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บทคัดย่อ 
ศกึษาพฒันาการของโอโอไซต์ในปลาการ์ตนูส้มขาวด้วยเทคนิคมิญชวิทยา โดยใช้ลกัษณะนิวเคลยีส องค์ประกอบของ

ไซโทพลาสซมึและชัน้ zona radiata  เป็นเกณฑ์ แบง่ได้เป็น 5 ระยะดงันี ้ระยะchromatin nucleolar (OC1) ระยะ perinucleolus  
(OC2)  ระยะ cortical alveoli and oil droplets (OC3)  ระยะ vitellogenic (OC4)  และ ระยะ  maturation (OC5) จากศึกษา
โครงสร้างระดบัจุลภาคของโอโอไซต์ระยะต่างๆ พบว่า โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1) มีการเปลี่ยนแปลงภายใน      
ไซโทพลาสซึม มีการสร้าง Balbiani’s body โดยมีการรวมกลุ่มของ mitochondria โอโอไซต์ระยะ perinucleolus  (OC2)                 
พบนิวคลีโอลัสหลายนิวคลีโอลัสใกล้กับเยื่อหุ้ ม germinal vesicle ด้านในและพบ nuages ใกล้เยื่อหุ้ ม germinal vesicle                   
ด้านนอก โอโอไซต์ระยะ cortical alveoli และ oil droplets  พบ cortical alveoli มีรูปร่างกลม และ oil droplets รูปร่างไมแ่นน่อน
จ านวนมากในไซโทพลาสซึม โอโอไซต์ระยะนีม้ี zona radiata ล้อมรอบเป็นชัน้บางๆ โอโอไซต์ระยะ vitellogenic พบ yolk 
granules   มีลักษณะกลมและทึบแสงอิเล็กตรอนจ านวนมากในไซโทพลาสซึม  โอโอไซต์ระยะ maturation (OC5) yolk 
granules รวมเป็น yolk platelets และชัน้ zona radiata หนามากที่สดุแบง่เป็นชัน้นอก zona radiata externa (ZRe) และชัน้ใน 
zona radiata interna (ZRi)  
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Abstract 
 Histological studied the stages of oocytes development in Amphiprion ocellaris was classified into 5 stages 
based on nuclear characteristics, cytoplasmic content and  zona radiata layers;  chromatin nucleolar (OC1 ) stage,  
perinucleolar stages (OC2),  cortical alveoli and oil droplets (OC3) stage,  vitellogenesis stage (OC4) and  maturation 
stage (OC5).  According to ultrastructural studied, oogonium was characterized by a large nucleus with a prominent 
nucleolus. The chromatin-nucleolar stage (OC1), there was cytoplasmic differentiation, with the formation of Balbiani’s 
body (mitochondrial cloud). The perinucleolar stage (OC2), oocyte’s nucleus contained multiple nucleoli that were 
located around the inner membrane of germinal vesicle envelope.  Electron dense material (nuage) was usually 
observed close to outer membrane of germinal vesicle envelope. Cortical alveoli and oil droplets stage (OC3), 
oocytes were distinguished by appearance of many cortical alveoli-like vesicles and oil droplets in cytoplasm. In this 
stage, zona radiata was observed as a thin layer around the oocyte . In vitellogenic stage  (OC4), oocytes were 
larger,  yolk granules containing a dense homogenate material were abundant in the cytoplasm.  During maturation 
stage (OC5), the yolk granules fused to become yolk platelets in cytoplasm and the thickness of zona radiata were 
greatest, and divided into zona radiata interna (ZRi) and zona radiata externa (ZRe). 
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บทน า 
 ปลาการ์ตนูส้มขาว (Amphiprion ocellaris)  จดัในวงค์ Pomacentridae พบแพร่กระจายในมหาสมทุรอินโดแปซิฟิก 
