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บทคดัย่อ 

ในธรรมชาติเช้ือมาลาเรียอาศยัอยูใ่นยงุพาหะและสัตวท่ี์มีกระดูกสันหลงั ซ่ึงในยงุพาหะนั้น เช้ือ
มาลาเรียตอ้งการสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมต่อการพฒันา การเพิ่มจ านวน และการถ่ายทอดเช้ือสู่โฮสต์
ตวัใหม่ โดยทัว่ไประยะเวลาการสร้างสปอร์โรซอยตใ์นยุงพาหะใชเ้วลาประมาณ 10 ถึง 21 วนั ข้ึนอยู่
กบัสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียและอุณหภูมิระหวา่งท่ีอาศยัในยงุพาหะ ในประเทศไทย ยงุกน้ปล่อง 
Anopheles dissidens เป็นยงุท่ีมีศกัยภาพในการเป็นพาหะน าเช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium vivax ใน
การศึกษาน้ีไดอ้อกแบบมา เพื่อศึกษาความเปล่ียนแปลงลกัษณะทางดา้นกายวภิาค และสรีรวทิยาของ
กระเพาะอาหารและต่อมน ้าลายยงุเพศเมียในช่วงระหวา่งการเจริญเติบโตในระยะตวัเต็มวยัของยงุและ
หลงัการกินเลือดอยา่งต่อเน่ือง รวมไปถึงความหลากหลายของแบคทีเรียในกระเพาะอาหารยงุดว้ย 

จากการวเิคราะห์สัณฐานวทิยาของกระเพาะอาหารยงุกน้ปล่องเพศเมีย An. dissidens โดยกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) และกลอ้งจุลทรรศร์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (TEM) 
พบวา่กระเพาะอาหารยงุชนิดน้ีมีพฒันาการอยา่งรวดเร็วและสมบูรณ์ภายใน 3 วนั เยือ่บุผิวของ
กระเพาะอาหารประกอบไปดว้ย electrondense vesicles ท่ีกระจายอยูห่นาแน่น ในส่วนของดา้นใน
กระเพาะอาหาร ไมโครวลิไล  (MV)  ถูกปกคลุมดว้ยร่างแห  microvilli-associated network  (MN)  การ
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เปล่ียนแปลงของสัณฐานวทิยา ของกระเพาะอาหารของยงุชนิดน้ี  พบวา่เร่ิมเกิดข้ึนทนัทีหลงัจากการ
กินเลือด โดยพบวา่ ภายในกระเพาะอาหารถูกลอ้มรอบดว้ย peritrophic matrix (PM) ซ่ึงเกิดจากการ
รวมตวัเป็นชั้นเดียวระหวา่งชั้น electrondense และชั้น electronlucent ในช่วงเวลาสุดทา้ยหลงัจากยอ่ย
เลือดหมดแลว้ โครงสร้างของกระเพาะอาหารจะกลบัคืนสู่สภาพเดิมเหมือนเช่นก่อนการกินเลือด 
นอกจากน้ีโปรตีนของกระเพาะอาหารยงุท่ีกินน ้าตาลไดรั้บการวเิคราะห์และจ าแนกทั้งหมด 66 จุด 
โดยใชว้ธีิ 2-DE และ nano LC-MS โดยพบวา่โปรตีนส่วนใหญ่นั้นมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัเมตาบอลิซึม
ของคาร์โบไฮเดรต  

จากการวเิคราะห์สัณฐานวทิยาของต่อมน ้าลายยงุกน้ปล่องเพศเมีย An. dissidens โดยกลอ้ง
จุลทรรศน์แบบใชแ้สง และกลอ้งจุลทรรศร์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (TEM) พบวา่โครงสร้างต่อม
น ้าลายยงุเพศเมียแบ่งออกไดช้ดัเจนเป็น 3 พู ไดแ้ก่ พูกลาง 1 พู และ พูขา้ง 2 พู โดยพูขา้งแบ่งเป็น
ส่วนบนและส่วนล่าง ซ่ึงแต่ละพูจะประกอบดว้ยโปรตีนหลกัท่ีแตกต่างกนั หลงัจากยุงลอกคราบ ต่อม
น ้าลายมีการสะสมน ้าลายอยา่งรวดเร็วและสมบูรณ์ภายใน 3 วนั การเส่ือมของต่อมน ้าลาย ไดแ้ก่ การ
สูญเสียการกกัเก็บสารหลัง่และการเพิ่มจ านวนของ cytoplasmic vacuolation และ concentric lamellar 
structures ซ่ึงพบในยงุอาย ุ16 วนั จากการวเิคราะห์โปรตีนต่อมน ้าลายยงุดว้ยวธีิ 2-DE และ nano LC-
MS พบวา่ มีโปรตีนหลกัอยา่งนอ้ย 17 จุด ท่ีแสดงออกตั้งแต่อาย ุ1 วนั ถึง 21 วนั แมว้า่การแสดงออก
ของโปรตีนนั้นมีความหลากหลาย แต่สามารถแบ่งรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนได ้ 4 แบบ 
นอกจากน้ียงัพบวา่โปรตีนหลกั 15 จุด ไดล้ดลงหลงัจากการกินเลือดอยา่งมีนยัส าคญั โดยการลดลงนั้น
พบตั้งแต่ร้อยละ 8.5 ถึง 68.11 ประกอบดว้ย putative mucin-like proteins   anti-platelet protein    long 
form D7 salivary proteins    putative gVAG protein precursor     D7-related 3.2 protein   gSG7 proteins  
และ  gSG6 protein 

