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  บทคัดยอ 
 

รายงานวิจัยฉบับนี้เปนรายงานผลการวิจัยท่ีศึกษาในปท่ี 1 ของโครงการวิจัยท่ีดําเนินการศึกษา
ตอเนื่องเปนระยะเวลา 2 ป เพ่ือศึกษาความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของยีน  dmrt1 และ 
cyp19a ในปลาการตนูสมขาวอายุ 1-8 เดือน และตัวเตม็วัยอายุ 8 เดือนท่ีเขาคูกันนาน 1-5 เดือน กับ
พัฒนาการเจริญของอวัยวะสรางเซลลสืบพันธุ (gonad) ซึ่งศึกษาโครงสรางทางจุลกายวิภาคดวยเทคนิค
มิญชวิทยา (histology) งานวิจยัเร่ิมตนจากทําการออกแบบไพรเมอรใหมท่ีมีความจาํเพาะกับยนี 
dmrt1 และยีน cyp19a ของปลาการตนูสมขาวท่ีใชในปฏิกิริยา quantitative real-time PCR สาํหรับ
วัดระดับการแสดงออกของยนี ผลการศึกษาพบการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาการตูนสมขาวท่ีมี
อายุตัง้แต 5 เดือน ซึง่เปนชวงอายุท่ีมีกระบวนการสรางอวัยวะสืบพนัธุเพศผู (spermatogenesis) และ
พบการแสดงออกของยีน cyp19a ในเนื้อเยือ่ของอวัยวะสืบพนัธุเพศเมียมากกวาปลาการตูนท่ีมี
พัฒนาการของอวัยวะสืบพันธุเพศผู โดยเฉพาะอยางยิง่พบการแสดงออกมากท่ีสุดในปลาการตูนสมขาว
เพศเมียท่ีเขาคูเปนเวลานาน 4 เดือน ซึง่เปนระยะท่ีพบ early vitellogenic oocytes  
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ABSTRACT 
 

This is the first year report of a two-year project to study the correlation in dmrt1 
and cyp19a expression in 1-8 month old false clown anemonefish and paired 8 month 
adult for 1-5 months and gonadal development using the histological method. To 
study gene expressions, newly designed specific primers of dmrt1 and cyp1a were 
conducted and used in quantitative real-time PCR. The results showed that the dmrt1 
was first expressed in 5 month old anemonefish, coinciding with spermatogenesis. 
Cyp19a was found more in developing females than males, most particularly in 
females paired for 4 months, which is in the period for developing early vitellogenic 
oocytes. 
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บทที่ 1  
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

การเพาะพันธุ์ปลาทะเลสวยงามมีการพัฒนามากขึน้ในปัจจุบัน โดยเฉพาะเพื่อเพิ่มจ านวน
ผลผลติให้เพยีงพอส าหรับความต้องการของผู้บริโภคทัง้ภายในประเทศและสง่ออกไปต่างประเทศ 
ซึ่งมูลคา่ของธุรกิจปลาทะเลสวยงามในตลาดโลกเม่ือสิบปีที่ผ่านมานั้นมีมลูคา่สงูมากกว่า 2,000 
ล้านบาท โดยกลุ่มของปลาทะเลสวยงามท่ีนิยมเลี้ยงไว้ในตู้ของนักนิยมสัตว์น้ าสวยงามหรือเพื่อใช้
จัดแสดงในสถานแสดงพันธุส์ตัว์น้ าสาธารณะกันมากทีสุ่ดนั้นคือ ปลาในครอบครัว (Family) 
Pomacentridae  เช่น กลุ่มปลาสลิดหิน และกลุ่มปลาการ์ตูน (anemonefish, clownfish) และ
โดยเฉพาะปลาในครอบครัว Pomacent 

