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บทนำ
	 ยุงลายเป็นพาหะที่สำคัญในการแพร่กระจายเชื้อไวรัส
 
ไข้เลือดออกหรือไวรัสเดงกี่ ยุงลายมีหลายชนิดที่สามารถแพร่
เชื้อไวรัสชนิดนี้ ได้แก่ยุง Aedes aegypti ถือว่ามีความสำคัญ
ทางด้านระบาดวิทยาของโรคไข้เลือดออก เนื่องจากเป็นยุงที่อยู่
ใกล้ชิดกับคนมาก โดยยุงลายตัวเมียจะดูดเลือดจากผู้ป่วยที่มี
เชื้อไวรัสอยู่ในกระแสเลือด (ระยะที่มีไข้สูง) เข้าไป ใช้เวลา
ประมาณ 8-10 วัน เชื้อไวรัสในกระเพาะอาหารจะเพิ่มจำนวน
และฝังตัวอยู่บริเวณผนังกระเพาะอาหารของยุง หลังจากนั้นจึง
จะเข้าสู่ต่อมน้ำลาย เตรียมพร้อมที่จะปล่อยเชื้อไวรัสให้กับคนที่
ถูกกัดครั้งต่อไป [1] 

	 ในทางเดินอาหารของสัตว์จำพวกแมลง พบว่ามีการสร้าง
เยื่อชนิดหนึ่งเรียกว่า peritrophic membrane (หรือเรียกว่า 

peritrophic matrix) (PM) ซึ่งเป็นเยื่อบางๆ ที่อยู่ระหว่าง 
food bolus และ midgut epithelium [2-4]  องค์ประกอบ
ของ PM ประกอบด้วย ไคติน โปรตีน และ โปรติโอไกลเคน 
[5] ทำหน้าที่สำคัญในการป้องกันการติดเชื้อชนิดต่างๆ เข้าสู่ตัว
ยุง จึงจัดว่าเป็น first mechanical defense นอกจากนี้ยังทำ
หน้าที่หล่อลื่นให้อาหารผ่านไปในทางเดินอาหารได้ง่าย ป้องกัน
การบวมและแตกของ midgut หลังจากการกินอาหารที่มีน้ำ
หนักโมเลกุลและแรงดันออสโมติกสูง รวมทั้งควบคุมอัตราการ
ย่อยอาหารโดยป้องกันไม่ให้เอนไซม์ย่อยอาหารเร็วหรือช้าเกินไป 
[6-9]  PM ที่ถูกสร้างจาก midgut ของยุงมีสองชนิด ได้แก่ 
PM ชนิดที่ 1 จะสร้างขึ้นในยุงตัวเต็มวัยเพศเมีย และ PM 
ชนิดที่ 2 จะสร้างในระยะที่เป็นลูกน้ำ ส่วนในยุงเพศผู้จะไม่มี
การสร้าง PM [3,10]

	 เนื่องจาก PM มีหน้าที่สำคัญต่อยุง และการศึกษาเกี่ยว
กับ PM ในยุง Ae. aegypti ยังมีน้อย คณะผู้วิจัยจึงสนใจที่จะ
ศึกษาเกี่ยวกับการสร้างและลักษณะทางฮีสโตโลยีของ PM ในยุง
ชนิดนี้ว่ามีการสร้างที่ระยะเวลาใด และมีความสัมพันธ์กับอาหาร
ที่ยุงกินหรือไม่
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Abstract
	 he peritrophic membrane (PM) is an acellular sheath that lines the digestive tract, separating the  
	 ingested food bolus from the midgut epithelium. It plays important roles in protecting the 
midgut epithelium from mechanical damage and insults from pathogens, and in facilitating food 
digestion. The purpose of this study was to examine the involvement of the PM in the midgut of 
Aedes aegypti mosquitoes after blood feeding. 
	 Ae. aegypti mosquitoes were fed with sucrose and blood, and collected at 0.5, 1, and 6 h post-
oral feeding, respectively. Then, they were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer 
containing 5% sucrose pH 7.4 at 4°C, and prepared for study under a light microscope.
	 PM was not produced when the mosquitoes received sucrose or fasted. Contrary to the blood 
feeding group, the PM clearly formed at 6 h post-feeding. It was concluded that PM construction 
was related to the ingestion of blood by the mosquitoes.
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วัสดุและวิธีการศึกษา
	 1.	 เพาะเลีย้งยงุ Ae. aegypti (white-eyed Liverpool 
strain) ในห้องปฏิบัติการภาควิชากีฏวิทยาการแพทย์ คณะ
 
เวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อเลี้ยงจนถึงระยะ
 
ตัวโตเต็มวัย อายุประมาณ 3-4 วัน จึงเลือกยุงเพศเมียจำนวน 
110 ตัว มาใช้ในการทดลอง

	 2.	 กอ่นทำการทดลอง อดอาหารยงุนาน 2 วนั แลว้เกบ็
ตวัอยา่งยงุจำนวน 20 ตวั ไวเ้ปน็กลุม่ควบคมุจากนัน้แบง่ยงุออก
เปน็ 2 กลุม่ ใหอ้าหารยงุดว้ยวธิ ีoral feeding โดย กลุม่ที ่1 ให้
กนินำ้หวาน (10% sucrose) และ กลุม่ที ่2 ใหก้นิเลอืดหนตูะเภา 
(สำนกัสตัวท์ดลอง มหาวทิยาลยัมหดิล) วธิีใหอ้าหารยงุแตล่ะกลุม่
ทำโดยหยดอาหารยงุบนตาขา่ยที่ใชป้ดิฝากลอ่งที่ใชเ้ลีย้งยงุ โดยให้
ยงุกนิอาหารเปน็เวลา 45 นาท ี แลว้จงึเกบ็ตวัอยา่งยงุแตล่ะกลุม่ 
หลงัจาก oral feeding นาน 0.5, 1, และ 6 ชัว่โมง จากนัน้นำยงุ
แต่ละกลุ่มมาทำการตัดส่วนปีกและขาออก นำตัวอย่างยุงมา fix 
ทัง้ตวัใน 2.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer 
containing 5% sucrose, pH 7.4 อณุหภมู ิ4 °C นาน 24 
 
ชั่วโมง เพือ่รกัษาสภาพของตวัอยา่งกอ่นทีจ่ะทำการศกึษาโดยการ
ยอ้มส ีPAS และ toluidine blue ตอ่ไป (รายละเอยีดการเกบ็
ตวัอยา่งยงุแตล่ะกลุม่แสดงในตารางที ่1)

	 3.	 เตรยีมตวัอยา่งยงุเพือ่ศกึษาดว้ย light microscope (LM) 

	 3.1	การย้อมส ีPAS (Periodic Acid Schiff) ซึ่งให้

ป ฏิ กิ ริ ย า เ ป็ น บ วกกั บ เ ซ ลล์ ห รื อ เ นื้ อ เ ยื่ อ ที่ มี
คาร์โบไฮเดรตเปน็องคป์ระกอบ เชน่ ไกลโคเจน ไกล
โคโปรตีน และโปรติโอไกลเคน เป็นต้น [11] การ
ทดลองนีต้อ้งการศกึษา PM ซึง่มีโปรติโอไกลเคนเปน็
องคป์ระกอบ จงึใชส้ ีPAS ในการยอ้ม โดยหลงัจากที่
ยุงผ่านขั้นตอนการ fix ใน 2.5% glutaraldehyde 
แลว้ ใหเ้ตรยีมตวัอยา่งตามขัน้ตอนดงันี ้


	 	 1)	 dehydration เพื่อขจัดน้ำออกจากตัวอย่างโดย
ใช้ ethanol ที่มีเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นต่ำไป
หาความเข้มข้นสูงสุด (70, 80, 95, 100%)


	 	 2)	 clearing โดยแช่ตัวอย่างใน dioxane

	 	 3)	 infiltration โดยแช่ตัวอย่างในส่วนผสมของ 

dioxane และ paraffin ในอัตราส่วน 1:1 และ
ต่อมาแช่ใน paraffin


	 	 4)	 embedding โดยการฝังตัวอย่างใน paraffin
หลังจากนั้นจึงนำ block paraffin ที่ได้มาตัดให้
มีความหนา 5-7 µm นำแผ่นชิ้นเนื้อที่ตัดได้วาง 
บนสไลด์แก้ว แล้วนำไปย้อมสี PAS [11]  