อาศยัตามแนวปะการังและอยู่ร่วมกบัดอกไม้ทะเลแบบพึ่งพาอาศยัซึ่งกนัและกนั (Litsios, 2012 ) ปลาการ์ตนูสามารถเปลี่ยน
เพศแบบ protandrous hermaphroditism คือปลาเพศผู้ สามารถเปลี่ยนเป็นเพศเมีย (Murty, 2002: Ghosh et al., 2012) 
การค้าปลาการ์ตูนในตลาดโลกมีประมาณ 43% และ 25% มาจากการเพาะเลีย้งซึ่งต้องจับพ่อแม่พันธุ์มาจากธรรมชาติ
(Dhaneesh et al., 2013; Taylor   Hellberg, 2003)  ซึง่เป็นสาเหตทุีท่ าให้ประชากรปลาการ์ตนูจากแหลง่ธรรมชาติลดน้อยลง 
(Shuman, et al., 2005) 
 ปลาการ์ตนูส้มขาวพบในน่านน า้ไทยทัง้ฝ่ังอนัดามนัและอ่าวไทย ปลาการ์ตนูส้มขาวเป็นปลาการ์ตนูชนิดหนึ่งที่นิยม
เลีย้งในตู้ปลาและพิพิธภณัฑ์สตัว์น า้ ประชากรปลาการ์ตนูส้มขาวในธรรมชาติลดลงอยา่งรวดเร็วอนัเนื่องมาจากเทคโนโลยีการ
ท าประมงที่ทนัสมยัและการท าลายแหล่งที่อยู่ของปลา ปัจจุบนัจึงเร่ิมมีการเพาะเลีย้งปลาการ์ตูนส้มขาวในฟาร์มมากขึน้ซึ่ง
จ าเป็นต้องอาศยัความรู้ทางด้านชีววิทยาการสืบพนัธุ์โดยเฉพาะการพฒันาของเซลล์สบืพนัธุ์ ในระดบัจุลกายวิภาค งานวิจยัครัง้
นีจ้ึงมีประโยชน์ตอ่งานวิจยัด้านอื่นเชน่การศกึษาฮอร์โมนสเตอรอย์หรือฮอร์โมนเปปไทด์ที่มีผลตอ่พฒันาการของโอโอไซต์ในปลา
การ์ตนู 
 งานวิจัยเก่ียวกับการศึกษากระบวนการการสร้างสืบเซลล์พันธุ์ เพศเมียของปลากระดูกแข็งในระดบัจุลกายวิภาค                 
มีในปลาหลายชนิดเช่นปลา Pseudosciaena crocea (Ma,  et al.,2012 ) ปลา Siniperca chuatsi (Jiang  et al., 2010) และ
ปลา Danio rerio (Koç, 2010)  ซึ่งสามารถแบ่งกระบวนการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ เพศเมียเป็นระยะต่างๆ เป็น 4 ระยะดงันี ้ระยะ 
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primary growth ระยะ cortical alveolus ระยะ vitellogenic และระยะ maturation   (Barr, 1968; Higashino  et al. 2002) 
ระยะ primary growth แบ่งย่อยเป็น 2 ระยะคือ ระยะ chromatin nucleolus และระยะ perinucleolus โอโอไซต์มีขนาดใหญ่
พร้อมกับมีการเปลี่ยนแปลงภายในนิวเคลียส มีนิวคลีโอลสัจ านวนมาก โอโอไซต์ระยะ cortical alveolus และ alveoli เร่ิมพบ 
cortical alveoli และlipid droplets ในไซโทพลาสซมึ (Cárdenas  et al., 2008)  โอโอไซต์ระยะ vitellogenic มีการสะสม yolks 
ในไซโทพลาสซึม ระยะนีถู้กควบคุมโดยฮอร์โมน gonadotropin ที่หลัง่จากต่อมใต้สมองส่วนหน้า โอโอไซต์ระยะ maturation                 
มีนิวเคลียสขนาดใหญ่ yolk granules และ lipid droplets เร่ิมรวมกันและมีขนาดใหญ่มากขึน้ (Nagahama, 1983; Yueh  
Chang, 2000) ถึงแม้ว่าปลาการ์ตูนส้มขาวมีความส าคัญทางเศรษฐกิจ (Casadevall et al., 2009; Godwin, 1994) และ
การศึกษาพัฒนาการของโอโอไซต์ของไข่ปลาการ์ตูนในระดับมิญชวิทยามีจ านวนมากแต่การศึกษาในระดับจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนยังมีน้อยมาก  (Brusle-Sicard  Reinboth, 1990; Miura et al., 200; Khoo et al., 2018) จึงเป็นที่มาของงาน               
วิจยัชิน้นี ้
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 ซือ้ปลาการ์ตูนส้มขาวจากสถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับูรพา จ านวน 10 คู่ โดยเลีย้งไว้ในตู้ขนาด         
30 × 60× 40 เซนติเมตร ตู้ละ 1 คู่  ที่อณุหภมูิ 28  1 องศาเซลเซียส โดยให้อ๊อกซิเจนตลอดเวลา และให้อาหารส าเร็จรูปวนัละ
หนึ่งครัง้ เมื่อปลามีอายคุรบ 12 เดือน เลือกปลาที่มีขนาดใหญ่ของแต่ละคู่มาชัง่น า้หนกัและวดัขนาดความยาว สลบปลาด้วย  