ridae นี้มีส่วนแบง่การตลาดเกือบร้อยละ 50 ของปลาทะเลสวยงามท่ีเลีย้งกนัทั่วโลก ทั้งนี้
กลุ่มปลาการ์ตนู สกลุ Amphiprion มีมูลค่าอยู่ที่ประมาณ 150 ลา้นบาทต่อปี โดยความต้องการ
ของตลาดภายในประเทศไทยมีมากถึงประมาณ 240,000 ตัวต่อปี และมีแนวโน้มเพิม่มากข้ึน แต่
อย่างไรก็ตาม ในสถานการณป์ัจจุบนั ที่ปริมาณการผลิตปลาการ์ตูนยงัมีไม่เพียงพอกับความ
ต้องการภายในประเทศ ท าให้ต้องมีการน าเขา้จากต่างประเทศส่วนหนึง่ซึ่งมีมลูคา่ถึงประมาณ 3 
ล้านบาทต่อปี (ศนูย์วิจยักสิกร, 2548) และรวมถึงมีการลกัลอบจับมาจากแหล่งธรรมชาติ
โดยเฉพาะวัยเจริญพันธุ์เพื่อเป็นพ่อ-แม่พันธุ ์
 ดังนั้น อุตสาหกรรมการเพาะและขยายพันธุ์ปลาการ์ตูนของไทยจึงมีการใช้เทคโนโลยดี้าน
การปรับปรุงพันธุ์เพื่อเพิ่มจ านวน ให้ไดส้ายพันธุ์ใหม่ๆ ทีม่ีรูปร่างและลักษณะเด่น มีลวดลายของ
แถบสีบนล าตัวท่ีแปลก ใหม่ และหลากหลายมากยิ่งขึน้ ซึง่ปัจจุบันมีความก้าวหน้ามากกับ
การศึกษาในสายพนัธุ์น าเข้าจากตา่งประเทศ เช่น A. percula เป็นต้น ในขณะท่ีสายพันธุ์พื้นเมือง
ของไทยเรายังไม่เป็นท่ีสนใจกันมากนัก และมีข้อมูลสนับสนุนเพื่อการเพาะเลีย้ง และขยายพันธุ์
ค่อนข้างน้อย  
 ในปัจจุบนัทราบกันแตเ่พียงวา่ปลาการ์ตนูที่อาศัยอยู่ในแนวปะการังในธรรมชาตินั้นเปน็
สัตว์สงัคมที่อยู่กันเปน็ครอบครัว มีสิ่งแวดล้อมและพันธุกรรมเป็นตัวก าหนดบทบาทของเพศ ซึง่
การสืบพนัธุ์ของปลาการ์ตูนสม้ขาวเป็นแบบกระเทยที่มีการเปลี่ยนเพศ (protendrous 
hermaphodite) ในระยะแรกเร่ิมหลังจากที่ฟักออกจากไข่ยังไมส่ามารถก าหนดได้วา่เป็นเพศใด 
จนกว่าจะเป็นวัยรุ่นจงึจะปรากฏเปน็ปลาเพศผู้ และในปลารุ่นเดยีวกันตัวท่ีมีขนาดใหญ่ที่สุดจะ
พัฒนาเปลี่ยนแปลงไปเป็นปลาเพศเมียถา้มีการเขา้คู่ผสมพันธุ์ (Brunner et al., 2001) รวมถึง
สภาพภายในสงัคมนั้นหากเกิดการเปลีย่นแปลง เช่น เมื่อขาดเพศเมีย ปลาเพศผู้ที่มีขนาดรองกจ็ะ
เจริญพัฒนากลายเป็นเพศเมยีทดแทน แต่อย่างไรก็ตามกลไกการเปลี่ยนแปลงเหลา่นีน้ั้นมีการ
ควบคุมด้วยยีนชนดิใด ตลอดจนมีความสัมพนัธ์กับพัฒนาการของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในแต่
ละระยะของการเจริญเตบิโต (ตั้งแต่วยัอ่อนถึงวยัเจริญพันธุ์) มีแบบแผนของการแสดงออกของยีน
ดังกลา่วเป็นอย่างไร ยังไม่มีการศึกษาลงลึกถึงระดับพนัธุกรรม โดยเฉพาะกับปลาการ์ตนูส้มขาว 
ซึ่งเป็นชนิดที่มีการแพร่กระจายในนา่นน้ าไทย และมีรูปร่างและรูปแบบของสีที่หลากหลายที่เป็นท่ี