	 3.2	การย้อมสี toluidine blue หลังจาก fix ตัวอย่างใน 
2.5% glutaraldehyde แล้วล้างด้วย buffer ให้
ทำการ fix ตัวอย่างอีกครั้งด้วย 1% osmium 
tetroxide ก่อนที่จะเตรียมตัวอย่างตามขั้นตอนดังนี้ 


	 	 1)	 dehydration ด้วย ethanol ที่มีเปอร์เซ็นต์
ความเข้มข้นต่ำไปหาความเข้มข้นสูงสุด (30, 50, 
70, 90, 100%)


	 	 2)	 clearing โดยแช่ตัวอย่างใน propylene oxide 
(PO)


	 	 3)	 infiltration โดยแช่ตัวอย่างในส่วนผสมของ PO 
และ EPON (สารผสมพลาสติก) ในอัตราส่วน 
1:1 และ 1:2 ตามลำดับ สุดท้ายให้แช่ ใน 
EPON


	 	 4)	 embedding โดยการฝังตัวอย่างใน EPON 
ต่อมานำไปอบในตู้อบจนกระทั่ง block ตัวอย่าง
แข็ง แล้วตัดให้มีความหนา 0.5-1 µm วาง
 
แผ่นชิ้นเนื้อที่ตัดได้บนสไลด์แก้ว แล้วย้อมด้วย 
1% toluidine blue 
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ตารางที่ 1	 รายละเอียดการเก็บตัวอย่างยุง Ae. aegypti แต่ละกลุ่มในการทดลอง ได้แก ่ กลุ่มที่อดอาหาร 
 
(กลุม่ควบคมุ)  กลุม่ทีใ่หก้นินำ้หวาน (กลุม่ที ่1)  และกลุม่ทีใ่หก้นิเลอืด (กลุม่ที ่2) ทีเ่วลา 0.5, 1, และ 6 ชัว่โมง




		  จำนวนยุงที่เก็บ	 ย้อม PAS 	 ย้อม toluidine blue

		  (ตัว)	 (ตัว)	  (ตัว)


	 กลุ่มควบคุม 	 20	 10	 10


	 กลุ่มที่ 1 	

	 	 0.5 ชม.	 10	 5	 5

	 	 1 ชม.	 10	 5	 5

	 	 6 ชม.	 10	 5	 5


	 กลุ่มที่ 2 

	 	 0.5 ชม.	 20	 10	 10

	 	 1 ชม.	 20	 10	 10

	 	 6 ชม.	 20	 10	 10
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ผลการศึกษา
	 การศึกษาโดยการย้อมสี PAS พบว่าในยุงกลุ่มที่อดอาหาร 
(กลุ่มควบคุม) ส่วนของ midgut จะเห็น lumen ที่ว่างเปล่า 
(รูปที่ 1a) ในขณะยุงกลุ่มที่ให้กินเลือด (กลุ่มที่ 2) ของทุกช่วง
เวลาคือ 0.5, 1 และ 6 ชั่วโมง พบว่าส่วน lumen ของ midgut 
ซึ่งมีเลือดอยู่ภายในจะขยายออก (รูปที่ 1b, รูปแสดงเฉพาะที่ 6 
ชั่วโมง)


	 ผลจากการย้อมด้วย toluidine blue ไม่พบว่ามีการสร้าง 
PM ทั้งในยุงกลุ่มที่อดอาหาร (รูปที่ 2a) และกลุ่มที่ให้กินน้ำ
หวาน (กลุ่มที่ 1) (รูปที่ 2b) ในยุงทั้ งสองกลุ่มนี้พบว่า 
epithelial cells ที่ lining midgut เป็นเซลล์ชั้นเดียวชนิด 
columnar เซลล์เหล่านี้จะวางอยู่บน basement membrane 
ส่วนปลายของเซลล์จะมี microvilli จำนวนมากยื่นเข้าสู่ 
lumen (รูปที่ 2a,b) 
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รูปที่ 1	 รูปจาก light microscope ย้อมด้วย PAS แสดง longitudinal sections ของยุง Ae. aegypti เพศเมีย 
พบว่าใน midgut ของยุงกลุ่มที่อดอาหารจะเห็น lumen ที่ว่างเปล่า (a) ในยุงกลุ่มที่ให้กินเลือด ส่วนของ 
lumen ซึ่งมีเลือดอยู่ภายในจะขยายออก (b). Ep = epithelium, L = lumen, RBC = red blood cells.





