 

ทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) ของสัตวป์ระเภทหอยสามารถแบ่งออกเป็นส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ 

หลอดอาหาร (esophagus) ทาํหนา้ทีÉเชืÉอมต่อระหวา่งช่องปาก (mouth) และกระเพาะอาหาร (stomach)  

อวยัวะส่วนยาวทีÉสุดของทางเดินอาหาร คือ ลาํไส้ (intestine) ซึÉ งสามารถแยกยอ่ยออกเป็น Ś ส่วน ไดแ้ก่ 

ลาํไส้เล็ก (small intestine) และลาํไส้ใหญ่ (large intestine) และอวยัวะส่วนสุดทา้ยของทางเดินอาหาร คือ 

ไส้ตรงและทวารหนกั (rectum and anus) (Voltzow, 1994; Martin et al., 2011)   การศึกษาทางเดินอาหาร

ของ giant land snail (Achatina fulica) และ giant keyhole limpet (Megathura crenulata) พบวา่ อวยัวะของ

ทางเดินอาหารสามารถแบ่งออกเป็นช่องปาก (mouth) ท่อบดอาหาร (crop) ต่อมนํÊาลาย (salivary gland) 

หลอดอาหาร (esophagus) กระเพาะอาหาร (stomach) ลาํไส้ (intestine) และทวารหนกั (anus) (Cardoso et. 

al., 2012; Martin et al., 2011) (ภาพทีÉ 2) ทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉสามารถแบ่งไดด้งันีÊ  mouth, buccal 

cavity, esophagic pouch, crop, stomach, style sac, midgut gland (digestive gland), thin gut, coiled gut, 

rectum และ anus (Godoy et. al., 2013) (ภาพทีÉ ś) การศึกษาโครงสร้างของเซลลใ์นระดบั ultrastructure 

พบวา่ ปริมาณเซลลจ์าํนวน Šŝ% ของทางเดินอาหาร (esophagus, style sac และ intestine) ของ giant keyhole 

limpet ประกอบดว้ย เซลล ์2 ชนิด คือ mucus secreting cell และ apocrine cell (Martin et. al., 2010) การวจิยั

เซลลข์องทางเดินอาหารของ Megathura crenulata พบวา่ เซลล์ของทางเดินอาหารสร้างนํÊายอ่ยหลายชนิด 

ไดแ้ก่ protease, amylase, lipase, cellulase, และ lysozyme ซึÉงนํÊ ายอ่ยเหล่านีÊ ถูกสร้างมาจาก apocrine cell 

ของ esophagus และ intestine (Martin et. al., 2011) อวยัวะในระบบทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  

ประกอบดว้ย ต่อมสร้างนํÊายอ่ย ไดแ้ก่ digestive gland ซึÉ งต่อมนีÊมีเยืÉอบผุวิประกอบดว้ย เซลล์ Ś ชนิด ไดแ้ก่ 

1) columnar cell ทีÉภายใน cytoplasm พบ vacuole จาํนวนมาก เรียกวา่ digestive cell   และ Ś) basophil cell ทีÉ

อาจมีการจดัเรียงตวัของเซลลเ์ป็นกลุ่ม (cluster) หรือ เซลล์เดีÉยว และภายใน cytoplasm พบ basophilic 

granule จาํนวนมาก (Kruatrachue et. al., 2011) การศึกษาโครงสร้างเซลลข์องต่อมนํÊาลายของหอย 

Philinopsis depicta สามารถแยกเซลลอ์อกเป็น ś ชนิด ไดแ้ก่ ciliated cell, granular cell และ cell with apical 

vacuole (Lobo-da-Cunha et. al., 2009)   การจดัจาํแนกเซลลต์ามลกัษณะของ rER และ secretory vesicle 

ของต่อมนํÊาลายจาก gastropods จาํนวน Ş ชนิด ไดแ้ก่ Elona quimperiana, Trissexodon constrictus, 

Hygromia limbata, Cernuella aginnica, Cepaea nemoralis และ Helix aspersa สามารถจาํแนกเซลล์

ออกเป็น ŝ ชนิด ไดแ้ก่ type A, B, C, D และ E (Serrano et. al., 1996)     
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ภาพทีÉ Ś ส่วนประกอบของทางเดินอาหารของ giant land snail ประกอบดว้ย mouth, crop, salivary gland, 

stomach, intestine และ anus (Cardoso et. al., 2012) 

 

 
 

ภาพทีÉ 3 ส่วนประกอบของทางเดินอาหารของ Pomacea canaliculata ประกอบดว้ย mouth (Mo), buccal 

cavity (Bc), esophagic pouches (Ep), crop (Cr), salivary gland (Sg), stomach (St), style sac (Ss), thin gut 

(Tg), coiled gut (Cg), rectum (Rt) และ anus (An) (Godoy et. al., 2013) 

 

 การทาํงานของระบบทางเดินอาหารของสัตวป์ระเภทหอยถูกควบคุมจาก peptide หลากหลายชนิด

เพืÉอการกระตุ้นหรือยบัย ัÊงการทํางานของเซลล์ของระบบทางเดินอาหาร   การกินอาหารของ Lymnaea 

stagnalis ถูกควบคุมด้วย octopamine peptide ทีÉ ถูกสร้างและหลัÉงมาจากเซลล์ของระบบประสาท ได้แก่ 

เซ ล ล์ ป ระ ส าท ทีÉ พ บ ใน  buccal ganglion (Vehovszky and Elliott, 2000)   ก ารค วบ คุ ม ก ระ บ วน ก าร 

metabolism และกระบวนการ glycogenolysis ของ Helix pomatia เกิดจากการควบคุมของ vasoactive 

intestinal peptide (VIP) ซึÉ งถูกสร้างและหลัÉงมาจากเซลล์ของระบบประสาทของหอย (Kaufmann et. al., 

1995)   สําหรับพฤติกรรมการกินอาหารของ H. aspersa พบว่าถูกควบคุมจากการทาํงานของ bioactive 

peptide เช่น cholecystokinin 8 (CCK8) ซึÉ ง peptide นีÊ ถูกสร้างและหลัÉงมาจากเซลล์ของระบบประสาท Ś 

ตาํแหน่ง คือ cerebrum และ buccal ganglia ซึÉ งการปรากฏของ peptide จะพบในระยะทีÉมีการกินอาหารของ

หอย (Pisu et. al., 2000)   มีการวิจยัพบว่า การกินอาหารถูกกระตุน้ด้วย ghrelin peptide ด้วยเช่นกนั ซึÉ งใน
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สัตวม์ีกระดูกสันหลงั peptide นีÊ  ถูกสร้างมาจากเซลล์ของกระเพาะอาหาร (Kojima et. al., 1999)   นอกจากนีÊ  

มีการวิจยัพบว่า ghrelin peptide สามารถสร้างมาจากเซลล์ในส่วนต่างๆ ของระบบทางเดินอาหารได้ด้วย

เช่นเดียวกัน (Kaiya et. al., 2011; Wang et. al., 2008; Wang et. al., 2009; Kaiya et. al., 2011)   โดยเฉพาะ 

grelin-like peptide ถูกพบอยู่ส่วนต่างๆของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  (Ngernsoungnern et al., 2016) 

สภาวะการอดอาหารสามารถกระตุน้การสร้างและหลัÉงของ ghrelin peptide ซึÉ งส่งผลตอ่การเพิÉมการหดตวั

หรือการทาํงานของระบบทางเดินอาหาร และสามารถเพิÉมการสร้างและการหลัÉง growth hormone ได้ดว้ย 

(Kojima et. al., 2001; Kaiya et.al., 2005; Kitazawa et. al., 2009)  

 

3. Leptin peptide 

Leptin peptide หรือ obese (ob) protein ถูกควบคุมการสร้างและการหลัÉงจาก ob gene โดยเซลลท์ีÉ

สร้างและหลัÉง leptin peptide ผา่นเขา้สู่กระแสเลือด คือ เซลลไ์ขมนั (adipocyte) (Zhang et. al., 1994; 

Borstein et. al., 2000)   การศึกษาวจิยับทบาทและหนา้ทีÉของ leptin peptide ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัพบวา่ 

leptin peptide ทาํหนา้ทีÉควบคุมการทาํงานของระบบต่างๆ ภายในร่างกาย ไดแ้ก่ การกินอาหาร ความสมดุล

ของพลงังาน และการทาํงานของระบบต่อมไร้ท่อ (Ahima et. al., 2000) นอกจากนีÊ  leptin peptide ยงัทาํ

หนา้ทีÉควบคุมการทาํงานของระบบสืบพนัธุ์เช่นเดียวกนั (Paczoska-Eliasiewicz et. al., 2003) โครงสร้างของ 

leptin peptide ประกอบดว้ย 167 amino acid และมีนํÊาหนกัประมาณ 16 kDa   เมืÉอ leptin peptide ถูกสร้าง

จากเซลล ์จะถูกนาํเขา้สู่กระแสเลือดเพืÉอลาํเลียงไปยงัอวยัวะเป้าหมาย และจบักบัตวัรับ (receptor) ในบริเวณ 

hypothalamus ส่วนควบคุมความอยากอาหาร (appetite center) ดงันัÊนสัตวจึ์งถูกยบัย ัÊงการกินอาหาร รายงาน

การวจิยัพบวา่ สาเหตุของโรคอว้นอยา่งรุนแรงสามารถเกิดจากความผิดปกติหรือความบกพร่องของ leptin 

gene หรือ leptin receptor หรือ leptin peptide (Campfield et. al., 1995; Montague et. al., 1997)   การทดลอง

เพืÉอลดนํÊาหนกัของร่างกายสามารถกระตุน้การทาํงานของ leptin gene เพืÉอเพิÉมการสร้างและการหลัÉง leptin 

peptide เขา้สู่กระแสเลือด ซึÉงหลกัการนีÊจะส่งผลต่อการลดการกินอาหาร และนาํไปสู่การลดนํÊาหนกัในทีÉสุด 

(Halaas et. al., 1995; Chen, 1996; Denbow et. al., 2000)   การทาํงานของ leptin peptide พบวา่ leptin 

peptide สามารถทาํงานร่วมกบั CCK เพืÉอการกระตุน้การทาํงานของ hypothalamus เพืÉอการลดการกินอาหาร 

แต่ไม่มีผลต่อการหลัÉงนํÊ ายอ่ยจากกระเพาะอาหารและตบัอ่อน (Konturek et. al., 2001)   การศึกษาระดบัของ 

leptin peptide ในเลือดของไก่ทีÉมีการสะสมของไขมนัร่างกายในปริมาณทีÉสูง พบวา่มีระดบัของ leptin 

peptide สูงกวา่ไก่ทีÉมีการสะสมของไขมนัปริมาณในปริมาณทีÉนอ้ย  ทฤษฎีสนบัสนุนรายงานการวจิยันีÊ  คือ 

ไก่ทีÉมีการสะสมไขมนัมากมีพลงังานเพียงพอต่อการใชง้านของร่างกาย ดงันัÊน การกินอาหารจึงลดลง แต่ไก่

ทีÉมีปริมาณของไขมนันอ้ยจึงตอ้งมีการกินอาหารในปริมาณทีÉสูง เพืÉอใหเ้พียงพอตอ่ความตอ้งการพลงังาน

ของร่างกาย นอกจากนีÊ  มีรายงานการวจิบัพบวา่การฉีด leptin peptide ในไก่นัÊน สามารถลดการกินอาหาร

ของไก่ เพราะการกระตุน้ผา่น satiety center ของ hypothalamus (Dridi et. al., 2005; Kuo et. al., 2005)   

นอกจาก leptin peptide จะถูกสร้างมาจากเซลล์ไขมนัแลว้ ยงัมีรายงานการวจิยัพบวา่ leptin peptide ยงัถูก

สร้างจากเซลลจ์ากอวยัวะของระบบทางเดินอาหารส่วนต่างๆ เช่น chief cell, gastric fundic mucosa ของ
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กระเพาะอาหาร และเซลลข์องลาํไส้ เป็นตน้ (Widjaja et. al., 2000; Nishi et. al., 2005; Bodo et. al., 1998; 

Cinti et. al., 2000; Sobhani et. al., 2000; Neglia et. al., 2007)    

ปัจจุบันพบว่า ยงัไม่มีการวิจยัเพืÉอศึกษาว่า leptin peptide เกีÉยวขอ้งกบัการกินอาหารในสัตวไ์ม่มี

กระดูกสันหลงัการ ดงันัÊน รายงานการวิจยัครัÊ งนีÊ จึงเป็นรายงานการวิจยัครัÊ งแรกทีÉแสดงถึงการปรากฏของ 

leptin peptide  ในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลัง นอกจากนีÊ การศึกษาวิจยัทางด้านความรู้พืÊนฐานเพืÉอทราบถึง

ฮอร์โมนทีÉควบคุมการกินอาหารของหอยเชอรีÉ  มีความสําคญัยิÉงเพืÉอนาํไปสู่งานวิจยัประยกุตเ์พืÉอต่อยอดองค์

ความรู้ในการควบคุมการกินอาหารหรือกินขา้วของหอยเชอรีÉในเชิงพาณิชยต่์อไป   

 



บททีÉ  ś 

วธีิดําเนินการวิจัย 

วธีิการเกบ็รวบรวมข้อมูล 

1. การเตรียมสัตว์ทดลอง (Animal preparation) 