นิยมของผู้เลีย้งปลาทะเลสวยงาม แต่ด้วยปลาชนิดนี้มีพฒันาการเจรญิค่อนข้างช้า และผสมพนัธุ์ได้
ค่อนข้างยาก จึงยังคงเป็นปญัหาหลักท่ีส าคญัต่อการพัฒนาอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงของไทย 
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 ดังนั้นโครงการวิจัยนีจ้ึงให้ความส าคัญ ที่จะน าเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใช้ศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้องกับการเจริญและพฒันาการของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์
ของปลาการ์ตูนส้มขาว คือ 1) ยีน dmrt1 ซึ่งยีนนี้มีรายงานการศึกษาแล้วในปลาหลายชนิดที่คาด
ว่ามีส่วนร่วมในการก าหนดเพศ และมีการแสดงออกในอวัยวะสร้างเซลลส์ืบพนัธุ์ของปลาเพศผู้
เท่านั้น เช่น ในปลาขา้งเงิน (Fernandino et al., 2006) รวมถึงที่รายงานโดย Marchand et al. 
(2000) ในปลาเรนโบว์เทราต ์และในปลาขา้วสารญี่ปุ่นโดย Matsuda et al. (2002) พบว่าปลาใน
กลุ่มนี้มีการก าหนดเพศแบบ XX/XY โดยโครโมโซม Y ของเพศผู้จะมยีีน DMY ที่มีวิวัฒนาการมา
จากยนี dmrt1 เป็นยีนก าหนดเพศผู้ และ 2) ยีน cyp19a ที่ปัจจุบันมีตัวอยา่งการศึกษาในปลาม้า
ลาย (Danio rerio) (Tong et al., 2001) ปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) 
(Trant, 1994) ปลาข้าวสารญี่ปุ่น และปลาเรนโบว์เทราต ์(Kanda et al., 2006) เป็นต้น ซึง่
พบว่ายีน cyp19a มีการแสดงออกหลักที่รังไข่  การศึกษาครั้งนีจ้ะท าการศึกษาพัฒนาการเจรญิ
ของอวัยวะสร้างเซลลส์ืบพันธุ์ และระดับการแสดงออกของยีนทั้งสองดังกล่าวด้วยเทคนิค real-
time PCR  ซึ่งความรู้จากการศึกษาในคร้ังนี้จักเป็นประโยชน์อย่างยิง่ต่อการพัฒนาและ
ประยุกต์ใช้เพื่อควบคุมการเจริญเติบโต รวมถงึการเข้าคูผ่สมพันธุ์ของปลาวัยเจริญพนัธุ์ ท าให้การ
ปรับปรุงพันธุ์ปลาการ์ตูนท าได้ส าเร็จในระยะเวลาสัน้ และจะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในข้ันตอน
ต่อไปได้อีกหลายดา้น เช่น การสร้างฮอร์โมนสงัเคราะห์กระตุ้นการเจริญเติบโตหรือการปลูกถ่าย
ยีน เพื่อเร่งให้มีพัฒนาการสร้างเซลล์สืบพันธุไ์ด้เร็วข้ึน เปน็ต้น  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 และยีน cyp19a ในอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 
(gonad) ของปลาการ์ตูนส้มขาวในระยะต่างๆ 
 