tricaine methanesulfonate (MS222, Sigma, Singapore) แล้วผา่ท้องปลาเพื่อเอา  gonad  ส าหรับใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป 
1.  การเตรียมตัวอย่างส าหรับศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 ตดัเนือ้เยื่อ gonad ให้มีขนาด 0.5 ลกูบาศก์เซนติเมตร แล้วแช่เนือ้เยื่อในสารละลายบูแองค์เพื่อรักษาสภาพเนือ้เยื่อ           
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ล้างสารละลายบแูองค์ออกจากเนือ้เยื่อด้วย 70% เอทานอล น าชิน้เนือ้เยื่อผ่านกระบวนการดึงน า้ออกโดย
เพิ่มความเข้มข้นของเอทานอล จากนัน้ฝังชิน้เนือ้เยื่อในพาราฟิน ตดัเนือ้เยื่อให้ได้เซคชัน่มีความหนา 5-6 ไมโครเมตร ย้อมเซคชัน่
ด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและสีอีโอซิน (H  E) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Humason (1962) เพื่อศึกษารูปร่างและโครงสร้างของ               
โอโอไซต์ระยะตา่งๆด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง Olympus BX50 พร้อมบนัทกึภาพ 
2. การเตรียมตัวอย่างส าหรับศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน 
 ตัดเนือ้เยื่อ gonad ให้มีขนาด 0.3 ลูกบาศก์เซนตริเมตร แล้วแช่เนือ้เยื่อในสารละลาย 2% glutaraldehyde และ          
4 % formaldehyde ใน 0.2 M phosphate buffer (pH7.8) ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 12 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย 0.1M PBS 3 ครัง้ 
จากนัน้ post fixed ในสารละลาย 0.2% osmium นาน 1 ชัว่โมง ดึงน า้ออกจากเนือ้เยื่อด้วยการเพิ่มความเข้มข้นของเอทานอล
แล้ว ฝังเนือ้เยื่อใน spur resin ซึ่งดดัแปลงจากวิธีของ Cárdenas et al. 2008   ตดัเนือ้เยื่อให้ได้ ultrathin sections บาง 70-90 
นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Reichert ultramicrotome ย้อม ultrathin sections ด้วยส ีuranyl acetate และ lead citrate น า ultrathin 
sections ที่เตรียมได้ไปศกึษาโครงสร้างของโอโอไซต์โดยใช้กล้องอิเลค็ตรอนแบบสอ่งผา่น Philips TECHNAI 20 และบนัทกึภาพ 
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ผลการวิจัย 
 ปลาการ์ตนูเพศเมียโตเต็มวยัมีโอโอไซต์ระยะต่างๆล้อมรอบช่องวา่งภายในรังไข่ (ภาพที่ 1A) การพฒันาของโอโอไซต์
ของปลาการ์ตนูแบง่ได้เป็น 5 ระยะดงันี ้ระยะchromatin nucleolar (OC1) ระยะ perinucleolus  (OC2)  ระยะ cortical alveoli 
and oil droplets (OC3)  ระยะ vitellogenic (OC4)  และ ระยะ  maturation (OC5) 
โอโอไซต์ระยะ chromatin-nucleolus (OC1) (ขนาด 45-56 m) 
 โอโอไซต์ระยะนีม้ีรูปร่างคล้ายหยดน า้และมีนิวเคลียสรูปร่างกลม (ภาพ 1A) พบ Balbiani’s body หรือเรียกว่า yolk 
nucleus  ในไซโทพลาสซึม อยู่ใกล้นิวเคลียส ย้อมติดสีน า้เงินเข้มเมื่อย้อมด้วยสี  H  E  (ภาพแทรก 1B)  จากการศึกษาด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่า Balbiani’s body ประกอบด้วย mitochondria จ านวนมากรวมกันเป็นกลุ่ม          
(ภาพ 1B) โอโอไซต์ระยะนีม้ีเซลล์ฟอลลเิคิลมีรูปร่างแบนล้อมรอบ ภายในไซโทพลาสซมึของเซลล์ฟอลลเิคิลพบออร์กาเนลต่างๆ
แตไ่มม่าก เซลล์ฟอลลเิคิลจะยดึติดกนัด้วย desmosome (ภาพ1C) 