สัตวท์ดลองเป็นหอยเชอรีÉ เพศเมียเพราะมีอตัราการกินอาหารสูงมากกว่าหอยเชอรีÉ เพศผู ้ เนืÉองจาก

หอยเชอรีÉ เพศเมียตอ้งการพลงังานสูงเพืÉอการเจริญพนัธุ์ การทดลองครัÊ งนีÊ คดัเลือกหอยทีÉมีการเจริญเติบโต

สมบูรณ์เต็มทีÉ  ซึÉ งการคัดเลือกจะพิจารณาจากความกวา้งของ operculum width ให้มีค่าเท่ากับ 4.5-5.6 

เซนติเมตร และนํÊาหนกัตวัอยูร่ะหวา่ง ŜŘ-Ŝŝ กรัม (Youens and Burks, 2008)  

หอยเชอรีÉทีÉใชก้ารทดลองในครัÊ งนีÊมีแหล่งทีÉมาจากแปลงนาจากอาํเภอโนนไทย จงัหวดันครราชสีมา 

(ภาพทีÉ 4)   แปลงนาทีÉถูกคดัเลือกเพืÉอจบัหอยเชอรีÉจะพิจารณาการปราศจากการฉีดพ่นสารเคมีเพืÉอกาํจดัหอย

เชอรีÉ  และแมลงศตัรูพืชเพืÉอลดปัจจยัทีÉมีผลต่อความสมบูรณ์ของสัตวท์ดลอง   โดยหอยเชอรีÉ ถูกนาํมาพกัทีÉ

ห้องปฏิบติัการนาน 2 สัปดาห์เพืÉอปรับสภาพร่างกาย    หอยถูกนาํใส่ไวใ้นอ่างนํÊ าพลาสติกขนาด ŚŘ ลิตร 

ปริมาณของหอยเชอรีÉ  ŚŘ ตวั/อ่างนํÊ า (ตวัผู ้ŝ ตวั และตวัเมีย řŝ ตวั) และหอยไดรั้บผกับุง้เป็นอาหารวนัละ ř 

ครัÊ ง การควบคุมอุณหภูมิภายในห้องถูกควบคุมทีÉประมาณ Śş-ŚŠ องศาเซลเซียส และระยะเวลาการรับแสง

สวา่ง řŚ ชัÉวโมง และไม่ไดรั้บแสงสวา่ง řŚ ชัÉวโมง 

 

 
 

ภาพทีÉ Ŝ ตาํแหน่งของอาํเภอโนนไทย จงัหวดันครราชสีมา และเส้นทางจากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี

เพืÉอไปเก็บตวัอยา่ง (https://maps.google.co.th/maps) 
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2. การศึกษาลกัษณะโครงสร้างของทางเดนิอาหารของหอยเชอรีÉ 

หอยเชอรีÉ ถูกทาํให้สลบดว้ยนํÊาแข็งเพืÉอลดความเจ็บปวดจากการผา่ตดั เปลือกหอยถูกทุบให้แตกดว้ย

ค้อน อวยัวะในระบบทางเดินอาหารถูกนําออกมาและตัดแยกออกเป็นส่วนๆ ได้แก่ ř) esophagus, 2) 

stomach, 3) small intestine และ Ŝ) large intestine (ภาพทีÉ 5)   อวยัวะส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารถูกตดั

เลือกเฉพาะบริเวณกลางของแต่ละส่วนเท่านัÊนเพืÉอป้องกนัการปนเปืÊ อนจากส่วนทีÉอยูใ่กลเ้คียง  เนืÊอเยืÉอทีÉแยก

ออกมาถูกรักษาสภาพด้วย Bouin’s fixative (Bio-optica, Milano, Italy) นาน ŚŜ ชัÉวโมง   เมืÉอเนืÊอเยืÉอผ่าน

กระบวนการรักษาสภาพด้วย Bouin’ s fixative เรียบร้อยแล้ว   เนืÊอเยืÉอถูกลา้งดว้ย şŘ% Alcohol จาํนวน ŝ 

ครัÊ งๆ ละ řŘ นาที เพืÉอชะลา้ง fixative ส่วนเกินออกจากเนืÊอเยืÉอ ชิÊนเนืÊอตวัอยา่งถูกนาํเขา้สู่กระบวนการดึงนํÊ า

ออ กจากเนืÊ อ เยืÉอด้ว ย 70% , 80% , 90% , 95% , 100%  Alcohol ด้วยเค รืÉ อง  Tissue processor (ATP 700, 

Australia)  ตามดว้ยการนาํชิÊนเนืÊอตวัอย่างฝังใน paraffin wax ด้วยเครืÉองมือ Embedding station (Bio-optica 

รุ่น CD 1000, Italy)  แลว้นาํ paraffin block ไปตดัดว้ยเครืÉองตดั Rotary microtome (Hestion รุ่น EMR 4000, 

Australia) ทีÉความหนา ŝ µm  ตามดว้ยการวาง paraffin sections บน slide  

 
 

ภาพทีÉ ŝ โครงสร้างของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ ทีÉใช้ในการทดลอง ประกอบด้วย หลอดอาหาร 

(esophagus) กระเพาะอาหาร (stomach) ลาํไส้เล็ก (small intestine) และลาํไส้ใหญ่ (large intestine)  

 

2.1  การเตรียมเนืÊอเยืÉอเพืÉอศึกษาด้วย light microscope 

Paraffin section จากเนืÊอเยืÉอแต่ละส่วนของทางเดินอาหาร ถูกนําไปยอ้มด้วยสี hematoxylin and 

eosin (Bio-Optica) โดย section ถูกจุ่มใน xylene (Fisher Chemical, New Jersey, NY) เพืÉอกําจัด paraffin 

ออกจากเนืÊอเยืÉอ  การยอ้มสีจาํเป็นตอ้งให้มีนํÊ าในเนืÊอเยืÉอ ดงันัÊน section ถูกนาํไปผา่นกระบวนการ rehydrate 

ดว้ยการจุ่มเนืÊอเยืÉอใน graded series of ethanol (100-70%) ตามลาํดบั และตามดว้ยการจุ่มใน distilled water 

เพืÉอนาํนํÊ าเขา้ไปในเนืÊอเยืÉอ   ข ัÊนตอนภายหลงัการยอ้มดว้ยสี hematoxylin and eosin นัÊน เนืÊอเยืÉอถูก dehydrate 
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ด้วยการจุ่มใน graded series of ethanol (70-100%) ตามลาํดับ ตามด้วยกระบวนการ clearing ด้วย xylene  

และขัÊนตอนสุดทา้ย คือ การปิด section ดว้ย cover slip   สังเกตลกัษณะของเนืÊอเยืÉอภายใต ้light microscope 

(Nikon Eclipse 80i) และถ่ายรูปดว้ย Olympus DP72 Camera  

Ś.Ś   การวดัความสูงของ epithelial cell  

ความสูงของ epithelial cell ทีÉบุผนังของส่วนต่างๆของทางเดินอาหารถูกวดั โดยเลือกถ่ายรูปจาก 

section ของแต่ละส่วนของทางเดินอาหาร (n = 5, each) แต่ละ section ถูกถ่ายภาพทัÊงหมด 10 ภาพ       (1 

microscopic field area เท่ากบั Ř.şŝ ตารางมิลลิเมตร ทีÉกาํลงัขยายเท่ากบั 40×) การวดัความสูงของ epithelial 

cell จะวดัจาก basement membrane ขึÊนไปยงั apical surface ของ epithelial cell โดยใช ้CellˆD software   

2.3   การศึกษาการปรากฎของ mucin-secreting cell ในส่วนต่างๆของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ 

Paraffin section จากส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหาร ถูกนํามาศึกษาการปรากฎของ neutral mucin- 

และ acidic mucin-secreting cell โดยการยอ้มด้วย Periodic acid-Schiff (PAS) และ alcian blue, pH 1.0 และ 

2.5 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) การยอ้มสีตอ้งมีการนํา paraffin ออกจากเนืÊอเยืÉอดว้ย xylene  ตามดว้ย

การดึงนํÊ าเข้าสู่เนืÊ อเยืÉอด้วยกระบวนการ rehydrate ด้วยการจุ่มใน graded series of ethanol (100-70%) 

ตามลําดับ แล้วนําเนืÊ อเยืÉอไปย้อมด้วย PAS หรือ alcian blue, pH ř.Ř หรือ pH Ś.ŝ จากนัÊ น section ถูก 

dehydrate ดว้ย graded series of ethanol (70-100%) ตามลาํดบั ผ่านกระบวนการ clearing ด้วย xylene และ

ขัÊ นตอนสุดท้าย คือ mount เนืÊ อ เยืÉอด้วย Permount (Fisher Chemical) ก่อนทีÉ จะนําไปศึกษาด้วย light 

microscope 

จาํนวนของ mucin-secreting cell จากแต่ละส่วนของทางเดินอาหารถูกนบัภายใต ้light microscope 

และคาํนวณเป็นเปอร์เซ็นตข์องจาํนวนของ mucin-secreting cell จากแต่ละส่วนของทางเดินอาหารดงัสมการ 

 

 

Ś.Ŝ การเตรียมเนืÊอเยืÉอเพืÉอศึกษาด้วย transmission electron microscope 

หอยเชอรีÉถูกทาํให้สลบดว้ยนํÊาแขง็เพืÉอลดความเจ็บปวดจากการผ่าตดั เปลือกหอยถูกทุบให้แตกดว้ย

คอ้น ส่วนต่างๆของทางเดินอาหารถูกนาํออกมาและตดัแยกออกเป็นส่วนๆ ไดแ้ก่ ř) esophagus, 2) stomach, 

3) small intestine และ Ŝ) large intestine (ภาพทีÉ 5)  ส่วนต่างๆของทางเดินอาหารถูกตดัเลือกเฉพาะบริเวณ

กลางของแต่ละส่วนเท่านัÊ น  เนืÊ อเยืÉอทีÉแยกออกมาถูกรักษาสภาพด้วย 2.5% glutaraldehyde และ Ś% 

paraformaldehyde (Aros Organics) ใน   phosphate buffer saline (PBS), pH 7.Ŝ แ ล ะแช่ เนืÊ อ เยืÉอน าน 12 

ชัÉวโมง  ทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส สาํหรับสาร glutaraldehyde และ paraformaldehyde ส่วนเกินทีÉเกาะทีÉอยู่

ในเนืÊ อเยืÉอถูกล้างออกด้วย phosphate buffer saline และนําเนืÊ อเยืÉอเข้าสู่กระบวนการ post-fix ด้วย ř% 

osmiumtetroxide (Electron Microscopy Sciences)  ใน  PBS  จากนัÊน เนืÊอเยืÉอถูก dehydrate เพืÉอดึงนํÊ าออก
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จากเนืÊอเยืÉอดว้ย graded series of ethanol (ŝŘ-řŘŘ%) ตามลาํดับ  ตามด้วยการนาํเนืÊอเยืÉอเขา้สู่กระบวนการ 

clearing ด้วย propylene oxide และผ่านกระบวนการ infiltration ด้วยพลาสติกจากอัตราส่วนผสมของ 

propylene oxide : araldite 502 resin (2:1, 1:1 และ ř:2 v/v ตามลาํดบั) และขัÊนตอนสุดทา้ย เนืÊอเยืÉอถูกฝังลง

ในพลาสติก araldite 502 resin (Electron Microscopy Sciences) ภายหลังจากทีÉ  araldite แข็งตัวสมบูรณ์

เรียบร้อยแลว้ tissue block ถูกนาํมาตดัเป็น semi-thin section และถูกนาํไปยอ้มด้วยสี methylene blue เพืÉอ

กําหนดบริเวณทีÉต้องการจะตัดเนืÊ อเยืÉอให้เป็น thin section เมืÉอได้ thin section เป็นทีÉ เรียบร้อยแล้ว thin 

section ถูกนําไป coat ด้วย lead citrate  และ uranyl acetate ก่อนทีÉจะนําไปศึกษาด้วย JEOL-JEM-2010 

transmission electron microscope 

 

3. การศึกษาการปรากฏของ leptin peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  

3.1 วธีิ immunoperoxidase  

 Paraffin section ของเนืÊอเยืÉอจากส่วนต่างๆของทางเดินอาหาร จากการเตรียมตามกระบวนการทีÉได้

กล่าวไปแลว้ขา้งตน้ ถูกนําเขา้สู่กระบวนการกาํจดั paraffin wax ออกจากเนืÊอเยืÉอดว้ย xylene 3 ครัÊ งๆ ละ ŝ 

นาที จากนัÊนนาํเนืÊอเยืÉอเขา้สู่กระบวนการดึงนํÊ าเขา้สู่เนืÊอเยืÉออีกครัÊ ง ด้วยแอลกอฮอล์ทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

ประกอบดว้ย řŘŘ%, 95%, 90% และ 70% แอลกอฮอล์ ตามลาํดบั ซึÉ งแต่ละความเขม้ขน้ตอ้งทาํซํÊ าจาํนวน 2 

ครัÊ งๆ ล ะ ŝ นาที    เนืÊ อ เยืÉอจะถูกแช่ใน ş0%  แอลก อฮอล์ทีÉ ผสมด้วย 1%  LiCO3 เป็น เวลา śŘ นาที 