1.3 สมมติฐำนของกำรวิจัย  
 ยีน dmrt1 และยีน cyp19a มีการแสดงออกในอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ปลาการ์ตูน 
ส้มขาวในแต่ละวัยไม่เท่ากัน 
 
1.4 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 
 ทราบระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 และยีน cyp19a และความสัมพันธ์กับ
พัฒนาการของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ หรือทราบความจ าเพาะของการแสดงออกของยีนกับเพศ
ของปลาการ์ตูนส้มขาว 
  
1.5 ขอบเขตของกำรวิจัย 
 กระบวนการศึกษาจะใช้ปลาการ์ตูนส้มขาวที่มีอายหุลงัฟกัออกจากไข่ 1 เดือน จนถึงวัย
เจริญพันธุ์ที่มีอายุประมาณ 8 เดือน (ศึกษาเปน็รายเดือน) และศึกษากับตัวเต็มวัย (แยกเพศ) ที่
น ามาเขา้คู่กันนานตดิต่อกันเป็นระยะเวลา 1-5 เดือน (รายเดือน)  

การศึกษาจะเร่ิมจากท าการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะและเพิ่มจ านวนในบริเวณยีน 
dmrt1 และยีน cyp19a และศึกษาเปรียบเทยีบระดับการแสดงออกของยีนทัง้สองในปลาการ์ตูน
ส้มขาวแต่ละระยะดงักลา่วขา้งตน้เฉพาะในเนื้อเยื่อ gonad ด้วยวิธี quantitative real-time PCR  
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1.6 ระยะเวลำด ำเนินกำรวิจัย 
 ตั้งแต่ตุลาคม 2559 ถึงมีนาคม 2561 
 
1.7 สถำนท่ีศึกษำทดลอง 
 ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล BS3109 อาคารวิทยาศาสตร์ชีวภาพ ภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ลักษณะทำงชีววิทยำและกำรแพร่กระจำยของปลำกำร์ตูน 
     ปลาการ์ตูน (Anemonefish) เป็นปลาที่นยิมน ามาเลี้ยงเป็นปลาสวยงาม มสีีสนั และ
ลวดลายทีส่ดใสสะดุดตา เปน็ปลาที่ถูกจัดไว้ในกลุ่มปลาสลิดหิน (Damselfishes) ครอบครัว 
(Family) Pomacentridae ปัจจุบนัส ารวจพบทั้งหมด 29 ชนิด แบ่งเป็น 2 สกุล (Genus) คือ 
สกุล Amphiprion ซึ่งในสกลุนี้มี 28 ชนิด และอยู่ในสกลุ Premnas อีก 1 ชนิด (Fautin and 
Allen, 1992) ในประเทศไทยมีรายงานการพบปลาการ์ตนูทั้งหมด  7  ชนิด โดยพบในฝั่งทะเลอัน
ดามัน  5  ชนิด  ได้แก่  ปลาการ์ตูนส้มขาว (A. ocellaris) ปลาการ์ตูนอินเดยีน     (A. 
akallopisos) ปลาการ์ตูนลายปล้อง (A. clarkii) ปลาการ์ตูนลายปล้องหางเหลือง (A. sebae) 
และปลาการ์ตนูแดงด า (A. ephippium)  ส่วนปลาการ์ตนูที่อยู่ในฝั่งอา่วไทยมี 2  ชนดิ คือ ปลา
การ์ตูนอานมา้ (A. polymnus) และปลาการ์ตูนอินเดียนแดง (A. perideraion) (อุ่นจิต ปาติยเสวี
, 2537) แต่ปลาการ์ตูนทีน่ิยมขายกันในตลาดปลาทะเลสวยงามของประเทศไทยยังคงมีปลาการ์ตูน
สายพันธุต์่างประเทศอีก 2 ชนิด คือ ปลาการ์ตูนเพอคลู่า (A. percula) และปลาการ์ตนูมะเขือ
เทศ (A. frenatus) ซึ่งปลาการ์ตูนแตล่ะชนิดมีสสีันและลวดลายท่ีเป็นเอกลักษณ์ของแต่ละชนิด 
(วรวุฒิ  เกิดปราง, 2549) 
 