ตารางที่ 2	 การศึกษาโดยการย้อมสี PAS และ toluidine blue แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระยะเวลาในการสร้าง
ของ PM กับอาหารที่ยุง Ae. aegypti กิน โดยเปรียบเทียบในยุงกลุ่มที่ให้กินน้ำหวาน (กลุ่มที่ 1), ให้
กินเลือด (กลุ่มที่ 2) ที่เวลา 0.5, 1, และ 6 ชั่วโมง กับยุงกลุ่มที่อดอาหาร (กลุ่มควบคุม)




			   การสร้าง PM

		  ย้อม PAS	 ย้อม toluidine blue



	 กลุ่มควบคุม 	 -	 -


	 กลุ่มที่ 1 

	 	 0.5 ชม.	 -	 -

	 	 1 ชม.	 -	 -

	 	 6 ชม	 -	 -

	 กลุ่มที่ 2 	

	 	 0.5 ชม.	 -	 -

	 	 1 ชม.	 -	 -

	 	 6 ชม.	 +	 +
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	 ในยุงกลุ่มที่ให้กินเลือด พบว่า epithelium ที่ lining 
midgut ประกอบด้วยเซลล์ชั้นเดียวชนิด cuboid ซึ่งในการ
ศึกษานี้พบลักษณะเป็น low cuboid มี microvilli อยู่ที่ส่วน
ปลาย (รูปที่ 2c) จากการทดลองที่ให้ยุงกินเลือดที่เวลา 0.5 
และ 1 ชั่วโมง ไม่พบว่ามีการสร้าง PM (รูปที่ 2c, รูปแสดง
เฉพาะที่ 1 ชั่วโมง) แต่จะพบว่าเริ่มมีการสร้าง PM ขึ้นหลังจาก
ยุงกินเลือดไปแล้ว 6 ชั่วโมง เมื่อย้อมด้วย toluidine blue จะ
เห็น PM ปรากฏเป็นเส้นบางๆ ติดสีน้ำเงินอ่อน อยู่ระหว่าง 
food bolus และ midgut epithelium (รูปที่ 3a) ซึ่ง
สอดคล้องกับผลที่ได้จากการย้อมด้วย PAS ที่พบ PM ที่เวลา 

รูปที่ 2	 รูปจาก light microscope แสดง cross 
sections ของ midgut ยุง Ae. aegypti เพศ
เมีย ย้อมด้วย toluidine blue ในยุงที่อด
อาหาร (a) ยุงที่ให้น้ำหวาน (b) และยุงที่ให้
กินเลือดที่เวลา 1 ชั่วโมง (c) ไม่พบว่ามีการ
สร้าง PM ในทั้ง 3 กลุ่ม. BM = basement 
membrane, Ep = epithelium, L = lumen, 
M = microvilli, RBC = red blood cells.





รูปที่ 3	 รูปจาก light microscope ย้อมด้วย toluidine 
blue (a) และ PAS (b) ของ midgut ยุง 
 
Ae. aegypti เพศเมีย หลังจากกินเลือดเป็น
เวลา 6 ชั่วโมง จะปรากฏ PM เป็นเส้นบางๆ 
(ลูกศรชี้) อยู่ล้อมรอบ lysed RBC. Ep = 
epithelium, RBC = red blood cells.
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6 ชั่วโมง เช่นกัน โดยจะเห็นลักษณะของ PM เป็นเส้นบางๆ 
ติดสีชมพู (รูปที่ 3b) และในเวลานี้จะเริ่มเห็นลักษณะของเม็ด
เลือดแดงที่มีการย่อยสลาย (รูปที่ 3a,b)

	 ความสัมพันธ์ระหว่างระยะเวลาในการสร้างของ PM กับ
อาหารที่ยุง Ae. aegypti กิน แสดงในตารางที่ 2

	