 
ภาพที ่1  (A) ภาพตดัตามขวางเนือ้เยื่อรังไขแ่สดงพฒันาการของเซลล์โอโอไซต์ของปลาการ์ตนูย้อมด้วยส ีH  E   
        โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus (OC1), โอไซต์ระยะ perinucleolar (OC2), ovarian cavity (OC)  
  (B) โครงสร้างโอโอไซต์ระยะ chromatin-nucleolus ศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบสอ่งผา่น  พบ 
        mitochondria  (m) รวมเป็นกลุม่ใกล้นวิเคลยีส (n) ภาพแทรก พบ  Balbiani’s body (bb) ย้อมติด 

       สนี า้เงินเข้ม เมื่อย้อมด้วยส ีH  E   
 (C)  โครงสร้างของเซลล์ฟอลลเิคลิ (fc) ศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น เซลล์ฟอลลเิคิลมี 
        รูปร่างแบน นิวเคลยีส (n) มีรูปร่างยาว  และเซลล์ยดึติดกนัด้วย desmosome (d),  basement 
                     membrane (bm),  golgi complex (gc) 

โอโอไซต์ระยะ perinucleolus  (OC2) (ขนาด 70-76 m) 
 โอโอไซต์มี  germinal vesicle ขนาดใหญ่ตรงกลางเซลล์ รูปร่างไม่แน่นอนและภายใน germinal vesicle พบ                 
นิวคลโีอลสัขนาดใหญ่จ านวนมากเรียงตวัใกล้ด้านในของเยื่อหุ้ม germinal vesicle (ภาพ 2A) และพบรู (nuclear pores)จ านวน
มากบริเวณเยื่อหุ้ม germinal vesicle (ภาพ 2B) ภายในไซโทพลาสซึมพบ nuages มีลกัษณะก้อนกลมทึบแสงอิเล็กตรอน 
(nauge material) เรียงตัวใกล้เยื่อหุ้ ม germinal vesicle ด้านนอก (ภาพ 2B)  และพบ nuages มีขนาดใหญ่ล้อมรอบด้วย 
mitochondria เรียก cement material  (ภาพ 2C) เซลล์ฟอลลิเคิลล้อมรอบโอโอไซต์มีรูปร่างแบน ยื่นไมโครวิลไลเข้าช่องว่าง 
(perivitelline space) ซึง่พบระหวา่งโอโอไซต์และ follicular epithelium (ภาพ 2D) 
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ภาพที่ 2 โครงสร้างของโอโอไซต์ระยะ perinucleolus ศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น 
 (A) ภายใน germinal vesicle (gv) มีนิวคลโีอลสั (no) เรียงตวัใกล้เยื่อหุ้ม germinal vesicle  
 (B) พบรู (np) บริเวณเยื่อหุ้ม germinal vesicle และ nuages (ng) จ านวนมากเรียงใกล้กบัด้านอกของเยื่อ 
       หุ้ม germinal  vesicle และพบ mitochondria (m) จ านวนมากในไซโทพลาสซมึ  
 (C) พบ nuage (ng) ขนาดใหญ่ล้อมรอบด้วย mitochondria (m) และพบ rough endoplasmic reticulum 
                    (rer) ในไซโทพลาสซมึ germinal vesicle (gv) 
 (D) ภาพแสดงช่องวา่งระหวา่โอโอไซต์ (ooc) และเซลล์ฟอลลเิคิล (fc)  และมี microvilli 
      (mv) ยื่นจากเซลล์ฟอลลเิคิล และนิวเคลยีส (N) มีรูปร่างยาว 

โอโอไซต์ระยะ cortical alveoli และ oil droplets (OC3)  (ขนาด153-182 m)  
  โอโอไซต์ระยะนีม้ี germinal vesicle ขนาดใหญ่ รูปร่างรีหรือกลม พบนิวคลีโอลสัขนาดเล็กเรียงตวัใกล้กบัเยื่อหุ้มด้าน
ในของเยื่อหุ้ม germinal vesicle และภายในไซโทพลาสซึมพบ cortical alveoli  เรียงใกล้กับเยื่อหุ้มด้านนอกของ  germinal 
vesicle โอโอไซต์ระยะนีเ้ร่ิมมี zona radiata เป็นชัน้บางๆล้อมรอบ(ภาพ 3A)  เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่านพบว่า cortical alveoli  มีรูปร่างกลมแบ่งเป็น 2 ส่วนคือด้านนอกใสและมีจุดเล็กๆ ส่วนด้านในติดสีด าเข้มทึบแสง
อิเล็กตรอน (ภาพ 3B) lipid droplets มีรูปร่างไม่แน่นอน (ภาพ 3C)  ขนาดใหญ่และใส นอกจากนีย้งัพบ golgi complex และ 
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vesicles ในไซโทพลาสซึม (ภาพ 3D)  ชัน้ zona radiata ที่ล้อมรอบโอโอไซต์ระยะนีม้ีลักษณะเป็นแถบสีด าเข้มทึบแสง
อิเล็กตรอน และมี microvilli แทรกภายในชัน้ zona radiata  โอโอไซต์ระยะนีเ้ร่ิมยื่น microvilli เข้าหาเซลล์ฟอลลิเคิลมากขึน้ 
เซลล์ฟอลลเิคิลยงัคงมีรูปร่างแบน (ภาพ 3E) มีลกัษณะเช่นเดียวกบัท่ีพบในระยะโอโอไซต์ระยะ perinucleolar 
 
 
   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 3 โอโอไซต์ระยะ cortical alveoli และ oil droplets ศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น 

(A) โครงสร้างโอโอไซต์ระยะ cortical alveoli และ oil droplets ย้อมด้วยส ีH  E  ภายในเซลล์ม ีgerminal 
vesicle (gv) รูปร่างรีหรือกลม มขีนาดใหญ่ พบนิวคลโีอลสั (no) ใกล้เยื่อหุ้มด้านในของ germinal vesicle 
และภายในไซโทพลาสซมึพบ cortical alveoli (ca) และ oil droplet (od) โอไซต์ระยะนีม้ี zona radiata 
(ZR) ล้อมรอบ 

(B) Cortical alveolus มีลกัษณะกลม ภายนอกมีลกัษณะใส และภายในตดิสดี าเข้มทบึแสงอเิลก็ตรอน 
(C) Lipid droplet มีรูปร่างไมแ่นน่อน และมีลกัษณะใส 
(D) พบ Golgi complex (gc) และถงุ vesicle (V) ในไซโทพลาสซมึของโอโอไซต์ 
(E) ชัน้ zona radiata (ZR) ติดสดี าเข็มและมี microvilli (mv) แทรก พบ mitochondria (m) จ านวนมากใน        