 2.1.1 ปลำกำร์ตูนสม้ขำว (False Clown Anemonefish; A. ocellaris) 
    ปลาการ์ตูนส้มขาวเป็นปลาการ์ตูนท่ีได้รับความนิยมน ามาเลีย้งกันอย่างแพร่หลายใน
ปัจจุบนั ลักษณะโดยทั่วไปคอืล าตัวมีสีส้มเข้ม มีแถบสีขาว 3 แถบ โดยแถบแรกพาดบริเวณส่วนหัว
ลงทางดา้นหลงัตา  แถบที ่2 พาดบริเวณกลางล าตัวระหว่างรอยเวา้ของครีบหลังด้านหน้าของแถบ
นี้จะโคง้ยื่นไปทางแถบแรก  ส่วนแถบที่ 3 อยู่บริเวณคอดหางแถบขาวแต่ละแถบจะมีเส้นสดี าตดั
บริเวณขอบรวมไปถึงบริเวณขอบของครีบต่าง ๆ ครีบหางของปลาการ์ตูนส้มขาวมีลักษณะกลม 
ครีบหลังมลีักษณะเว้าบริเวณตรงกลางล าตัว จงึท าใหดู้มีลกัษณะคล้ายครีบหลงัแบง่ออกเป็น 2 
ตอน มีก้านครีบหลงั (dorsal fin spines) จ านวน 11 ก้าน ซึ่งจ านวนก้านครีบนี้ใช้ในการจ าแนก
ชนิดระหว่างปลาการ์ตูนส้มขาวกับปลาการ์ตนูเพอคูลา่ที่มรูีปร่างลักษณะใกล้เคียงกัน โดยเฉพาะ
ในช่วงที่ปลายังเจริญเติบโตไม่เต็มท่ีหรือยังมสีีสันไม่ชัดเจน  (ภาพที ่2-1) ปลาการ์ตูนส้มขาวมี
ขนาดล าตัวยาวสุด (total length) ประมาณ 11 เซนติเมตร อาศัยอยู่ในบริเวณท่ีความลึกตั้งแต่ 1-
15 เมตร มักอยู่ร่วมกับดอกไม้ทะเลชนิด Heteractis magnifica, Stichodactyla gigantea 
และ S. mertensii  

ปลาการ์ตูนส้มขาวถูกจัดล าดบัอนุกรมวิธานไว้ดงันี้ (Nelson, 1994) 
   Class: Actinopterygii                                         
    Order: Perciformes  
     Family: Poomacentridae  
      Genus: Amphiprion  
       Species: A. ocellaris 
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ภาพที่ 2-1 ลักษณะสัณฐานวทิยาภายนอกของปลาการ์ตนูส้มขาวตัวเต็มวัย 
(ท่ีมา : http://www.flickriver.com) 

2.2 พฤติกรรมกำรสืบพันธุ์ของปลำ 
โดยทั่วไปปลามกีารสืบพันธุ์ 3 แบบขึ้นอยู่กับชนิด ดังนี้  
1) การสืบพันธุ์แบบแยกเพศ (bisexual reproduction หรือ dioecious) โดยปลาเพศผู้ 

และเพศเมียสร้างเซลล์สืบพันธุ์แยกกัน  การผสมพันธุ์เป็นแบบภายนอกตัว (external 
fertilization) หรือแบบภายในตัว (internal fertilization) ก็ได้ 