(อุณหภูมิห้อง) เพืÉอกาํจดั picric acid ทีÉมีอยู่ในเนืÊอเยืÉอจากการรักษาสภาพดว้ย Bouin’s fixative  เนืÉองจาก

ทดลองเป็นการยอ้ม immunoperoxidase technique ดงันัÊน endogenous peroxidase ภายในเนืÊอเยืÉอ จึงตอ้งถูก

กําจัดด้วยการแช่เนืÊ อเยืÉอใน ř% hydrogen peroxide ใน PBS, pH 7.Ŝ ทีÉ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา śŘ นาที  

สาํหรับการกาํจดั free aldehyde group ทีÉอยูใ่นเนืÊอเยืÉอ กระทาํดว้ยการแช่เนืÊอเยืÉอใน Ř.ř M glycine ใน PBS ทีÉ

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา śŘ นาที  และการเพิÉม permeability ของเนืÊอเยืÉอทาํโดยใช้กระบวนการแช่เนืÊอเยืÉอใน 

0.1% Triton X-100 ทีÉอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา śŘ นาที   สาํหรับการป้องกนัการจบัแบบไม่จาํเพาะเจาะจง (non-

specific binding) ของ primary antibody ทําด้วยการแช่เนืÊ อ เยืÉอใน Ŝ%  bovine serum albumin (BSA) ทีÉ

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6Ř นาที ในกล่องเก็บความชืÊน (moist chamber)   ตามดว้ยการแช่เนืÊอเยืÉอกบั primary 

antibody คือ rabbit anti-human (dilution 1:500) (Abcam, UK) ทีÉ อุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส ในกล่องเก็บ

ความชืÊน (moist chamber) เป็นเวลา řŚ ชัÉวโมง  สําหรับ primary antibody ส่วนเกินหรือส่วนทีÉจบัแบบไม่

จาํเพาะเจาะจงจะถูกกําจดัจากการล้างด้วย PBS ทีÉผสมด้วย Ř.ř% Tween 20 จาํนวน ś ครัÊ งๆ ละ 10 นาที   

การตรวจหา primary antibody ในเนืÊอเยืÉอจะถูกตรวจด้วยการนําเนืÊอเยืÉอไปแช่กับ secondary antibody คือ 

goat anti rabbit-HRP (dilution 1:1,000) (Abcam, UK) ทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส ในกล่องเก็บความชืÊน 

(moist chamber) เป็นเวลา 60 นาที  สําหรับ secondary antibody ส่วนเกินหรือส่วนทีÉจบัแบบไม่จาํเพาะ

เจาะจงกบั primary antibody จะถูกกาํจดัจากการล้างดว้ย PBS ทีÉผสมด้วย Ř.ř% Tween 20 จาํนวน ś ครัÊ งๆ 

ละ 10 นาที   ตามด้วยการใส่ substrate เพืÉอให้ท ําปฏิกิริยากับ peroxidase คือ การแช่เนืÊ อเยืÉอกับ 0.05% 

diaminobenzidine (DAB) และ 0.03% hydrogen peroxide ซึÉ งผลิตภณัฑ์หรือผลการทดลองทีÉได้เห็นเป็นสี
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นํÊ าตาลเข้ม  สําหรับ negative control แบ่งออกเป็น Ś กลุ่ม ได้แก่ ř) กลุ่มทีÉ เนืÊ อเยืÉอไม่ได้แช่กับ primary 

antibody แต่แช่กบั PBS แทน เพืÉอตรวจสอบการจบัทีÉจาํเพาะเจาะจงของ secondary antibody และ Ś) กลุ่มทีÉ 

primary antibody ถูก pre-absorbed ด้วย leptin peptide (Abcam, UK) โดยการ incubate primary antibody ทีÉ 

working dilution กับ řŘŘ µg leptin peptide ข้ามคืนทีÉ อุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส เพืÉอตรวจสอบการจบัทีÉ

จาํเพาะเจาะจงของ primary antibody  ผลการทดลองทีÉไดถู้กถ่ายภาพดว้ยกลอ้งรุ่น Nikon ECLIPESE E600 

light microscope และ Nikon ECLIPESE 2000 CCD camera  

3.2 การนับความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin peptide 

 การนบัความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin peptide (จาํนวนเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ 

leptin peptide/พืÊนทีÉ (ตารางมิลลิเมตร)) การทดลองทาํดว้ยการถ่ายภาพจาก section ทีÉผา่นกระบวนการยอ้ม 

immnoperoxidase เรียบร้อยแล้ว  ภาพถ่ายทีÉเลือกมานับจาํนวนเซลล์จะถูกถ่ายจาก section ของแต่ละส่วน

ของทางเดินอาหาร (n = 5, each) แต่ละ section ถูกถ่ายภาพทัÊงหมด 10 ภาพ (1 microscopic field area เท่ากบั 

0.75 ตารางมิลลิเมตร ทีÉกาํลงัขยายเท่ากบั 40× และในแต่ละภาพ เซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin peptide ได้

ถูกนบัจาํนวนโดยใช ้CellˆD software  เมืÉอไดค้่าเฉลีÉยของความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin 

peptide จากแต่ละส่วนของทางเดินอาหารแลว้ ค่าเฉลีÉยนีÊไดถู้กนาํมาเปรียบเทียบทางสถิติโดยการใช ้analysis 

of variance (ANOVA) ตามด้วย Tukey post hoc multiple comparison  โดยค่า probability value ทีÉน้อยกว่า 

0.05 (p<0.05) ถือวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

 

4. การศึกษาการแสดงออกของ leptin peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ ด้วย

วธีิ Western immunoblotting 

หอยเชอรีÉ ถูกทาํให้สลบดว้ยนํÊ าแข็ง เปลือกหอยถูกทุบให้แตกด้วยคอ้นเพืÉอตดัแยกระบบทางเดิน

อาหารออกเป็นส่วนๆ ไดแ้ก่ ř) esophagus, 2) stomach, 3) small intestine และ 4) large intestine ส่วนต่างๆ

ของทางเดินอาหารถูกตดัเลือกเฉพาะบริเวณกลางของแต่ละส่วนเท่านัÊน เนืÊอเยืÉอทีÉถูกตดัออกมาถูกรักษา

สภาพของโปรตีนในเนืÊอเยืÉอด้วยการแช่แข็งเนืÊอเยืÉอใน liquid nitrogen และจดัเก็บในตูแ้ช่แข็งทีÉ -ŠŘ องศา

เซลเซียส เพืÉอรอการทดลองขัÊนตอนต่อไป 

4.1 การสกดัโปรตีนจากส่วนต่างๆ ของระบบทางเดินอาหาร 

ส่วนต่างๆของทางเดินอาหารทีÉผ่านการแช่แข็งแลว้ถูกนาํมาชัÉงนํÊ าหนกั แลว้นาํใส่ในหลอดแกว้บด

เนืÊอเยืÉอด้วยมือ (hand homogenizer) ทีÉถูกแช่ในนํÊ าแข็งเพืÉอควบคุมให้มีอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส  

แล้วจึงใส่ lysis buffer (10mM Tris-HCl, 150 mM NaCl และ 1mM EDTA) ทีÉผสมด้วย Ř.ŝ% Triton X-100 

และ ř mM phenylmethysulnyfluoride (PMSF) ลงไปในหลอดแกว้บดเนืÊอเยืÉอทีÉปริมาตร ŝ เท่าของเนืÊอเยืÉอ 

(นํÊ าหนกัเนืÊอเยืÉอ/ปริมาตร buffer)  และบดเนืÊอเยืÉอจนละเอียด ซึÉงกระบวนการบดทาํในนํÊาแข็งตลอดเวลาเพืÉอ

ป้องการสลายของโปรตีน (protein degradation) จากนัÊน นาํของเหลวจากการบดเนืÊอเยืÉอทีÉไดใ้ส่ในหลอด

ทดลองขนาด 15 ml เพืÉอนาํไปปัÉนแยกทีÉความเร็ว ŚŘ,000g ทีÉความเย็น Ŝ องศาเซลเซียส นาน ŚŘ แลว้จึงดูด



 

 

16

เก็บเฉพาะสารละลายทีÉอยูด่้านบน (supernatant) เท่านัÊน ปริมาณของโปรตีนทีÉสกดัแยกออกมาไดจ้ะถูกวดั

ดว้ย Bradford’s assay 

4.2 วธีิการทํา Western immunoblotting 

โปรตีนสกัด (crude protein) จากส่วนต่างๆของทางเดินอาหารถูกปรับปริมาณให้เท่ากันด้วย 

phosphate buffer saline (PBS) การทดลองครัÊ งนีÊ ใชค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ากบั ŜŘ µg จากนัÊนใส่ loading 

dye เพืÉอทาํให้โปรตีนมีความเป็นประจุลบ (negative charge) การส่งโปรตีนให้ลอดผ่านช่องตะแกรงของ 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) จะ ต้องทําให้ โค รงส ร้างข อง

โปรตีนยืดออกเป็นสายยาว (linear protein) ดงันัÊนโปรตีนสกดัจึงถูกนาํไปตม้ทีÉอุณหภูมิ řŘŘ องศาเซลเซียส 

เวลา ś นาที    และถูกนําไปแยกขนาดด้วย řŚ.ŝ% SDS-PAGE จากนัÊ นโปรตีนสกัดถูกส่งถ่ ายด้วย

กระแสไฟฟ้าเพืÉอไปยงั nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, UK) นาน ŞŘ นาที   เพืÉอป้องการ

จบัแบบไม่จาํเพาะเจาะจง (non-specific binding) ของ primary antibody แผ่น membrane จึงถูกนาํไปแช่ใน 

5% skimmed milk (ละลายใน PBS) ทีÉอุณหภูมิหอ้ง นาน ŞŘ นาที  และการตรวจหา leptin peptide ในเนืÊอเยืÉอ

นัÊ น ท ําได้โดยการนําแผ่น membrane ไปแช่กับ primary antibody คือ rabbit anti-human leptin (dilution 

1:500) (Abcam, UK) ทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส เป็นเวลา řŚ ชัÉวโมง  สําหรับ primary antibody ส่วนเกิน

หรือส่วนทีÉ จ ับแบบไม่จ ําเพาะเจาะจงถูกกําจัดด้วยการล้างด้วย PBS ทีÉผสมด้วย Ř.ř% Tween 20 ทีÉ

อุณหภูมิห้อง จาํนวน ś ครัÊ งๆ ละ 10 นาที  จากนัÊนแผ่น membrane ถูกนาํไปแช่กบั secondary antibody คือ 

goat anti-rabbit-HRP (dilution 1:5,000) (Abcam, UK) และทิÊงไวที้Éอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที สําหรับ 

secondary antibody ส่วนเกินหรือส่วนทีÉจบัแบบไม่จาํเพาะเจาะจงจะถูกกาํจดัดว้ยการล้างด้วย PBS ทีÉผสม

ด้วย Ř.ř% Tween 20 ทีÉ อุณหภูมิห้อง จาํนวน ś ครัÊ งๆ ละ 10 นาที  ตามด้วยการใส่ substrate เพืÉอให้ท ํา

ปฏิกิริยากับ peroxidase ทําโดยการแช่แผ่น membrane กับ 0.05% diaminobenzidine (DAB) และ 0.03% 

hydrogen peroxide เพืÉอสังเกตแถบ band ของ leptin peptide  ซึÉ งผลิตภณัฑ์หรือผลการทดลองจะทีÉไดจ้ะเห็น

เป็นสีนํÊ าตาลเข้ม สําหรับ positive control ของการทดลองใช้ human leptin peptide (Abcam, UK) ส่วน 

negative control แบ่งออกเป็น Ś กลุ่ม ได้แก่ ř) membrane ทีÉไม่ได้แช่กบั primary antibody แต่แช่กบั PBS 

แทน เพืÉอตรวจสอบการจบัทีÉจาํเพาะเจาะจงของ secondary antibody และ Ś) กลุ่มทีÉ primary antibody ถูก 

pre-absorbed ด้วย leptin peptide (Abcam, UK) โดยการ incubate primary antibody ทีÉ working dilution กับ 

100 µg leptin peptide ขา้มคืนทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส เพืÉอตรวจสอบการจบัทีÉจาํเพาะเจาะจงของ primary 

antibody  

Ŝ.ś การเปรียบเทียบปริมาณแบบ semi-quantitative ของ leptin peptide ทีÉปรากฏในส่วนต่างๆ ของ

ทางเดินอาหาร 

 การเปรียบเทียบปริมาณของ immunoreactive band จากส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารด้วยการใช้

โป รแ ก รม ค อ ม พิ ว เต อ ร์  (Image J software) ส าม ารถ ทําด้ วย ก ารว าง  box (50 × 50 pixels) ล ง บ น 

immunoreactive band แต่ละ band เพืÉอให้ software ทาํการวดัค่า intensity จาก immunoreactive band ของแต่

ละ band เหล่านัÊน  ค่าตวัเลขทีÉไดอ้อกมาจะมีหน่วยเป็น arbitrary unit (AU)   การทดลองไดถู้กทาํซํÊ าทัÊงหมด 
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ŝ ครัÊ ง โดยใช้ตวัอย่างเนืÊอเยืÉอจากหอย ŝ ชุด ไม่ซํÊ าก ัน เมืÉอได้ค่าเฉลีÉยของ intensity ของ immunoreactive 

band จากส่วนต่างๆของทางเดินอาหารแล้ว ค่าเฉลีÉยเหล่านีÊ ได้ถูกนํามาเปรียบเทียบทางสถิติโดยการใช ้

analysis of variance (ANOVA) ตามด้วย Tukey post hoc multiple comparison  โดยค่า probability value ทีÉ