ไซโทพลาสซมึของโอโอไซต์ (OOC) เซลล์ฟอลลเิคิล (fc) มีรูปร่างแบน นิวเคลยีส (N) มีรูปร่างยาว 
basement membrane (bm) 
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โอโอไซต์ระยะ vitellogenic (OC4) (ขนาด 221-223 m) 
โอโอไซต์ระยะนีพ้บ yolk granules ติดสีแดง และ lipid droplets มีลกัษณะใส ไม่ติดสี เมื่อย้อมด้วยสี H  E yolk 

granules และ lipid droplets  กระจายทั่วไซโทพลาสซึม นอกจากนีย้ังพบ cortical alveoli เรียงตัวติดด้านในของเยื่อหุ้ ม               
โอโอไซต์ (ภาพ 4A) yolk granules มีลกัษณะกลมทึบแสงอิเล็กตรอน (ภาพ 4B) เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน              
แบบสอ่งผา่น  

เมื่อโอโอไซต์มีพัฒนาการมากขึน้ ชัน้ zona radiata จะหนามากขึน้ และแบ่งเป็น 2 ชัน้คือ ชัน้นอก (zona radiata 
externa, ZRe) มีลกัษณะบาง ติดสีด าและทึบแสงอิเล็กตรอนมากกวา่ชัน้ใน (zona radiata interna ZRi)  ทัง้ 2 ชัน้มีร่อง (pore 
canals, PC) จ านวนมาก ภายในแต่ละร่องพบ microvilli  เซลล์ฟอลลิเคิลที่ล้อมรอบโอโอไซต์ระยะนีเ้ร่ิมเปลี่ยนรูปร่างจาก              
รูปร่างแบน เป็นรูปร่างลกูบาศก์ และยื่นไซโทพลาสซมึเข้าหาชัน้ zona radiata มากขึน้ และเร่ิมพบบริเวณช่องวา่งระหวา่งเซลล์
ฟอลลเิคิล (intercellular space)  ในโอโอไซต์ระยะนี ้(ภาพ 4C) 

 
ภาพที่ 4  โอโอไซต์ระยะ vitellogenic  

(A) โอไซต์ระยะ vitellogenic มี yolk granule (yg) cortical alveoli (ca) และ oil droplet (od) ใน                    
ไซโทพลาสซมึและโอโอไซต์ล้อมรอบด้วยชัน้ zona radiata (ZR) เมื่อย้อมด้วยส ีH  E   

(B)  ภายในไซโทพลาสซมึมี yolk granules (yg) ลกัษณะกลมทบึแสงอิเลก็ตรอน และ oil droplet (od) มี
รูปร่างรี ลกัษณะใส นอกจากนีย้งัพบ mitochondria (m) และ smooth endoplasmic recticulum (ser) 
จ านวนมาก เมื่อศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น  

(C) zona radiata (ZR) แบง่เป็น 2 ชัน้ ชัน้นอก (ZRe) ติดสดี าเข้ม และชัน้ใน (ZRi ) ชัน้ ZRi หนากวา่ZRe 
ระยะนีเ้ร่ิมมี intercellular space (is) ระหวา่งเซลล์ฟอลลเิคิล (fc),  tunical cell (tc), basement 
membrane (bm), microvilli (mv), pore canal (pc),  นิวเคลยีส (N) เมื่อศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์      
อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น 
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โอโอไซต์ระยะ mature (OC5) (ขนาด 240-252 m )  
 โอโอไซต์ระยะนีพ้บ yolk granules เร่ิมรวมเป็น yolk plates ติดสแีดงเข้มกระจายทัว่ไซโทพลาสซมึ เซลล์ระยะนีไ้ม่พบ
germinal vesicle เพราะถกูบงัด้วย yolk plates (ภาพ 5A และ 5B) โอโอไซต์ถกูหุ้มด้วยชัน้ zona radiata ชัน้ follicle epithelium 
และชัน้ theca ซึ่งเป็นชัน้นอกสดุ ชัน้ zona radiata มีลายตามขวาง  เมื่อย้อมด้วยสี H  E (ภาพ 5B)  เมื่อศึกษาด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่า ชัน้ zona radiata หนามากขึน้และแบ่งเป็นชัน้ประมาณ 5 ชัน้  แต่ละชัน้ทึบแสง
อิเล็กตรอนไม่เท่ากนั ชัน้นอกสดุ (ZRe)  ติดสีด าเข้มมากที่สดุ และชัน้ใน (ZRi) แบ่งเป็นชัน้อีก  4 ชัน้ แต่ละชัน้ติดสีจางกว่าชัน้ 
ZRe และพบรู ((pores) จ านวนมากแทรกภายในชัน้เหลา่นี ้(ภาพ 5E)   นอกจากนีภ้ายในชัน้ (ZRe)  และ ภายใน ZRi พบร่อง 
ซึ่งมี  microvilli ที่ยื่นจากโอโอไซต์และเซลล์ฟิลลิเคิลมาบรรจบกนั  (ภาพ 5C และ 5E)   ภายใน intercellular space ระหว่าง
เซลล์ฟอลลิเคิลมีไฟบริล (fibrils) จ านวนมาก (ภาพ 5C และ 5D) เซลล์ฟอลลิเคิลมี  mitochondria,  Golgi complex และ 
electron dense granules จ านวนมากในไซโทพลาสซมึ (ภาพ 5D) 
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ภาพที ่5  โอโอไซต์ระยะ mature  
 (A) yolk granules รวมกนัเป็น yolk plate (yp) ติดสีแดง กระจายทัว่ไซโทพลาสซมึ ชัน้ zona radiata (ZR) 