2) การสืบพันธุ์แบบกะเทย (hermaphroditism หรือ monoecious) พบเนื้อเยื่อที่ท า
หน้าที่สร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (testicular tissue) และเนื้อเยื่อที่ท าหน้าที่สร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศ
เมีย(ovarian tissue) อยู่ในอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad) ตัวเดียวกัน อาจพบเนื้อเยื่อทั้งสองชนิดใน
เวลาเดียวกันหรือคนละช่วงเวลาก็ได้ การผสมพันธุ์อาจเกิดขึ้นภายในตัวเดียวกัน (self - 
fertilization) เมื่อพบเซลล์สืบพันธุ์ทั้งสองเพศสุกพร้อมกัน หรือมีการผสมพันธุ์ข้ามตัว (cross-
fertilization) เมื่อพบเซลล์สืบพันธุ์เพียงเพศเดียวที่สุกและพร้อมท างานได้ การผสมพันธุ์ข้ามตัว
สามารถแบ่งได้2 แบบแบบที่ 1 คือกะเทยแบบ protandrous hermaphrodite หมายถึงปลาที่มี
อวัยวะสืบพันธุ์ที่ท าหน้าที่เป็นอัณฑะก่อนจึงท าหน้าที่เป็นรังไข่ พบในปลาทะเลกลุ่มปลานกแก้ว 
Sparus auratus ปลาหัวแบน Inegocia crocodila และปลาการ์ตูน แบบที่ 2 คือกะเทยแบบ 
protogynous hermaphrodite หมายถึงปลาที่ช่วงแรกมีอวัยวะสืบพันธุ์เป็นรังไข่ก่อนแล้วจึง
เปลี่ยนเป็นอัณฑะ พบในปลาทะเล เช่น ปลานกแก้ว (Dentex tumifrons) ปลากะรัง สกุล 
Epinephelus 

3) การสืบพันธุ์แบบไข่ที่ไม่ได้รับการผสม (parthenogenesis หรือ gynogenesis) ไข่
สามารถเจริญเป็นตัวอ่อนได้โดยเช้ือตัวผู้เป็นเพียงตัวกระตุ้นไข่ให้เกิดการเจริญและพัฒนาเท่านั้น
โดยไม่ต้องผสม ลูกที่ได้จะมีโครโมโซมชุดเดียว (n) และเป็นเพศเมียทั้งหมด พบในพวกปลากินยุง 
เช่น ปลาสอด และปลาหางนกยูง (สุขใจ รัตนยุวกร และคณะ, 2548) 

 
 
 

http://202.28.199.1/tdc/basic.php?query=%CA%D8%A2%E3%A8%20%C3%D1%B5%B9%C2%D8%C7%A1%C3&field=1003&institute_code=0&option=showindex_creator&doc_type=0


6 
 

2.3 ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับพัฒนำกำรกำรเจริญของอวัยวะสร้ำงเซลล์สืบพันธุ ์
 2.3.1 ยีน Doublesex/male abnormal-3-related transcription factor-1 
(dmrt1) 
 ยีน dmrt1 จัดเป็นยีนในครอบครัว (gene family) Doublesex/mab-3 DNA-
binding motif (DM domain) เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการถอดรหัส (transcription 
factor) มีความเกี่ยวข้องกับการก าหนดเพศในสตัว์ท่ีมีกระดูกสันหลัง และสัตว์ท่ีไม่มีกระดูกสันหลงั 
(Hong et al., 2007) ในมนุษย์ที่มีระบบเพศเป็นแบบ XX และ XY มีรายงานพบว่าเพศชายถูก
ก าหนดไว้โดยยีน SRY ที่อยู่บนโครโมโซม Y ในขณะท่ีปลาบางชนิดที่มีระบบเพศเป็นแบบ XX และ 
XY พบยีนที่ก าหนดเพศเช่นกัน เช่น ปลาข้าวสารญี่ปุ่น (Oryzias latipes) ในขณะที่ปลาชนิดอื่น
ยังไม่มีรายงานการค้นพบยีนที่ก าหนดเพศ มีการค้นพบว่าปลาเพศผู้ถูกก าหนดด้วยยีน DMRT1bY 
ในสัตว์ปีก สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก สัตว์เลื้อยคลานที่มีระบบควบคุมเพศเป็น ZZ และ ZW  เช่น 
ไก่เพศผู้ถูกก าหนดด้วยยีน dmrt1 ที่อยู่บนโครโมโซม Z และในกบ (Xenopus Laevis) มี
ยีน DMW ควบคุมการพัฒนาของรังไข่ (Redi et al., 2007) ในเพศผู้จะมีกลไกการก าหนดเพศ
ร่วมกับยีน Sox9 เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของอัณฑะ (ภาพที่ 2-2) 
 