นอ้ยกวา่ Ř.Řŝ (p<Ř.Řŝ) ถือวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

 

5. การเปรียบเทียบปริมาณของ leptin peptide ใน hemolymph ของหอยเชอรีÉทีÉกินอาหารปกติและ

หอยทีÉอดอาหาร โดย วธีิ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

ŝ.ř การแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง 

หอยเชอรีÉ ถูกแบ่งออกเป็น Ś กลุ่ม (กลุ่มละ řŘ ตวั) ได้แก่ 1) กลุ่มกินอาหารปกติ และ 2) กลุ่มอด

อาหาร ŚŜ ชัÉวโมง  

ŝ.Ś การเกบ็ hemolymph 

เมืÉอหอยกลุ่มอดอาหารไดรั้บการอดอาหารครบ ŚŜ ชัÉวโมงแลว้ hemolymph จะถูกเก็บจากทัÊงหอย

กลุ่มกินอาหารปกติและกลุ่มอดอาหาร โดยการใช้ tip สะกิดทีÉบริเวณ foot muscle ของหอย และรอให ้

hemolymph หยดลงมา หลังจากนัÊ นหอยกลุ่มอดอาหารจะได้กินอาหารปกติเป็นเวลา ŝ ชัÉวโมง   และ 

hemolymph จะถูกเก็บจากทัÊงหอยกลุ่มกินอาหารปกติและกลุ่มอดอาหารอีกครัÊ ง   

5.3 การทาํ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 Hemolymph ถู ก นํ า ไ ป ปัÉ น เห วีÉ ย ง เพืÉ อ ใ ห้ ต ก ต ะ ก อ น  ทีÉ ค ว าม เร็ ว  ř Ř ,0 0 0 g ทีÉ อุ ณ ห ภู มิ                              

Ŝ องศาเซลเซียส นาน řŘ นาที   และดูดเก็บเฉพาะสารละลายทีÉอยู่ดา้นบน (supernatant) เท่านัÊน   ปริมาณ

ของ protein ทีÉอยูใ่น hemolymph ถูกวดัดว้ยเทคนิค Bradford’s assay จากนัÊนปริมาณของ leptin peptide ใน 

hemolymph ถูก นําไป วัดด้วยวิ ธี  enzyme-linked immunosorbent assay  ก ารท ดล องนีÊ ใช้  human leptin 

peptide (Abcam, UK) เป็นค่ามาตรฐาน (standard) ของการทดลอง ปริมาณ protein ทีÉอยูใ่น hemolymph จาก

หอยแต่ละกลุ่มทดลองถูก diluted ด้วย coating buffer (15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3, pH 9.6) ให้ได้

ปริมาณทีÉ เท่าๆ กัน คือเท่ากับ ŜŘ µg จากนัÊ นถูก coat ลงบน ELISA plate ทีÉปริมาตร řŘŘ µl และนําไป 

incubate ทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส เป็นเวลา řŚ ชัÉวโมง  จากนัÊนโปรตีนส่วนเกินจะถูกลา้งออกดว้ย Ř.Řř M 

PBS (pH 7.Ŝ) ทีÉมีส่วนผสมของ Ř.Řŝ% Tween-20 จาํนวน Ś ครัÊ งๆ ละ ŝ นาที    การป้องกนัการจบัแบบไม่

จาํเพาะเจาะจง (non-specific binding) ของ primary antibody ทาํโดยการใส่ 100 µl blocking solution (0.25% 

BSA, 0.05% Tween 20 ใน Ř.ŘřM PBS, pH 7.Ŝ)  เป็นเวลา 60 นาที ทีÉอุณหภูมิ śş องศาเซลเซียส   ภายหลงั

จากการลา้ง blocking solution ส่วนเกินออกไปดว้ย PBS เรียบร้อยแลว้ primary antibody (rabbit anti-human 

leptin (dilution 1:500)) (Abcam, UK) ถุกใส่ลงไปใน plate ทีÉปริมาตร 100 µl และปล่อยทิÊงไวเ้ป็นเวลา ś 

ชัÉวโมง ทีÉอุณหภูมิ śş องศาเซลเซียส   จากนัÊนลา้ง primary antibody ส่วนเกินหรือส่วนทีÉจบัแบบไม่จาํเพาะ

เจาะจงดว้ย Ř.Řŝ% Tween 20 ใน Ř.Řř M PBS จาํนวน Ś ครัÊ งๆ ละ ŝ นาที   สําหรับ secondary antibody ของ

การทดลอง คือ goat anti rabbit-HRP (dilution 1:5000) (Abcam, UK) ปริมาตร řŘŘ µl โดย incubate กับ 

secondary antibody เป็นเวลา 60 นาที  ทีÉ อุณห ภูมิ śş องศาเซลเซียส   แล้วจึงล้าง secondary antibody 
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ส่วนเกินหรือส่วนทีÉจบัแบบไม่จาํเพาะเจาะจงดว้ย Ř.Řŝ% Tween 20 ใน Ř.Řř M PBS จาํนวน Ś ครัÊ งๆ ละ ŝ 

นาที  แลว้จึงตรวจสอบ primary-secondary complex ดว้ยการใส่ substrate คือ TMB solution ทีÉปริมาตร řŘŘ 

µl เพืÉอสังเกตปริมาณการเกิดสีของผลิตภณัฑ์  ปฏิกิริยาถูกหยุดดว้ยการใส่ řŘŘ µl ของ stopping solution (2 

M H2SO4) และนาํผลการทดลองทีÉไดไ้ปอ่านค่าความเขม้ของแสงทีÉ ŜŝŘ nm โดยใชเ้ครืÉอง spectrophotometer  

ความถูกตอ้งของผลการทดลองสามารถตรวจสอบดว้ย 1) การใส่ PBS แทน primary antibody และ 2) การ

ใช ้pre-absorbed primary antibody (รายละเอียดตามทีกล่าวไวแ้ลว้ในวิธี immunoperoxidase)      

5.Ŝ การวเิคราะห์ข้อมูล 

 ขอ้มูลทีÉได้ถูกนํามาวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติเชิงปริมาณโดยการใช้ one-way Analysis of Variance 

(ANOVA) และตามด้วย  Tukey post hoc multiple comparison โดยค่า p-value  น้อยกว่า 0.05 (p<0.05) ถือ

วา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

 

6. การเปรียบเทียบนํÊาหนักตัวและปริมาณอาหารทีÉกิน ระหว่างหอยทีÉได้รับและไม่ได้รับการฉีด leptin 

peptide 

Ş.ř การฉีด leptin peptide  

หอยถูกแบ่งออกเป็น Ŝ กลุ่มๆ ละ řŘ ตวั ได้แก่ ř) หอยกลุ่มทีÉ 1 ได้รับการฉีดด้วย 0.9% normal 

saline เพืÉอเป็นกลุ่มควบคุม Ś) หอยกลุ่มทีÉ Ś-Ŝ ไดรั้บการฉีด  leptin peptide ทีÉปริมาณต่างๆ กนั (ř, řŘ และ 

100 ng/g body weight ตามลาํดบั)  การฉีดกระทาํในวนัทีÉ 1 และวนัทีÉ ś เวลาประมาณ ŘŠ.ŘŘ น. โดย  leptin 

peptide ถูก dilute ใน 0.9% normal saline เป็น 3 ความเขม้ขน้ตามทีÉกล่าว  

6.2 การชัÉงนํÊาหนักหอย 

หอยทุกตวัในแต่ละกลุ่มจะถูกนาํไปชัÉงนํÊ าหนกัในวนัทีÉ Ř (วนัก่อนเริÉมการทดลอง ก่อนการฉีด leptin 

peptide), วนัทีÉ 3 และวนัทีÉ 5 ของการทดลอง วิธีการชัÉงนํÊ าหนกัของหอยทาํดว้ยการนาํหอยมาวางบนผา้นาน 

ř ชัÉวโมง เพืÉอกาํจดันํÊ าอยู่ในเปลือกหอยให้ไหลออกมาเพืÉอป้องกนัการคาดเคลืÉอนของนํÊาหนกัตวัหอยจากนํÊ า

ทีÉสะสมในตวัหอย   

6.3 การให้อาหารและการบันทึกปริมาณอาหารทีÉกนิ 

หอยได้รับอาหารเป็นใบผกับุง้ทีÉอบใน oven ทีÉอุณหภูมิ śş องศาเซลเซียส นาน Ŝ ชัÉวโมง โดยไดรั้บ

วนัละ ř ครัÊ ง หลงัจากไดรั้บการฉีด leptin peptide หรือ normal saline นาน 2 ชัÉวโมง ใบผกับุง้ทีÉเหลือจากการ

กินถูกเก็บในตอนเชา้ของวนัถดัไป และถูกนาํไปอบทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน Ŝ ชัÉวโมง แลว้จึงถูก

บนัทึกนํÊาหนกั โดยบนัทึกในวนัทีÉ Ř (วนัก่อนเริÉมการทดลอง ก่อนการฉีด leptin peptide) และวนัทีÉ ř-4 ในแต่

ละวนัหอยแต่ละกลุ่มได้รับปริมาณอาหารทีÉเท่าๆ กัน กาํหนดจาการชัÉงนํÊ าหนักของอาหารทีÉให้  จากนัÊน

อาหารหลงักินถูกชัÉงนํÊาหนกัเช่นเดียวกนั และคาํนวณหานํÊาหนกัของอาหารทีÉถูกกิน 
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Ş.Ŝ การวเิคราะห์ข้อมูล 

 ขอ้มูลทีÉได้ถูกนํามาวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติเชิงปริมาณโดยการใช้ one-way Analysis of Variance 

(ANOVA) และตามด้วย  Tukey post hoc multiple comparison โดยค่า p-value  น้อยกว่า 0.05 (p<0.05) ถือ

วา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

 

 

  



บททีÉ  4 

ผลการวจิัย   

             

1. ลักษณะโครงสร้างของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ 

1.1 ผลของการศึกษาด้วย light microscope 

การศึกษาเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉพบว่า ทางเดินอาหารส่วน esophagus, 

stomach และ large intestine ถูกบุด้วยเยืÉอบุผิวชนิด simple columnar epithelium with microvilli (ภาพทีÉ Ş)  

โดยเซลล์วางอยู่บน basement membrane และตาํแหน่งของ nucleus อยู่บริเวณฐานของเซลล์ ส่วนทางเดิน

อาหารส่วน small intestine ถูกบุดว้ยเยืÉอบุผิวชนิด pseudostratified columnar epithelium with cilia โดยเซลล์

มีลกัษณะเป็นเซลล์ทรงสูง วางอยูบ่น basement membrane และตาํแหน่งของ nucleus ของแต่ละเซลล์อยูต่่าง

ระดบักนั แต่อยูค่่อนมาทาง basement membrane มากกวา่   

การศึกษาวิจ ัยครัÊ งนีÊ  ได้ทําการวดัความสูงของเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารส่วนต่างๆด้วย

โปรแกรม CellˆD software เพืÉอทําการเปรียบเทียบความสูงของส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหาร  ซึÉ งผล

การศึกษาพบว่า  small intestine มีความสูงของเยืÉอบุผิวมากทีÉสุด (Ś.ŘŘ±0.19 µm) (ภาพทีÉ ş) โดยมีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ เมืÉอเทียบกบัความสูงของเยืÉอบุผิวของ esophagus (0.8±0.05 µm) stomach 

(1.10±0.06 µm) และ large intestine (1.00±0.07 µm)  

การศึกษาการปรากฏของ mucin-secreting cell ในเยืÉอบุผิวของส่วนตา่งๆของทางเดินอาหาร ใช้

การยอ้มดว้ยสี Ś ชนิด ได้แก่ ř) การยอ้มดว้ย Periodic acid-Schiff (PAS) เพืÉอศึกษาการปรากฏของ neutral 

mucin-secreting cell   และ Ś) การยอ้มด้วย alcian blue เพืÉอศึกษาการปรากฏของ acid mucin-secreting cell   

นอกจากนีÊ  การยอ้มดว้ยสี alcian blue แบ่งออกยอ่ยออกเป็น Ś แบบ คือ alcian blue pH 1.0 ซึÉ งมีความจาํเพาะ

ต่อ sulfomucin-secreting cell และ alcian blue pH 2.5 ซึÉ งจาํเพาะต่อ sialomucin-secreting cell   ผลการศึกษา

การปรากฏของ mucin-secreting cell ในทางเดินอาหารส่วนต่างๆของหอยเชอรีÉมีรายละเอียดดงัต่อไปนีÊ  

1) การปรากฏของ neutral mucin-secreting cell สามารถแบ่งลกัษณะรูปร่างของเซลล์ทีÉสร้าง 

mucin ชนิดนีÊ  ออกเป็นเซลล์ Ś ชนิด ไดแ้ก่ pear-shaped cell และ columnar-shaped cell (ภาพทีÉ Š) ซึÉ งบริเวณ 

apical surface ของเซลล์ทัÊงสองชนิดติดกบั lumen ของทางเดินอาหาร  สามารถพบ neutral mucin-secreting 

cells กระจายทัÉวไปในเยืÉอบุผิวของ esophagus, small intestine และ large intestine ซึÉ งลักษณะรูปร่างของ