วิจารณ์ผลการศึกษา
	 งานวิจัยนี้ทำการศึกษาลักษณะฮีสโตโลยีของ PM ใน 
midgut ของยงุ Ae. aegypti พบวา่การสรา้ง PM ในยงุชนดินี้
จะถูกกระตุ้นโดยเลือดที่ยุงกินเป็นอาหาร เนื่องจากยุงกลุ่มที่ให้
กินน้ำหวานและยุงที่อดอาหารไม่พบว่ามีการสร้าง PM ผลการ
วจิยันีส้อดคลอ้งกบังานของนกัวจิยัหลายๆ กลุม่ ไดแ้ก ่Perrone 
and Spielman [12], Jacobs-Lorena and Oo [2], Tellam 
et al [3] และ Shao et al [4] ทีพ่บวา่เมือ่ยงุกนิเลอืดจะมกีาร
กระตุ้นให้มีการสังเคราะห์โปรตีนและไคตินซึ่งเป็นองค์ประกอบ
ของ PM [13-17] หากมีการสังเคราะห์โปรตีนเพียงอย่างเดียว
แตก่ารสงัเคราะห์ไคตนิถกูรบกวนกจ็ะไมม่กีารสรา้ง PM [5,18] 
ในทำนองเดียวกันการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนก็มีผลรบกวน
การสรา้ง PM เชน่กนั [19,20] จากผลการวจิยันีพ้บวา่ยงุ Ae. 
aegypti ทีก่นิเลอืดเปน็อาหาร จะมกีารสรา้ง PM ที ่6 ชัว่โมง 
ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาโดย Freyvogel and Staubli [21] 
และ Perrone and Spielman [12]

	 ยุงมีการสร้าง PM เป็น defense mechanism ในการ
ป้องกันการติดเชื้อต่างๆ เข้าสู่ตัวยุง โดยประสิทธิภาพในการเป็น 
barrier ของ PM นั้นขึ้นอยู่กับเวลาในการสร้าง ว่าจะสร้างได้
เร็วกว่าระยะเวลาที่เชื้อโรคใช้ในการ invade เข้าสู่ midgut หรือ
ไม่ มีรายงานผลการศึกษาในยุง Culex quinquefasciatus ว่า 
Litomosoides chagasfilhoi microfilariae สามารถ 
penetrate ผ่าน PM เข้าสู่ midgut epithelium ได้ในระยะ
แรกที่เริ่มสร้าง PM แต่เมื่อ PM มีการพัฒนาอย่างสมบูรณ์แล้ว 
microfilariae จะไม่สามารถผ่านเข้าไปยัง midgut ได้อีกต่อไป 
[22] และระดับการปนเปื้อนของเชื้อโรคในอาหารที่แมลงกิน
เป็นปัจจัยที่สำคัญต่อการสร้าง PM โดยแมลงที่กินอาหารที่มีการ
ปนเปื้อนของเชื้อโรคจำนวนมากจะสร้าง PM ในขณะที่แมลงที่
กินอาหารที่ค่อนข้าง sterile หรือมีการปนเปื้อนเชื้อโรคน้อยจะ
ไม่พบ PM [8] การ invade ของเชื้อโรคเข้าสู่ midgut หลัง
จากที่ PM สร้างขึ้นโดยสมบูรณ์แล้ว อาจเกิดจากความสามารถ
ของเชื้อโรคในการสร้างสารบางชนิดที่มีคุณสมบัติ ไปทำลาย
โครงสร้างของ PM   ตามการศึกษาของ Vinetz et al [23] 
และ Giansanti et al [24] พบว่าเชื้อ Plasmodium สามารถ 
invade midgut ของยุงที่มีการสร้าง PM ที่สมบูรณ์แล้ว โดย 
parasite จะหลั่ง chitinases และ proteases ไปทำลาย
โครงสร้างของ PM ทำให้ PM ไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อได้
อีกต่อไป

	 สรุปผลการวิจัยนี้พบว่า ระยะเวลาในการสร้างของ PM มี
ความสัมพันธ์กับอาหารที่ยุงกินเข้าไป โดยยุง Ae. aegypti จะ

สร้าง PM ใน midgut เมื่อยุงได้กินเลือดเป็นอาหาร การสร้าง 
PM เป็น defense mechanism อย่างหนึ่งของยุงเพื่อป้องกัน
การติดเชื้อต่างๆ การทราบระยะเวลาการสร้าง PM จากการวิจัย
นี้สามารถใช้เป็นพื้นฐานสำหรับการวิจัยในขั้นต่อไปเกี่ยวกับความ
สัมพันธ์ของการติดเชื้อไวรัสในยุงมีผลในการกระตุ้นให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ PM อย่างไร และเชื้อไวรัสใช้เวลานานเท่าใด
จึงจะผ่าน PM เข้าไปเพิ่มจำนวนใน midgut ของยุง Ae. 
aegypti
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