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในกระเพาะอาหารยงุกน้ปล่อง An. dissidens คร้ังน้ี ถูก
จดัจ าแนกทั้งวธีิท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือและวธีิท่ีไม่ไดเ้ล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงพบวา่แบคทีเรีย
ส่วนมากท่ีพบในยงุกน้ปล่อง An. dissidens อยูใ่นสกุล Enterobacter และ Pseudomonas (ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียท่ีสามารถเพาะเล้ียงไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ) กบั Thorsellia และ Asaia (ซ่ึงเป็นแบคท่ีเรียท่ีไม่
สามารถเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ) 

โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ีจะช่วยให้เขา้ใจถึงจุดเร่ิมตน้ท่ีมีอิทธิพลต่อการเป็นพาหะ 
จากความ สัมพนัธ์ของการเปล่ียนแปลงลกัษณะต่างๆ ในกระเพาะอาหารและต่อมน ้าลายยงุภายใตก้าร
เจริญเติบโตในระยะตวัเตม็วยัและหลงัการกินเลือด และแบคทีเรียท่ีจ  าแนกไดจ้ากยงุชนิดน้ีจะสามารถ
น าไปทดสอบความเหมาะสมในการเป็น paratransgenic candidates
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ABSTRACT 

Malaria parasites circulate naturally between mosquito vectors and vertebrate hosts. 

Parasites in mosquito vectors require a suitable environment for development, 

multiplication and transmission to a new host. In general, the sporogonic cycle has been 

reported as approximately 10-21 days, depending on the parasite species and temperature. 

Anopheles dissidens is a potential malaria vector of Plasmodium vivax in Thailand. A 

series of experiments was designed in this study to investigate changes in the anatomical 

and physiological characteristics of the female midgut and salivary glands during adult 

development and blood feeding status, as well as diversity of bacteria in the midgut.  

Midgut morphology of the female An. dissidens were analyzed using SEM and 

TEM. The midgut developed dramatically and matured within 3 days. Midgut epithelial 

cells consisted of abundant electrondense vesicles. Microvilli in the luminal side were 

covered by a microvilli-associated network (MN). The start of morphological changes 

was observed in the midgut immediately after blood feeding. The peritrophic matrix (PM) 

was formed by surrounding the luminal side and then being united by forming layers of 

electrondense and electronlucent regions. After completing blood digestion, the midgut 

returned to the same condition as before blood feeding. Additionally, midgut proteins of 
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the sugar fed mosquitoes were analysed and identified using 2-DE coupled with nano LC-

MS. There were 66 midgut protein spots being discovered. The most abundant proteins 

involved carbohydrate metabolism. 

Salivary gland morphology of the female of An. dissidens were analyzed using light 

microscopy and TEM. The female glands consisted of a distinctive tri-lobed structure 

connected to a main salivary canal, single medial and two lateral lobes with proximal and 

distal portions. Each lobe region contained different major proteins. Following 

emergence, the glands rapidly accumulated secretory material and developed completely 

within 3 days. Degenerative changes including loss of stored secretion and increased 

cytoplasmic vacuolation as well as concentric lamellar structures were observed from day 

16 post emergence. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis coupled with 

nano LC-MS analysis showed that at least 17 major protein spots were presented from 

day one to day 21 post. Although variation was observed, the patterns of protein 

expression could be placed into one of four groups. Moreover, the fifteen protein spots 

showed significant depletion after blood feeding, with the percentage amount of depletion 

ranging from 8.5% to 68.11%, including the putative mucin-like proteins, anti-platelet 

protein, long form D7 salivary proteins, putative gVAG protein precursor, D7-related 3.2 

protein, gSG7 proteins, and gSG6 protein. 

Diversity of bacteria in the midgut was characterized by culture dependent and 

culture independent methods. Predominant bacteria found in the An. dissidens belonged 

to the genera Enterobacter and Pseudomonas (cultivable bacteria), and Thorsellia and 

Asaia (uncultivable bacteria).  

The information obtained from this study would help in understanding the initial 

influence on vector competence from the correlation of characteristic changes in the 

midgut and salivary glands during adult development and after blood feeding. All of the 

bacteria isolated from the mosquito would be evaluated further for their suitability as a 

paratransgenic candidate. 