เซลล์ในแต่ละส่วนมีความแตกต่างกนั คือ neutral mucin-secreting cell ของ esophagus และ small intestine 

มีลักษณะเป็น pear-shaped cell และ columnar-shaped cell  แต่ neutral mucin-secreting cell ทีÉพบใน large 

intestine มีลกัษณะเป็น pear-shaped cell เพยีงอยา่งเดียว ไม่ปรากฏ neutral mucin-secreting cell ในเซลล์เยืÉอ

บุผวิของ stomach  อยา่งไรก็ตาม พบ neutral mucin ทีÉบริเวณ microvilli ของเซลล์เยืÉอบุผวิของ stomach 
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2) การปรากฏของ sialomucin-secreting cell สามารถแบ่งลกัษณะรูปร่างของเซลล์ออกเป็น Ś 

ชนิด ไดแ้ก่ pear-shaped cell และ columnar-shaped cell เช่นเดียวกบั neutral mucin-secreting cell (ภาพทีÉ š)  

ไม่ปรากฏ sialomucin-secreting cell ในเยืÉอบุผิวของ stomach แต่ใน esophagus, small intestine และ large 

intestine สามารถพบ sialomucin-secreting cell กระจายทัÉวไปในเยืÉอบุผิว  ซึÉ งลกัษณะรูปร่างของเซลล์ในแต่

ละส่วนมีความแตกต่างกนั คือ sialomucin-secreting cell ของ esophagus มีลักษณะ pear-shaped cell เพียง

อย่างเดียว  และ large intestine มี  sialomucin-secreting cell ทีÉมีล ักษณะ columnar-shaped cell เพียงอย่าง

เดียว แต่ใน small intestine พบ sialomucin-secreting cell ทีÉมีลักษณะทัÊ ง pear-shaped cell และ columnar-

shaped cell  

3) การปรากฏของ sulfomucin-secreting cell ก็สามารถแบ่งลกัษณะรูปร่างของเซลล์ออกเป็น 

Ś ชนิด ไดแ้ก่ pear-shaped cell และ columnar-shaped cell ไดเ้ช่นเดียวกนั (ภาพทีÉ řŘ) ซึÉ งผลการศึกษาพบวา่ 

ไม่ปรากฏ sulfomucin-secreting cell ในเยืÉอบุผิวของ stomach แต่พบ sulfomucin-secreting cell กระจาย

ทัÉวไปในเยืÉอบุผิวของ esophagus, small intestine และ large intestine ซึÉ งลกัษณะรูปร่างของเซลล์ในแต่ละ

ส่วนมีความแตกต่างกนั คือ sulfomucin-secreting cell ทีÉพบใน esophagus มีลกัษณะ pear-shaped cell เพียง

อย่างเดียว  ส่วนใน large intestine พบ sulfomucin-secreting cell ทีÉมีลักษณะ columnar-shaped cell เพียง

อย่างเดียว แต่ใน small intestine พบ sulfomucin-secreting cell ทีÉมีลักษณะเป็นทัÊ ง pear-shaped cell และ 

columnar-shaped cell  

การศึกษาเปอร์เซ็นต์ของ mucin-secreting cell ในเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหาร พบว่า  large 

intestine มีเปอร์เซ็นตข์อง neutral mucin-secreting cell มากทีÉสุด (42.33±Ř.ŘŠ%) (ภาพทีÉ řř) และเปอร์เซ็นต์

ของ neutral mucin-secreting cell ลดลงใน small intestine (37.00±Ř.ŘŜ%) และ esophagus (26.89±Ř.ŘŚ%) 

ตามลาํดบั  เปอร์เซ็นต์ของ neutral mucin-secreting cell ของ small intestine และ large intestine มีมากกว่า

เปอร์เซ็นตท์ีÉพบใน esophagus อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

ส่ ว น  sulfomucin-secreting cell นัÊ น  พ บ ว่ า มี เป อ ร์ เซ็ น ต์ ม า ก ทีÉ สุ ด ใ น  small intestine 

(33.18±Ŝ.ŚŠ%) (ภาพทีÉ řř) และมีเปอร์เซ็นต์น้อยกว่าใน esophagus (27.53±Ŝ.ŠŘ%) ส่วน large intestine มี

เปอร์เซ็นต์ของ sulfomucin-secreting cell น้อยทีÉ สุด (řŞ.Ŝş±Ś.Şś% ) ซึÉ ง sulfomucin-secreting cell ใน 

esophagus และ small intestine มีเปอร์เซ็นตม์ากกวา่ใน  large intestine อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

สําหรับ sialomucin-secreting cell พบว่ามีเปอร์เซ็นต์มากทีÉสุดใน esophagus (28.18±Ŝ.şŠ%) 

(ภาพทีÉ řř) และมีเปอร์เซ็นต์ลดลงใน small intestine (27.02±Ŝ.řś%) และ large intestine (12.68±ř.šş%) 

ตามลาํดบั ซึÉ งเปอร์เซ็นตข์อง sialomucin-secreting cell ใน esophagus และ small intestine มีมากกวา่ทีÉพบใน 

large intestine อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ  
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ภาพทีÉ Ş ลกัษณะเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารส่วน esophagus (A) stomach (B) และ large intestine (D) เป็น

ช นิ ด  simple columnar epithelium with microvilli ส่ ว น  small intestine (C) ถู ก บุ ด้ ว ย เยืÉ อ บุ ผิ ว ช นิ ด 

pseudostratified columnar epithelium with cilia เซลล์ เยืÉอบุผิวมี nucleus อยู่ทีÉฐานของเซลล์ (ลูกศร) และ

เซลล์วางอยู่บน basement membrane (หัวลูกศร)  บริเวณด้านล่างของเยืÉอบุผิวเป็นโครงสร้างของเนืÊอเยืÉอ

เกีÉยวพนั (connective tissue; CNT)  Scale bar = 200 µm  
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ภาพทีÉ ş ความสูงของเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารส่วนต่างๆ  ตวัอกัษรบนแทง่กราฟทีÉแตกต่างกนัแสดงความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติของความสูงของเยืÉอบุผวิ 
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ภาพทีÉ Š การปรากฏของ neutral mucin-secreting cell ในทางเดินอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่  esophagus (A) 

stomach (B) small intestine (C) และ large intestine (D)  ซึÉ ง neutral mucin-secreting cell ของ esophagus

และ small intestine มีลกัษณะเป็น pear-shaped cell (ดอกจนั) และ columnar-shaped cell  แต่ neutral mucin-

secreting cell ของ large intestine มีลกัษณะเป็น pear-shaped cell เพียงอย่างเดียว  เยืÉอบุผิวของ stomach ไม่

ปรากฏ neutral mucin-secreting cell   ลูกศรแสดงตาํแหน่ง nucleus และหวัลูกศรแสดง basement membrane      

CNT = connective tissue; Scale bar = 200 µm 
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ภาพทีÉ  š การปรากฏของ sialomucin-secreting cell ในทางเดินอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่ esophagus (A) 

stomach (B) small intestine (C) และ large intestine (D)  ซึÉ ง  sialomucin-secreting cell ข อง esophagus มี

ลกัษณะเป็น pear-shaped cell (ดอกจนั) ส่วน sialomucin-secreting cell ของ small intestine มีลกัษณะเป็น 

pear-shaped cell (ดอกจนั) และ columnar-shaped cell  แต่ sialomucin-secreting cells ของ large intestine มี

ลกัษณะเป็น pear-shaped cell เพียงอย่างเดียว  เยืÉอบุผิวของ stomach ไม่ปรากฏ sialomucin-secreting cell   

ลูกศรแสดงตาํแหน่ง nucleus และหัวลูกศรแสดง basement membrane CNT = connective tissue; Scale bar 

= 200 µm 
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ภาพทีÉ řŘ การปรากฏของ sulfomucin-secreting cells ในทางเดินอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่  esophagus (A) 

stomach (B) small intestine (C) แล ะ large intestine (D)  ซึÉ ง sulfomucin-secreting cell ของ esophagus มี

ลกัษณะเป็น pear-shaped cell (ดอกจนั) และ sulfomucin-secreting cell ของ large intestine มีลักษณะเป็น 

columnar-shaped cell  เพียงอยา่งเดียว  แต่ใน small intestine เซลล์มีลกัษณะเป็น pear-shaped cell (ดอกจนั) 

และ columnar-shaped cell  เยืÉอบุผิวของ stomach ไม่ปรากฏ sulfomucin-secreting cells   ลูกศรแสดง

ตาํแหน่ง nucleus และหวัลูกศรแสดง basement membrane  CNT = connective tissue; Scale bar = 200 µm 
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ภาพทีÉ řř การเปรียบเทียบจาํนวนของ mucin-secreting cells ในเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารส่วนต่างๆ ตวั

อกัษรบนแท่งกราฟทีÉแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

 

1.2 ผลของการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron 

microscope) 

การศึกษาโครงสร้างของเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  พบว่าเยืÉอบุผิวของทางเดิน

อาหารส่วน esophagus (ภาพทีÉ  12) stomach (ภาพทีÉ  13) และ large intestine (ภาพทีÉ  15)  มีลักษณะเป็น 

simple columnar epithelium ซึÉ งมีลกัษณะเป็นเซลล์ทรงสูง วางตวัอยู่บน basement membrane และบริเวณ

ดา้นบนของเซลล์ถูกปกคลุมดว้ย microvilli จาํนวนมาก สามารถพบ nucleus ของเซลล์ทีÉบริเวณดา้นล่างของ

เซลล์ ส่วนใน small intestine (ภาพทีÉ ř4) เยืÉอบุผิวมีลกัษณะเป็น pseudostratified columnar epithelium  โดย 

nucleus ของเซลล์พบอยู่ต่างระดบักนั และพบวา่บริเวณดา้นบนของเซลล์ถูกปกคลุมดว้ย cilia จาํนวนมาก 

ในเซลล์เยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารทุกส่วน พบว่า chromatin ภายใน nucleus มีลักษณะเป็น euchromatin  

สําห รับ  organelle ของเซลล์  ได้แ ก่   mitochondria, Golgi apparatus, lysosome แล ะ rough endoplasmic 

reticulum พบได้ภายในเซลล์ นอกจากนีÊ พบว่าเซลล์เยืÉอบุผิวยึดติดกับเซลล์ข้างเคียงด้วย tight junction, 

desmosome และ adherents junction  (ภาพทีÉ řś และ řŝ)  
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ภาพทีÉ řŚ Ultrastructure ของ esophagus (A และ B) แสดงเยืÉอบุผิวชนิด simple columnar epithelium with 

microvilli (MV) เซลล์วางตัวอยู่บน basement membrane (BM) ตาํแหน่ง nucleus (N) อยู่บริเวณฐานของ

เซลล์ (C) แสดง secretory cell ทีÉแทรกอยูใ่นเซลล์เยืÉอบุผิว (D) แสดงเซลล์ทีÉบรรจุ secretory granule (G) ซึÉ ง

พบบริเวณเนืÊอเยืÉอดา้นล่างต่อเยืÉอบุผวิ Scale bar  A-C= 2 µm และ D = 500 nm 
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ภาพทีÉ řś Ultrastructure ของ stomach (A) แสดงเยืÉอบุผิวชนิด simple columnar epithelium with microvilli 

(MV) เซลล์ถูกรองรับด้วย basement membrane (inset; หัวลูกศร) (B และ C) แสดงการหลัÉงสารออกจาก  

secretory cell (ดอกจนั) และการยึดติดกบัเซลล์ขา้งเคียงด้วย tight junction (TJ) และ desmosome (D)  N = 

nucleus; Nu = nucleolus; Mi = mitochondria; Scale bar  A-C= 2 µm และ D = 500 nm 
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ภาพทีÉ řŜ Ultrastructure ของ small intestine (A) แสดงเยืÉอบุผิวชนิด pseudostratified columnar epithelium 

with cilia (B และ C) แสดงตาํแหน่ง nucleus (N) ของเซลล์ของเยืÉอบุผิว ภายในเซลล์สามารถพบ rough 

endoplasmic reticulum (rER), Golgi apparatus (Go), mitochondria (Mi) และ lysosome (Ly)  Scale bar = 1 

µm 
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ภาพ ทีÉ  řŝ  Ultrastructure ของ large intestine (A) แสดงเยืÉอบุผิวชนิด simple columnar epithelium with 

microvilli (MV) ซึÉ งเยืÉอบุผิวถูกแทรกดว้ย secretory cell type ซึÉ งบรรจุ granule (G) และเซลล์ขา้งเคียงถูกยึด

ดว้ย tight junction (TJ) adherents junction (AJ) และ desmosome (D)  (B) แสดงเซลลข์องเยืÉอบุผิววางอยูบ่น 

basement membrane (BM) (C) แสดงโครงสร้างของเซลล์ซึÉ งประกอบดว้ย lysosome (Ly)    BM = basement 

membrane; N = nucleus; Nu = nucleolus; Scale bar A = 500 nm, B = 2 µm และ C = 1 µm  
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เซลล์เยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารถูกแทรกด้วย secretory cell ซึÉ งบริเวณด้านบนของ secretory 

cell ไม่พบ microvilli หรือ cilia และพบว่าด้านบนของ secretory cell บางเซลล์เปิดออกสู่ lumen ของ