       หนามากขึน้ และพบ fibril (fb) ย้อมติดสีแดงเมือ่ย้อมด้วยส ีH  E   
(B) ขยายภาพ A  พบ Fibril (fb) แทรกระหว่างชัน้ follicle epithelium (fe) และชัน้ zona radiata (ZR) 
      ชัน้ theca พบ thecal cell (tc) มีรูปร่างแบน  ภายในไซโทพลาสซมึของโอโอไซต์พบ yolk plate (yp)  

      ติดสีแดงเข้ม  เมือ่ย้อมด้วยสี H  E  
(C) พบ fibrils (fb) ใน intercellular space ระหว่างเซลล์ฟอลลเิคิล (fc) โอโอไซต์ระยะนีล้้อมรอบด้วยชัน้ zona  
      radiata externa (ZRe) ซึง่เป็นชัน้นอกสดุ และชัน้  zona radiata interna (ZRi) แบง่เป็นหลายชัน้ และพบ 
      ร่องท่ีมี microvilli (mv) เมื่อศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(D) follicle cell  (fc) มีนิวเคลียส (N) รูปร่างไม่แน่นอน ภายในไซโทพลาสซมึม ีgolgi complex (gc),  
      mitochondria (m), dense granule (dg) และพบ fibril (fb) ใน  intercellular space ระหว่างเซลล์ 
      ฟอลลิเคิล thecal cell (tc), basement membrane (bm) เมือ่ศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อเิล็กตรอน 
      แบบส่องผ่าน 
(E) follicle cel (fc)l ยื่น microvilli (mv) เข้าไปใน pore canal (pc) และพบรู (p) จ านวนมากในชัน้ zona  
      radiata externa (ZRe), Zona radiata interna (ZRi), fibril (fb) เมื่อศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์ 
      อิเล็กตรอนแบบสอ่งผ่าน 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 การแบ่งโอโอไซต์ของปลาการ์ตนูส้มขาวเป็นระยะต่างๆโดยใช้ลกัษณะนิวเคลียส organelles ภายในไซโทพลาสซึม 
และชัน้ของฟอลลิเคิลเป็นเกณฑ์ซึ่งคล้ายกับเกณฑ์ที่ใช้แยกระยะโอโอไซต์ของปลากระดูกแข็งชนิดอื่นๆ (Nagahama,1983; 
Selman  Wallace,1986; Tyler  Sumpter,1996;  Wallace  Selman, 1981) 
 ปลาการ์ตนู สกลุ Amphiprion มีการผสมพนัธุ์แบบจบัคูแ่ละสามารถเปลีย่นเพศแบบ protandrous (Fricke   Fricke, 
1977; Miura et al., 2003)  gonad ของปลาการ์ตนูเพศเมียโตเต็มวยัที่จบัคู่ (breeder fish) มีเฉพาะ ovarian tissue ที่มี โอโอ
ไซต์ที่มีการพฒันาทกุระยะ  gonad ของปลาการ์ตนูเพศผู้ โตเต็มวยัที่จบัคูม่ ีtesticular tissue ทีม่ีเซลล์สบืพนัธุ์เพศผู้ทกุระยะและ
โอโอไซต์ระยะ previtellogenic  แต่ในปลาการ์ตูนที่ยังไม่ผสมพันธุ์  (non-breeder fish) มีทัง้ ovarian tissue และ testicular 
tissue (Casadevall et al., 2009;  Abol-Munafi et al., 2011) 
 โอโอไซต์ระยะ chromatin nucleolus ของปลาการ์ตนูพบ  Balbiani’s body ในไซโทพลาสซมึ ซึง่ Balbiani’s body พบ
ได้ในไซโทพลาสซึมของโอโอไซต์ของสตัว์ไม่มีกระดูกสนัหลงั เช่นแมงมุม และแมลง (Miyazaki   Bilinski, 2006) และใน             
ไซโทพลาสซึมของโอโอไซต์ของสตัว์มีกระดูกสนัหลงัเช่น ปลา สตัว์สะเทินบกสะเทินน า้ และ นก  (Tworzydlo et al., 2009) 