ทางเดินอาหารเพืÉอปล่อยสารคดัหลัÉง  สามารถแบ่ง secretory cell ตามลกัษณะรูปร่างออกไดเ้ป็น Ŝ ชนิด ตาม

ลกัษณะโครงสร้างของ granule ทีÉพบภายในเซลล ์ดงันีÊ  

1) Secretory cell type a (SCa) มี รูป ร่าง  pear-shaped ภ าย ใ น  cytoplasm บ รรจุ  granule เป็ น 

electron lucent granule เพียงชนิดเดียวเท่านัÊน (ภาพทีÉ řŞ, 17 และ řŠ) 

2) Secretory cell type b (SCb) มีรูปร่าง pear-shaped ภายใน cytoplasm บรรจุ granule 2 ชนิด คือ 

electron lucent granule และ moderate electron-dense granuleโดย electron lucent granule จะมี

ปริมาณมากกวา่ (ภาพทีÉ řŞ) 

3) Secretory cell type c (SCc) มี รูปร่าง columnar-shaped และมี  granule 2 ชนิด คือ moderate 

electron-dense granule และ high electron-dense granule ซึÉ ง granule ท ัÊ งสองชนิดมีปริมาณ

พอๆกนั (ภาพทีÉ řş และ řŠ)     

4) Secretory cell type d (SCd) มีรูปร่าง columnar-shaped และเซลล์มี  granule เพียง ř ชนิด คือ 

high electron-dense granule และ แต่ละเซลล์มีเพียง ř granule เท่านัÊน (ภาพทีÉ řŠ) 

การปรากฏของ secretory cell ในแต่ละส่วนของระบบทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ มีความแตกต่าง

กนั (ตารางทีÉ Ś)  โดยพบ secretory cell Ś ชนิด คือ SCa และ SCb ทีÉ  esophagus ส่วนทีÉ  small intestine พบ 

secretory cell Ś ชนิด คือ SCa และ SCc และทีÉ large intestine พบ secretory cell 3 ชนิด คือ SCa, SCc และ 

SCd   

 

ตารางทีÉ 2 การปรากฏของ secretory cell ในเยืÉอบุผวิของทางเดินอาหาร 

_____________________________________________________________________________________ 

Types of secretory cell                                          Parts of the gastrointestinal tract 

       _______________________________________________________________  

                                                    Esophagus          Stomach          Small intestine          Large intestine 

_____________________________________________________________________________________ 

Secretory cell type a                         +                        -                           +                                 + 

Secretory cell type b                         +                        -                           -                                  - 

Secretory cell type c                          -                         -                          +                                 + 

Secretory cell type d                          -                         -                          -                                  + 

_____________________________________________________________________________________ 

Note: + = present; - = absent 
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ภาพทีÉ řŞ ลกัษณะโครงสร้างของ secretory cell ทีÉพบใน esophagus (A และ B) แสดง secretory cell type a 

(SCa) ซึÉ งบ รรจุ  granule ชนิ ด electron lucent granule  (C) แสดง secretory cell type b (SCb) ซึÉ งบ รรจุ 

granule Ś  ช นิ ด  คื อ  moderate electron-dense granule แ ล ะ  high electron-dense granule (D) ภ าพ ข ย า ย 

granule ของ SCb; Scale bar = 200 µm 
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ภาพทีÉ řş ลักษณะโครงสร้างของ secretory cell ทีÉพบใน small intestine (A) แสดง secretory cell type a 

(SCa) ซึÉ งบรรจุ granule ชนิด electron lucent granule และ secretory cell type c (SCc) ซึÉ งบรรจุ granule ชนิด 

moderate electron-dense granule แ ล ะ  high electron-dense granule (B-D) ภ าพ ข ย า ย  granule ข อ ง  SCc   

Scale bar = 200 µm 
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ภาพทีÉ řŠ  ลกัษณะโครงสร้างของ secretory cell ทีÉพบ large intestine (A) แสดง secretory cell type d (SCd) 

ทีÉมี granule เป็นแบบ high electron-dense granule เพียงกอ้นเดียว (B)  แสดง secretory cell type a (SCa) ทีÉมี 

granule เป็นแบบ electron lucent granule และ secretory cell type c (SCc) ทีÉ มี granule เป็นแบบ moderate 

electron-dense granule และ high electron-dense granule  Scale bar = 200 µm 
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2.  การปรากฏของ leptin peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  

การใช ้immunoperoxidase technique เพืÉอดูการปรากฎของ leptin peptide ในทางเดินอาหารส่วน

ต่างๆ พบการปรากฏของ leptin peptide ในทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ ทุกส่วน ไดแ้ก่ esophagus, stomach, 

small intestine และ large intestine (ภาพทีÉ řš) บริเวณทีÉพบ leptin peptide  คือบริเวณเยืÉอบุผิวของทางเดิน

อาหาร โดยพบ immunoreactivity ตามความยาวของ epithelial cell ในทางเดินอาหารส่วน esophagus, small 

intestine และ large intestine ส่ วนใน stomach พ บ  immunorecativity ใน  epithelial cell บ ริเวณ ใกล้กับ 

basement membrane ในกลุ่ม negative control ไม่ปรากฏว่าพบ leptin peptide ซึÉ งยืนยนัถึง specificity ของ

ทัÊง primary antibody และ secondary antibody  

 การนับความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin peptide พบความหนาแน่นมากทีÉสุด

บริเวณทางเดินอาหารส่วน small intestine (37.80±5.47 cell/mm2; ภาพทีÉ ŚŘ) โดยเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ 

leptin peptide ในบริเวณ  small intestine นีÊ  มี ความห นาแน่นมากกว่าอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ เมืÉ อ

เปรียบเทียบกบัความหนาแน่นของเซลล์ทีÉบริเวณ esophagus (25.20±5.69 cell/mm2), stomach (2.90±1.37  

cell/mm2) และ large intestine (5.20±2.15 cell/mm2) บริเวณทีÉความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ 

leptin peptide พบเป็นลาํดบัทีÉสองคือบริเวณ esophagus ซึÉ งพบว่ามีความหนาแน่นมากกว่าอย่างมีนยัสําคญั

ทางสถิติ เมืÉอเปรียบเทียบกบัความหนาแน่นทีÉบริเวณ stomach และ large intestine เช่นเดียวกนั ส่วนของ

ทางเดินอาหารทีÉพบวา่มีความหนาแน่นของเซลลท์ีÉมีการปรากฏของ leptin peptide นอ้ยทีÉสุดคือ stomach 
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ภาพทีÉ 19 ผลการยอ้มดว้ยวธีิ immunoperoxidase แสดงการปรากฏและการกระจายตวัของ leptin peptide ใน

ในส่วนต่างๆของทางเดินอาหาร ไดแ้ก่ esophagus (a) stomach (b) small intestine (c) และ large intestine (d) 

(หัวลูกศรแสดงเซลล์ทีÉปรากฏ leptin peptide) (e) ไม่พบ immunoreactivity ใน negative control ทีÉท ําใน 

esophagus และ (f) แสดงบริเวณของระบบทางเดินอาหารทีÉนาํเยืÉอมาศึกษาในภาพ a-e  
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ภาพทีÉ ŚŘ ความหนาแน่นของเซลล์ทีÉมีการปรากฏของ leptin peptide ในส่วนต่างๆของทางเดินอาหาร 

ตวัอกัษรทีÉต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

 
 

 3. การแสดงออกของ leptin peptide ในส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  

จากการศึกษาการแสดงออกของ leptin peptide ในส่วนต่างๆของทางเดินอาหารโดยใช้วิธี 

Western immunoblotting พบวา่มีการแสดงออกของ leptin peptide ในทุกส่วนของทางเดินอาหารของหอย

เชอรีÉทีÉได้นํามาศึกษา ผลการทดลองปรากฏ immunoreactive band ของ leptin peptide เพียง band เดียว ทีÉ 

molecular weight เท่ากับ řŞ kDa (ภาพทีÉ Śř A) ในทุกส่วนของทางเดินอาหาร ซึÉ ง molecular weight ของ 

leptin peptide ทีÉได้นีÊ เท่ากับ molecular weight ของ human leptin ทีÉใช้เป็น positive control นอกจากนีÊ ยงั

พบว่าความเขม้ของ immunoreactive band มากทีÉสุดทีÉบริเวณ small intestine เมืÉอเทียบกบัทางเดินอาหาร

ส่วนอืÉนๆ ความเข้มของ immunoreactive band พบรองลงมาทีÉ  esophagus ส่วนทีÉ  stomach และ large 

intestine นัÊ น พบว่าความเข้มของ immunoreactive band น้อยกว่า เมืÉอเทียบกับทีÉ  esophagus และ small 

intestine ในส่วนของ negative control ปรากฏว่า การ preadsorb primary antibody ดว้ย human leptin ทาํให้

เกิดการหยุดยัÊงการเกิด immunoreactivity (ภาพทีÉ Śř B)   

การเปรียบเทียบ intensity ของ immunoreactive band โดยการใชโ้ปรแกรม image J พบวา่ intensity 

ของ immunoreactive band มากทีÉสุดอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติทีÉ small intestine (109.46±6.45 AU; ภาพทีÉ Śř 

C) เมืÉอเปรียบเทียบกับ intensity ของ immunoreactive band จาก esophagus, stomach และ large intestine 

บริเวณ ทีÉ มี  intensity ของ immunoreactive band มากรองลงมาเป็นลําดับทีÉสอง คือบริเวณ esophagus 

(81.58±4.23 AU) ซึÉ งพบว่า intensity นีÊ มากกว่าอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเช่นเดียวกัน เมืÉอเปรียบเทียบกับ 
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intensity ของ immunoreactive band จาก stomach (55.94±3.79 AU) และ large intestine (60.19±2.90 AU) 

ส่วนของทางเดินอาหารทีÉพบวา่มี intensity ของ immunoreactive band นอ้ยทีÉสุดคือ stomach 

 

 
    

ภาพทีÉ  Śř (A) Western immunoblotting ของ leptin peptide จาก crude protein ทีÉสกัดจากส่วนต่างๆของ

ทางเดินอาหาร ได้แก่  espophagus (lane 3), stomach (lane 4), small intestine (lane 5) และ large intestine 

(lane 6) โดย molecular weight ของ leptin peptide ทีÉแสดงออกในส่วนต่างๆของทางเดินอาหารของหอย

สอดคล้องกับ molecular weight ของ human leptin (lane 2) ทีÉมีค่าเท่ากบั řŞ kDa การทดลองนีÊ ใช้ -actin 

เป็น internal control  (B) Negative control ทีÉได้จากการ preadsorb primary antibody ด้วย human leptin ไม่

ปรากฎ immunoreactivity (C) Intensity ของ immunoreactive band ทีÉวดัไดจ้ากส่วนต่างๆของทางเดินอาหาร 

ตวัอกัษรทีÉต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
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 4. ความแตกต่างของความเข้มข้น (concentration) ของ leptin peptide เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม

ของหอยกนิอาหารปกติและกลุ่มหอยอดอาหาร 

เมืÉอเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ leptin peptide ในหอยกลุ่มกินอาหารปกติและกลุ่มอดอาหาร 

พบว่าความเข้มข้นของ leptin peptide ในหอยกลุ่มกินอาหารปกติมีค่าเท่ากับ 2.08±0.65 ng/0.1 ml ซึÉ ง

มากกว่าอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเมืÉอเทียบกบัหอยกลุ่มอดอาหาร (Ř.62±0.30 ng/0.1 ml) (ภาพทีÉ ŚŚ) แต่เมืÉอ

หอยกลุ่มอดอาหารกลบัมาไดกิ้นอาหารอีกครัÊ ง ความเขม้ขน้ของ leptin peptide ในหอยกลุ่มนีÊกลบัมามีค่า

ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ของ leptin peptide ในหอยกลุ่มกินอาหารปกติ (Ś.ŚŘ±Ř.ŝś และ 2.21±0.35 ng/0.1 

ml ตามลําดับ)  การทดลองนีÊ มีค่า sensitivity ของ  ELISA assay เท่ากับ Ř.řŚŝ ng/0.1 ml ค่า intra-assay 

coefficient of variation เท่ากบั 6.23%  และค่า inter-assay coefficient of variation เท่ากบั 8.38% 

 

 
  

ภาพทีÉ ŚŚ ความเขม้ขน้ของ leptin peptide เปรียบเทียบระหว่างหอยกลุ่มกินอาหารปกติ (Control) และหอย

กลุ่มอดอาหาร (Fasted) และเปรียบเทียบระหวา่งหอยกลุ่มกินอาหารปกติ (control) และหอยกลุ่มอดอาหารทีÉ

ไดก้ลบัมากินอาหารอีกครัÊ ง (Refed)  

* แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ เปรียบเทียบกบักลุ่มทีÉกินอาหารปกติทีÉสภาวะเดียวกนั 
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 ŝ. ความแตกต่างของนํÊาหนักตัว เปรียบเทียบระหว่างหอยกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉได้รับการฉีด 

leptin peptide 

เมืÉอเปรียบเทียบนํÊาหนกัตวัระหวา่งหอยกลุ่มควบคุมและหอยทีÉไดรั้บการฉีด leptin peptide ทัÊง 

1, 10 และ řŘŘ ng/g BW พบวา่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติของนํÊาหนกัตวัของหอยทุกกลุ่ม

ทดลอง ทัÊงในวนัทีÉ Ř, 3 และ ŝ (ภาพทีÉ Śś) โดยหอยกลุ่มควบคุมมีนํÊ าหนักตวัเเท่ากบั 41.29±2.11 g ในวนั

ก่อนเริÉมการทดลอง (วนัทีÉ Ř) และมีนํÊาหนกัตวัเท่ากบั 41.85±2.31 g ในวนัสิÊนสุดการทดลอง (วนัทีÉ ŝ) ส่วน

หอยกลุ่มทีÉ ได้รับการฉีด leptin peptide (1, 10 และ řŘŘ ng/g BW) มีนํÊ าหนักตัวเเท่ ากับ  Ŝř.67±2.82, 

41.89±2.08 และ 41.28±1.29 g ตามลาํดบั ในวนัก่อนเริÉมการทดลอง และเมืÉอสิÊนสุดการทดลอง หอยทีÉไดรั้บ

การฉีด leptin peptide ทัÊงสาม dose ดงักล่าว มีนํÊาหนกัตวัเเท่ากบั 41.78±1.65, 41.56±2.05 และ 41.21±1.37 g 

ตามลาํดบั  

 
ภาพทีÉ Śś นํÊ าหนกัตวัของหอยในวนัต่างๆ เปรียบเทียบระหว่างหอยกลุ่มควบคุม และหอยกลุ่มทีÉได้การฉีด 

leptin peptide ทีÉความเขม้ขน้ ř, 10 และ řŘŘ ng/g BW  
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Ş. ความแตกต่างของปริมาณอาหารทีÉกนิ เปรียบเทียบระหว่างหอยกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉได้รับการ

ฉีด leptin peptide 

เมืÉอเปรียบเทียบปริมาณอาหารทีÉกินระหว่างหอยกลุ่มควบคุมและหอยทีÉไดรั้บการฉีด leptin peptide 

พบว่าอาหารทีÉหอยกินมีปริมาณลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติในกลุ่มหอยทีÉได้รับการฉีด leptin peptide 

เฉพาะทีÉ  10 และ řŘŘ ng/g BW ในวนัทีÉ ř และ ś การทดลอง ซึÉ งเป็นวนัทีÉหอยไดรั้บการฉีด leptin peptide  

(ภาพทีÉ  ŚŜ) โดยในวนัทีÉ  ř หอยกลุ่มควบคุมกินอาหาร Ś.śř±0.44 g และหอยกลุ่มทีÉได้รับการฉีด leptin 

peptide ทีÉ  řŘ และ řŘŘ ng/g BW กินอาหาร Ř.şŝ±Ř.śŜ และ Ř.Ŝř±0.23 g ตามลาํดบั  และในวนัทีÉ ś ปริมาณ

อาหารทีÉหอยกลุ่มควบคุมกินเท่ากบั 2.21±0.21 g และปริมาณอาหารทีÉหอยกลุ่มทีÉไดรั้บการฉีด leptin peptide 

ทีÉ  10 และ 100 ng/g BW เท่ากบั 0.70±0.26 และ 0.39±0.15 g ตามลาํดบั  อยา่งไรก็ตาม ในวนัทีÉ Ś และ Ŝ ซึÉ ง

เป็นวนัหลงัจากการฉีด leptin peptide พบวา่ ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติของปริมาณอาหารทีÉ

กินระหวา่งหอยกลุ่มควบคุมและหอยทีÉไดรั้บการฉีด leptin peptide ทัÊง ś dose 

 

 
ภาพทีÉ ŚŜ ปริมาณอาหารทีÉหอยกินในวนัต่างๆ เปรียบเทียบระหวา่งหอยกลุ่มควบคุม และหอยกลุ่มทีÉไดก้าร

ฉีด leptin peptide ทีÉความเขม้ขน้ ř, 10 และ řŘŘ ng/g BW  

  



บททีÉ  5 

อภิปรายผล 

ลกัษณะโครงสร้างของเยืÉอบุผวิในทางเดินอาหาร 

 การศึกษาลักษณะเยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ ในครัÊ งนีÊ  พบว่าเยืÉอบุผิวทีÉบริเวณ 

esophagus, stomach และ large intestine เป็นชนิด simple columnar epithelium with microvilli ส่วนเยืÉอบุผิว

ทีÉบริเวณ small intestine เป็นชนิด pseudostratified columnar epithelium with cilia ขอ้มูลจากการศึกษาวิจยั

ในครัÊ งนีÊ มีความใกลเ้คียงกบัการศึกษาเยืÉอบุผิวในทางเดินอาหารของหอยทะเล Mitra crenata และ Aplysia 

depilans ทีÉ ศึก ษาพ บ ว่า เยืÉอบุ ผิวในส่ วน ของ stomach และ large intestine เป็ นชนิ ด  simple columnar 

epithelium with microvilli เช่นเดียวกับเยืÉอบุผิวของหอยเชอรีÉ  (Lobo-da-Cunha and Batista-Pinto, 2005; 

Martin et al., 2010) มีความแตกต่างกนัก็คือเยืÉอบุผวิบริเวณ small intestine ของ M. crenata และ A. depilans 

ก็เป็นชนิด simple columnar epithelium with microvilli เช่นเดียวกนั แต่ small intestine ของหอยเชอรีÉ ถูกบุ

ด้วยเยืÉอบุผิวชนิด pseudostratified columnar epithelium with cilia นอกจากนีÊ การศึกษาวิจัยเยืÉอบุผิวของ 

esophagus, stomach และ small intestine ของหอย Bulla striata ก็พบว่าเยืÉอบุผิวเป็น ciliated columnar และ

บริเวณดา้นบนของเยืÉอบุผิวของ stomach ยงัถูกปกคลุมดว้ย cuticle หนา (Lobo-da-Cunha and Batista-Pinto, 

2010; Lobo-da-Cunha et al., 2011) ความแตกต่างของเยืÉอบุผิวบริเวณ small intestine ระหวา่งหอยเชอรีÉและ

หอยชนิดอืÉนๆ อาจบ่งบอกถึงบทบาทการทาํหนา้ทีÉของ small intestine ทีÉแตกต่างกนัไม่มากก็นอ้ยในหอยแต่

ละชนิด 

 

Mucin-secreting cell ในทางเดินอาหาร      

 การจดัจาํแนกสารคดัหลัÉง mucin จะพิจารณาจากคุณสมบติัการก่อตวัเป็น gel ซึÉ งสามารถจดัจาํแนก

mucin ออกเป็น Ś ชนิด คือ gel-forming mucin (secreted) และ non-gel-forming mucin (membrane-bound) 

(Devine and McKenzie, 1992)  นอกจากนีÊ สารคัดหลัÉง mucin สามารถจดัแบ่งตามคุณสมบัติประจุของ

โมเลกุล (net charge of molecule) ซึÉ งสามารถจัดจาํแนกเป็น Ś ชนิด คือ neutral mucin และ acid mucin 

สาํหรับ acid mucin สามารถจดัจาํแนกยอ่ยตามคุณสมบติัอีก Ś ชนิดย่อย คือ sulfomucins (sulfate-containing 

mucin) และ sialomucin (sialic acid containing mucin) (Filipe, 1979)   การศึกษาวิจยัในหอยเชอรรีÉครัÊ งนีÊ

พบว่า mucin-secreting cell กระจายทัÉวไปในเยืÉอบุผิวของระบบทางเดินอาหาร ยกเวน้ stomach ทีÉไม่ปรากฏ

วา่มี mucin-secreting cell โดยผลการทดลองมีความสอดคลอ้งกบัการศึกษาการปรากฏของ mucin ทีÉปรากฏ

ในระบบทางเดินอาหารของ gastropod หลายชนิด ได้แก่ Marisa cornuarietis (Demian and Michelson, 

1971), Bulinus africanus (Brackenbury, 1999), A. depilans (Lobo-da-Cunha and Batista-Pinto, 2005) และ 

M. crenulata (Martin et al., 2010) 
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 การศึกษาการปรากฏของ neutral mucin และ acid mucin ในทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉพบว่า 

neutral mucin พบจาํนวนมากทีÉสุดบริเวณ large intestine ซึÉ งจาํนวนลดลงใน small intestine และพบน้อย

ทีÉสุดใน esophagus ตามลําดับ แต่ผลการวิจยันีÊ จะให้ผลทีÉตรงข้ามกับการปรากฏของ acid mucin ทีÉพบ

จาํนวนมากทีÉสุดใน esophagus และลดจาํนวนลงใน small intestine และ large intestine ตามลาํดบั  การทาํ

หน้าทีÉของ neutral mucin ในระบบทางเดินอาหารพบวา่ neutral mucin สามารถลด pH และลดความเป็นพิษ

ของสารทีÉเคลืÉอนทีÉผา่นระบบทางเดินอาหาร และพบว่า acid mucin สามารถทาํหนา้ทีÉเป็น antibacterial และ 

antiviral ของระบบทางเดินอาหาร (Nikumbh et al., 2012)  นอกจากนีÊ  mucin-secreting cell ยงัมีบทบาทใน

การป้องกนัอนัตรายต่อเยืÉอบุผิวของระบบทางเดินอาหารทางด้านกายภาพ จากการขีดข่วนและปกป้อง

ทางเดินอาหารจากสิÉงทีÉปนเปืÊ อนมากบัอาหาร   การป้องกนัอนัตรายนีÊ เกิดจากการหลัÉงสารทีÉทาํหนา้ทีÉเป็นสาร

หล่อลืÉน (lubricant) หรือ การทาํใหเ้กิดการจบัตวักนัเป็นกอ้นของ microorganism ทีÉกาํลงัเคลืÉอนผา่นเยืÉอบุผิว 

(Leknes, 2011)   โค รงส ร้างข อง mucin oligosaccharide ทีÉ มี ล ัก ษณ ะ เป็ น  gel ป ระก อบ ด้วย peptide, 

carbohydrate และ nutrient ทีÉท ําให้เกิดการจับตัวเป็นก้อน ในการดักจบั microorganism ทีÉผ่านเข้ามาใน

ระบบทางเดินอาหาร (Deplancke and Gaskins, 2001)   การปรากฏและการกระจายตวัของเซลล์ทีÉสามารถ

สร้าง mucin ในระบบทางเดินอาหารขึÊนอยูห่ลากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ลกัษณะทางกายวภิาคของแต่ละส่วนของ

ระบบทางเดินอาหาร และ/หรือพยาธิสภาพทีÉเกิดจากเชืÊอแบคทีเรียต่อระบบทางเดินอาหาร (Scillitani et al., 

2007) ซึÉ งการศึกษา mucin ในระบบทางเดินอาหารมีความสําคัญ เพราะทําให้เกิดความความเข้าใจใน

ลักษณะการทํางาน (physiology) ของทางเดินอาหาร พยาธิสภาพ (pathology) และอนุกรมวิธานของ

สิÉงมีชีวตินัÊน (taxonomy) (Cao and Wang, 2009) ได ้ ผลการศึกษาในครัÊ งนีÊพบวา่ไม่ปรากฏ mucin-secreting 

cell ใน stomach แต่อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองพบ neutral mucin ทีÉบ ริเวณ microvilli ของ stomach 

เล็กน้อย ซึÉ งน่าจะเป็นผลมาจากการทีÉ  neutral mucin ถุกหลัÉงออกมาจากเซลล์ของ esophagus และถูกส่ง

ต่อไปยงั  stomach ในระหวา่งการเคลืÉอนทีÉของอาหาร    

 จากผลการศึกษาในครัÊ งนีÊ  สามารถแบ่งชนิดของ mucin-secreting cell ออกได้เป็น Ŝ ชนิด ตาม

ลกัษณะของ granule ทีÉปรากฏในเซลล์ อยา่งไรก็ตาม จากการศึกษาดว้ยการยอ้มเซลล์ดว้ย PAS, alcian blue 

pH 2.5 และ ř.Ř ในหอย Patella vulgata พบว่า mucin-secreting cell ถูกแบ่งออกเป็น š ชนิด และพบว่า 

mucin-secreting cell 4 ชนิด สร้าง neutral mucin และ acidic sulfated mucin (Grenon and Walker, 1978)       

 

การปรากฏของ leptin- peptide ในเซลล์เยืÉอบุผวิทางเดินอาหาร 

 ผลการศึกษาครัÊ งนีÊ พบการปรากฏของ leptin peptide ในเซลล์เยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารของหอย

เชอรีÉ  มีการศึกษาในสัตวมี์กระดูกสันหลงัจาํพวกสัตวเ์ลีÊ ยงลูกดว้ยนม (mammalian) พบว่า เซลล์ทีÉทาํหน้าทีÉ

เป็นแหล่งสร้าง leptin peptide คือ เซลล์ไขมนั (adipocyte) ของเนืÊอเยืÉอไขมนั (adipose tissue)  แต่อยา่งไรก็

ตามมีงานวิจยัหลากหลายซึÉ งรายงานว่า leptin peptide สามารถพบทีÉเซลล์ประสาทของสมอง (brain) และ
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เซลล์ของรก (placenta) ด้วยเช่นกัน ผลการวิจยัครัÊ งนีÊ พบการปรากฏของ leptin peptide ภายในเซลล์จาก