Balbiani’s body ท าหน้าที่เป็นศนูย์กลางในการสงัเคราะห์ organelles ชนิดต่างๆในไซโทพลาสซึม (Coello  Grimm, 1990; 
Corriero et al., 2004; Tyler  Sumpter, 1996)   โอโอไซต์ระยะ  perinucleolus พบนิวคลีโอลัสจ านวนมากแสดงว่ามี
กระบวนการสังเคราะห์ RNA จ านวนมาก (Selman  Wallace, 1986; Thiry  Poncin, 2005 ) ภายในไซโทพลาสซึมพบ 
nuages ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ RNA เพื่อเตรียมสร้างโปรตีนส าหรับใช้ในการพฒันาของโอโอไซต์ในระยะต่อไป  (Abdalla  Cruz-
landim, 2004; Selman  Wallace, 1989; Kessel, 1983 )  โอโอไซต์ระยะนีเ้ร่ิมมี microvilli ยื่นออกจากโอโอไซต์และเซลล์
ฟอลลิเคิล เพื่อเพิ่มพืน้ที่ในการแลกเปลี่ยนสารระหว่างโอโอไซต์และเซลล์ฟอลลิเคิล (Uribe et al,2012) โอโอไซต์ระยะนี ้                
มี follicle epithelium ล้อมรอบและพบเซลล์ฟอลลเิคิลมีรูปร่างแบนเรียงเป็นชัน้เดียว ซึง่ท าหน้าที่ควบคมุการเกิด differentiation 
ของโอโอไซต์ (Stehr et al. 1983, Matsuyama et al. 1991)  
 การพัฒนาของโอโอไซต์ในระยะ  secondary growth phase (ระยะย่อย cortical alveoli และระยะ vitellogenic)               
โอโอไซต์เร่ิมสะสม oil droplets ภายในไซโทพลาสซึม   oil droplets มีสาร triacylglycols และ cholesterol  เป็นองค์ประกอบ 
(Mourente et al., 2002) ดงันัน้ oli droplets จึงท าหน้าที่เก่ียวกับการลอยตวัของไข่ภายหลงัจากไข่ถูกปฏิสนธิและเป็นแหลง่
พลังงานขณะตัวอ่อนก าลังเจริญเติบโต (Kayaba et al., 2001)  นอกจากนีภ้ายในไซโทพลาสซึมยังพบ cortical alveoli                
มีลกัษณะเป็นถงุ   ซึ่งภายในถุงมี metalloproteinases (Shibatta et al., 2000) และ  lectins (Dong et al.,2004)  สารเหล่านี ้
จะหลัง่เข้า  perivitelline space  ขณะที่ไข่ถูกปฏิสนธิ ท าให้ชัน้ zona radiata แข็งเพื่อป้องกันการเกิด polyspermy (Selman  
et al.,1988; Tyler  Sumpter, 1996) นอกจากนี ้zona radiata มีสว่นส าคญัในการขนสง่ vitellogenin ระหว่างการสร้าง yolk 
(Shabanipour & Heidari, 2004) 
 การสงัเคราะห์ yolk เพื่อสะสมเป็นอาหารส าหรับตวัอ่อน เป็นขัน้ตอนที่ส าคญัในกระบวนการพัฒนาของโอโอไซต์ 
(Kayaba et al., 2001) โอโอไซต์ใน secondary growth phase  (ระยะย่อย vitellogenic๗  ของปลาการ์ตูนส้มขาวเก็บสะสม 
yolk ไว้ใน yolk granule ขนาดเลก็ เมื่อโอโอไซต์โตเต็มที่ (ระยะ mature) yolk granules รวมกนัเป็นก้อนมีผลท าให้ไข่  มีลกัษณะ
โปร่งใส ซึ่งเป็นลกัษณะที่คล้ายกับไข่ที่พบในปลากระดูกแข็งที่อาศัยในน า้เค็ม  (Selman  Wallace, 1989) yolk สร้างจาก             
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สารตัง้ต้น vitellogenin ซึ่งสร้างจากตับ (Çakıcı  Üçüncü, 2007) vitellogenin  เป็นสาร phospholipoglycoprotein ที่มี
น า้หนกัโมเลกลุมาก เมื่อขนสง่เข้าโอโอไซต์แล้วจะถกู cleavage เป็น yolk protein ซึง่เป็นโปรตีนขนาดเลก็ (Jalabert, 2005)  

โอโอไซต์ของปลากระดูกแข็งมีชัน้ zona radiata และ follicle epithelium ล้อมรอบ (Dos Santos-Silva et al. 2015; 
Santos et al., 2006)  ชัน้ zona radiata หรือเรียกว่า chorion หรือ egg shell หรือ vitelline envelope (Corriero et al., 2004)         
โอโอไซต์ของปลาการ์ตนูเร่ิมมี zona radiata หุ้มในระยะ secondary oocyte growth phase ( ระยะย่อย cortical alveoli และ 
oil droplets)  ซึ่งเหมือนที่พบในปลาชนิดอื่นๆเช่นปลา Danio rerio (Kaviani et al., 2013) zona radiata ที่ล้อมรอบโอโอไซต์
ของปลาการ์ตนูส้มขาว มีลายตามขวางเช่นเดียวกบัที่พบใน zona radiata ที่ล้อมรอบโอโอไซต์ของปลา Danio rerio (Kaviani           
et al., 2013) ลายตามขวางที่พบใน zona radiata คือ pore canals เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Shabanipour  Heidari, 2004))  zona radiata ที่พบในปลากระดูกแข็งส่วนมากประกอบด้วย 3 ชัน้คือ Z1, Z2 และ Z3 
(Begovac   Wallace, 1987) หรือเรียกวา่ zona externa, zona interna และ zona subinterna (Gills, 1990) แตอ่ยา่งไรก็ตาม 
zona radiata ที่พบในปลาการ์ตูนมีเพียง 2 ชัน้คือ zona radiata externa (ZRe) และ zona radiata interna (ZRi) ซึ่งชัน้ ZRi 
แบง่เป็น 4 ชัน้ยอ่ย จ านวนชัน้ของ zona interna ไมเ่ทา่กนัในปลาแตล่ะชนิด (Lønning, 1972) ชัน้ radiata externa ประกอบด้วย
สาร  polysaccharides (Bazzoli, 1992) ซึ่งต่างจากชัน้ zona radiata interna ที่มีโปรตีน  choriogenins เป็นส่วนประกอบ 
(Santos et al., 2006; Begovac   Wallace, 1989) zona radiata  มีหน้าที่เ ก่ียวข้องกับการป้องกันการเกิด polyspermy 

ระหว่างการปฏิสนธิและป้องกนัการเกิดอนัตรายของตวัออ่นท่ีเกิดจากแรงภายนอกไข ่(Corriero et al., 2004) ชัน้ zona radiata 
มี pore canals และภายใน pore canal มี microvilli ซึง่ท าหน้าที่ช่วยขนสง่สารเพื่อสร้าง yolk (Jiang et al., 2010)  

โอโอไซต์ระยะ mature มี fibrils ในช่องวา่งระหวา่งเซลล์ฟอลลเิคลิ ซึง่คล้ายกบัท่ีพบในโอโอไซต์ของปลา Chirostoma 
humboldtianum  ซึง่ fibrils เหลา่นีน้า่จะมีสว่นชว่ยในการขนสง่สารระหวา่งเซลล์ฟอลลเิคิลและโอโอไซต์ (Cárdenas et al. 
2008; Miura et al., 2003) 

เซลล์ฟอลลิเคิลที่หุ้มโอโอไซต์มีรูปร่างและลกัษณะแตกต่างชึน้กับชนิดของปลาและระยะการพัฒนาของโอโอไซต์ 
(Bazzoli, 1992) เซลล์ฟอลลเิคิลที่พบในปลาการ์ตนูส้มขาวมีรูปร่างแบนในระยะ perinucleolus และมีรูปร่างไมแ่นน่อนในระยะ 
vitellogenic และ mature ซึ่งคล้ายกบัที่พบในปลากระดกูแข็งชนิดอื่นๆ (Santos et al., 2006; Corriero et al., 2004; Selman 
 Wallace, 1986; Grau et al., 1996) เซลล์ฟอลลิเคิลท าหน้าที่สงัเคราะห์สเตียรอยด์ ฮอร์โมน (Nagahama, 1983) โปรตีน
และลพิิดซึง่เป็นสารที่จ าเป็นส าหรับการพฒันาของโอโอไซต์ (Hamlett et al.,1999). 
 
 สรุปผลการวิจัย   
 การศึกษาพฒันาการของโอโอไซต์ของปลาการ์ตนูในระดบัจลุภาคด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งผา่นมีน้อย
มากและไม่ได้ศึกษารายละเอียดโครงสร้างของโอโอไซต์ทุกระยะ จากงานวิจัยครัง้นีพ้บว่ามีการเปลี่ยนแปลงลกัษณะของ
นิวเคลียส และ organelles ต่างๆในแต่ระยะของโอโอไซต์ไม่เหมือนกัน นอกจากนีย้งัพบว่าโอโอไซต์ในระยะ cortical alveoli 
และ oil droplets เป็นระยะที่เร่ิมมี zona radiata ล้อมรอบ โดย zona radiata มีการเปลีย่นแปลงความหนาในระยะของโอโอไซต์   
ไม่เท่ากนัและพบ pore canals  แทรกระหว่างชัน้ zona radiata เพื่อช่วยขนสง่สาร ซึ่งงานวิจยัครัง้นีม้ีความส าคญัต่องานวิจยั     
ในอนาคตเพื่อศึกษาปัจจยัที่ควบคมุกระบวนการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์เพศเมียในระดบัโมเลกุลของปลาการ์ตนูที่สามารถเปลี่ยน
เพศแบบ protandrous ได้ 
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