ระบบทางเดินอาหารส่วนต่างๆ ได้แก่  esophagus, stomach, small intestine  และ large intestine ซึÉ งผล

การศึกษาครัÊ งนีÊสอดคลอ้งกบัการศึกษาด้วย immunohistochemistry technique เพืÉอดูการปรากฏของ leptin 

peptide ในสัตวม์ีกระดูกสันหลงัทีÉไม่ใช่สัตวเ์ลีÊยงลูกด้วยนม (non-mammalian) หลายชนิด ไดแ้ก่ คางคก กบ 

กิÊงก่า และงู  ซึÉ งในสัตวเ์หล่านีÊสามารถพบการปรากฏของ leptin peptide ภายในเซลลข์อง oxyntic gland ของ

กบ และพบกระจายทัÉวไปใน endocrine cell ของกิÊงก่า  นอกจากนีÊ  leptin peptide ยงัถูกพบใน myenteric 

plexus ของคางคก กบ และงู ดว้ยเช่นกนั (Muruzabal et al., 2002)   มีรายงานการศึกษาวิจยัเรืÉองการปรากฏ

ของ leptin peptide ในระบบทางเดินอาหารของสัตวเ์ลีÊยงลูกดว้ยนมวา่ พบการปรากฏของ leptin peptide ใน 

pepsinogen-secreting chief cell ของ stomach ของมนุษย์ (Bado et al., 1998)   นอกจากนีÊ ในสัตว์ฟันแทะ 

(rodent) สามารถพบการปรากฏของ leptin peptide ในเยืÉอบุผิวส่วน fundus ของ stomach ของหนู (Buyse et 

al., 2004; Cammisotto et al., 2005)   จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นแสดงให้เห็นว่า การปรากฏของ leptin 

peptide ใน stomach อาจจะมีความเกีÉยวขอ้งกบัการทาํงานของ chief cell เพืÉอตอบสนองต่อการควบคุมการ

กินอาหาร (Cammisotto et al., 2005)   มีรายงานวา่การปรากฏของ leptin peptide อาจจะมีความสัมพนัธ์กบั

การปรากฏของ mucin-secreting cell ซึÉ งการสร้างและการหลัÉงของ mucin อาจจะไดรั้บการกระตุน้จาก leptin 

peptide เพืÉอทาํหน้าทีÉปกป้องเยืÉอบุผิวจากการปนเปืÊ นของเชืÊอแบคทีเรีย (Plaisancie et al., 2006)  นอกจากนีÊ

ยงัมีการรายงานการวิจยัเกีÉยวกบัการศึกษา leptin receptor ใน Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) ซึÉ ง

พบ leptin receptor ในเยืÉอบุผิวของระบบทางเดินอาหาร ซึÉ งรายงานการวิจยันีÊ เป็นขอ้บ่งชีÊ ว่า leptin peptide 

สามารถทาํหน้าทีÉแบบ paracrine control เพืÉอกระตุน้การทาํงานของลาํไส้ (Jiang et al., 2010)   จากขอ้มูล

ดงักล่าวขา้งตน้แสดงให้เห็นว่า leptin peptide สามารถแสดงบทบาทสําคญัในการทาํหนา้ทีÉของลาํไส้ ไดแ้ก่

การป้องกันความเสียหายต่อเยืÉอบุผิวของลําไส้ ซึÉ งอาจจะสัมพันธ์กับการสร้าง mucin และการดูดซึม

สารอาหารผา่นเยืÉอบุผวิของลาํไส้ (Buyse et al., 2001)  

 

การแสดงออกของ leptin  peptide ในทางเดินอาหาร 

 ผลการวิจยัครัÊ งนีÊ พบว่า  molecular weight ของ leptin peptide ทีÉพบในทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ

มีขนาดเท่ากบั 16 kDa ซีÉงเป็นขนาดเดียวกบัขนาดของ human leptin peptide  ดงันัÊนขอ้มูลนีÊ จึงเป็นขอ้บ่งชีÊ วา่ 

leptin peptide ในทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ  น่าจะมีโครงสร้างทีÉคล้ายกบัโครงสร้างของ leptin peptide 

ของมนุษย ์ นอกจากนีÊ  molecular weight ของ leptin peptide ของหอยเชอรีÉมีความสอดคลอ้งกบัการศึกษาใน

ปลากระดูกอ่อน (Scyliorhinus canacula) ซึÉ ง leptin peptide ทีÉพบบริเวณ gastric pit ของกระเพาะอาหาร มี 

molecular weight เท่ากบั řŞ kDa เช่นเดียวกนั (Gambardella et al., 2010)  ยงัมีรายงานการวิจยัจากการศึกษา

ในปลากระดูกแข็ง ได้แก่  sea bass (Dicentrarchus labrax) และ rainbow trout (Oncorhychus mykiss) ทีÉ

ศึกษาการแสดงออกของ leptin peptide ด้วยวิธี immunoblotting ซึÉ งรายงานการวิจัยให้ผลการทดลองทีÉ
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เหมือนกนั คือ molecular weight ของ leptin peptide เท่ากบั řŞ kDa (Gambardella et al., 2010; Kling et al., 

2009 and 2010)   

 

Leptin peptide กับการกินอาหาร 

 การวดัปริมาณของ leptin peptide เปรียบเทียบระหวา่งหอยกลุ่มอดอาหารและหอยทีÉกินอาหารปกติ

พบวา่ หอยกลุ่มอดอาหารมีปริมาณของ leptin peptide ต ํÉากวา่หอยทีÉกินอาหารปกติ ซึÉงผลการทดลองดงักล่าว

มีความสอดคลอ้งกบัการศึกษาปริมาณของ leptin peptide ในปลา green sunfish  ซึÉ งพบวา่ปริมาณของ leptin 

peptide ลดลงภายหลงัจากการให้ปลาอดอาหาร (Johnson et al., 2000)  การทดลองในหอยเชอรีÉในครัÊ งนีÊ ยงั

พบว่าการฉีด leptin peptide ให้กบัหอย ทาํให้หอยมีการกินอาหารลดลง ซึÉ งสอดคล้องกบัการวิจยัทีÉทาํใน

กิÊงก่า โดยการฉีด leptin peptide เขา้สู่กิÊงก่า พบว่าสามารถลดการกินอาหาร และเพิÉมอตัราการเผาผลาญของ

กิÊงก่าได ้(Niewarowski et al., 2000) การศึกษาในไก่พบวา่ leptin peptide ลดการกินอาหารของไก่ในลกัษณะ 

dose-dependent (Denbow et al., 2000) ส่วนการศึกษาในไก่ไทย (Gallus domesticus) พบวา่ leptin peptide มี

ปริมาณสูงทีÉสุดขณะทีÉไก่กาํลงัฟักไข่ ซึÉ งส่งผลให้ไก่กินอาหารลดลงในขณะฟักไข่ (Ngernsoungnern et al., 

2012) การศึกษาในปลา ray-finned fish พบวา่ การแสดงออกของ leptin gene ลดลงหลงัจากทีÉปลาอดอาหาร 

และเพิÉมขึÊนหลงัจากทีÉปลาไดก้ลบัมากินอาหารอีกครัÊ ง (Yuan et al., 2014) นอกจากนีÊ  การแสดงออกของ 

leptin cDNA ในตับของไก่ถูกควบคุมโดยปริมาณของ insulin จึงสันนิษฐานว่าการหลัÉงของ leptin ถูก

ควบคุมโดยสภาวะทางโภชนาการของสัตว ์(Taouis et al., ŚŘŘř) การเพิÉมปริมาณของ leptin peptide จากการ

สร้างจาก adipocyte ในเนืÊอเยืÉอไขมนั อาจจะมีผลต่อการยบัย ัÊงการทาํงานหรือการสร้างของ ghrelin peptide 

ซึÉ งทาํหน้าทีÉ เกีÉยวข้องกับการกระตุ้นการกินอาหาร (Gil-Campos et al., 2010)  เมืÉอมีการสร้างของ leptin 

peptide และมีการจบักนัระหว่าง leptin peptide และ receptor  ของมนั จะนาํไปสู่การยบัย ัÊงการทาํงานของ 

neuropeptide Y และ agouti-related protein ใน hypothalamus ซึÉ งทาํให้เกิดความไม่อยากอาหาร เนืÉองจาก 

neuropeptide Y และ agouti-related protein ทาํหนา้ทีÉกระตุน้ความอยากอาหาร (Linjawi and Hussain, 2012)  

นอกจากนีÊ มีรายงานการวิจ ัยพบว่า การฉีด leptin peptide สามารถย ับย ัÊ งการทํางานของ melanocyte-

stimulating hormone ซึÉ งส่งผลต่อการหลัÉงของ agouti-related protein ทีÉกระตุน้ความอยากอาหาร (Breen et 

al., 2005)   นอกจากขอ้มูลทีÉบ่งบอกหน้าทีÉของ leptin peptide ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัความอยากอาหารและการกิน

อาหารแลว้ ยงัมีขอ้มูลการวิจยัทีÉแสดงวา่ leptin peptide ทาํหนา้ทีÉเกีÉยวขอ้งการทาํงานของลาํไส้ ไดแ้ก่ การหด

ตวัของลาํไส้ และการดูดซึมสารอาหารของลาํไส้อีกดว้ย (Buyse et al., 2001)     



บททีÉ  6 

บทสรุป 

ผลการทดลองทีÉไดจ้ากการศึกษาวิจยัครัÊ งนีÊ  สามารถสรุปไดด้งันีÊ   

1) เยืÉอบุผิวของทางเดินอาหารของหอยเชอรีÉ ส่วนหลอดอาหาร กระเพาะอาหาร และลาํไส้ใหญ่

เป็นชนิด simple columnar epithelium ประกอบด้วยเซลล์ Ś ชนิด คือ columnar cell with microvilli และ 

mucin-secreting cell ส่วนเยืÉอบุผิวของลาํไส้เล็ก เป็นชนิด psueudostratified columnar epithelium with cilia 

ประกอบดว้ยเซลล ์Ś ชนิด คือ columnar cell with cilia  และ mucin-secreting cell เช่นเดียวกนั 

2) Mucin-secreting cell ส ร้างส ารคัดห ลัÉง  Ś รูป แบ บ ได้แ ก่  neutral mucin และ acid mucin 

นอกจากนีÊการศึกษาในระดบั ultra-structure ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนยงัพบว่า mucin-secreting cell 

สามารถจัดจาํแนกออกเป็น Ŝ ชนิดย่อย ได้แก่ secretory type a, b, c และ d จากการสังเกตลักษณะของ 

secretory granule ทีÉพบใน cytoplasm ของเซลล ์

3) การวิจยัเพืÉอศึกษาการปรากฏของ leptin peptide ในเยืÉอบุผิวของทางอาหารของหอยเชอรีÉโดย

วิธี immunohistochemistry พบว่า leptin peptide ปรากฏมากทีÉสุดในลาํไส้เล็ก รองลงมาคือหลอดอาหาร 

ลาํไส้ใหญ่ และกระเพาะอาหาร ตามลาํดบั   

4) การศึกษาการแสดงออกของ leptin peptide ในเยืÉอบุผิวจากส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหารของ

หอยเชอรีÉ โดยวิธี Western immunoblotting พบว่า ลาํไส้เล็กมีการแสดงออกของ leptin peptide มากทีÉสุด 

และกระเพาะอาหารมีการแสดงออกของ leptin peptide น้อยทีÉสุด ซึÉ งผลการทดลองนีÊ สอดคล้องกบัผลการ

ทดลองจากการศึกษาโดยวิธี  immunohistochemistry นอกจากนีÊ นํÊ าหนักโมเลกุลของ leptin peptide ทีÉ

แสดงออกในทางเดินอาหารส่วนต่างๆของหอย มีขนาดเท่ากบั leptin peptide ของมนุษย ์ ดงันัÊนผลการศึกษา

ในครัÊ งนีÊ จึงอาจจะเป็นอีกหนึÉ งข้อมูลทีÉยืนยนัว่า leptin peptide เป็น peptide ทีÉค่อนข้างจะ conserve ใน

ววิฒันาการของสัตว ์  

5) การศึกษาความเขม้ขน้ของ leptin peptide ใน hemolymph เปรียบระหว่างหอยอดอาหารและ

หอยกินอาหารปกติ พบวา่ leptin peptide มีความเขม้ขน้นอ้ยกวา่อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติในหอยทีÉอดอาหาร 

นอกจากนีÊ ปริมาณของ leptin peptide กลบัเขา้สู่ระดบัปกติหลงัจากหอยอดอาหารกลบัมาได้กินอาหารอีก

ครัÊ ง 

6) การศึกษาหน้าทีÉของ leptin peptide เกีÉยวกับการควบคุมการกินอาหารของหอยเชอรีÉพบว่า 

leptin peptide มีผลยบัย ัÊงการกินอาหาร ซึÉ งการทดลองแสดงให้เห็นวา่ การฉีด leptin peptide จะส่งผลให้หอย

กินอาหารลดนอ้ยลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ขอ้มูลทีÉไดนี้Ê  แสดงให้เห็นวา่ การกินอาหารของหอยอยูภ่ายใต้

อิทธิพลของการควบคุมของ leptin peptide  
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