 
ภาพที่ 2-2 กลไกระดับชีวโมเลกุลในการก าหนดเพศของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (She and Yang,  
             2017) 
 
 สิ่งมีชีวิตทั่วไปที่มีเพศแยก คือ เพศผู้ และเพศเมีย การมีเพศต่างกันขึ้นอยู่กับกลไกการ
ก าหนดเพศ (sex determination) อันเนื่องมาจากโครโมโซมเพศและจ านวนชุดของโครโมโซม 
การก าหนดเพศในสิ่ งมี ชีวิตที่มี โครโมโซมเพศสามารถแบ่งออกเป็น  3 ระบบ  
(บุญวัฒนา บุญธรรม, 2545) คือ  
 1) ระบบ XY 
 ระบบ XY เป็นระบบที่พบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น คน สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทุกชนิด 
แมลงหวี่ และพืชบางชนิด การก าหนดเพศในคน คนเราสามารถระบุเพศได้ด้วยโครโมโซม Y ซึ่ง
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โครโมโซม Y จะท าหน้าที่กระตุ้นเซลล์ให้ตัวอ่อนมีการสร้างอัณฑะ (Testis) แต่ถ้าไม่มีโครโมโซม Y 
แต่มีโครโมโซม X ก็จะมีการกระตุ้นเซลล์ให้สร้างรังไข่แทน เพราะฉะนั้นสามารถสรุปได้ว่า ในคน 
XY จะเป็นเพศชาย และ XX จะเป็นเพศหญิง  
 2) ระบบ XO 
 ระบบ XO เป็นระบบที่พบในแมลงอันดับ (Order) Orthoptera เช่น ตั๊กแตน จิ้งหรีด 
และอันดับ Hemiptera เช่นพวกมวนต่างๆ ซึ่งเพศผู้จะมีโครโมโซม X เพียงโครโมโซมเดียว แต่
เพศเมียจะมีโครโมโซมเป็น XX ดังนั้น เพศผู้จะมีโครโมโซมเป็น XO ส่วนเพศเมียก็จะเป็น XX 
 3) ระบบ ZW 
 ระบบ ZW เป็นระบบที่พบในสัตว์ปีก เช่น นก ไก่ สัตว์เลื้อยคลาน และปลาบางชนิด 
การก าหนดเพศระบบนี้ เพศเมียจะมีโครโมโซม ZW และเพศผู้จะเป็น ZZ ซึ่งเพศเมียจะสามารถ
ผลิตไข่ได้ 2 ชนิดคือ ไข่ที่มีโครโมโซม Z กับไข่ที่มีโครโมโซม W ซึ่งเพศผู้จะผลิตสเปิร์มที่มี
โครโมโซม Z อย่างเดียว เมื่อท าการผสมกันก็จะได้โครโมโซมในรูปแบบเดิมออกมา 
 การก าหนดเพศโดยอาศัยชุดของโครโมโซม เป็นการก าหนดเพศที่พบในแมลงอันดับ
Hymennoptera เช่น ผึ้ง ต่อ และมด ซึ่งเพศผู้นั้นจะมีโครโมโซมเพยีงชุดเดียว (n) แต่เพศเมียจะมี
เป็นสองเท่าของตัวผู้ (2n) เช่น ผึ้งเพศผู้มี 16 โครโมโซม แต่ผึ้งเพศเมียจะมี 32 โครโมโซม 
 
2.4 กำรตรวจวัดกำรแสดงออกของยีน 
 การตรวจวัดระดับการสังเคราะห์ยีนมหีลายวิธีทีพ่ัฒนาขึ้นมาเพื่อวิเคราะห์ในตัวอย่าง
สัตว์ทดลอง เช่น การใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยา ที่ทดสอบหาแอนติบอดีหรือแอนตเิจน  
โดยอาศยัการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อกัน เช่น 
radioimmunoassay (RIA) ซึ่งมีความไวสงูแต่อาศยัแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตรังส ี 
 และ immunohistochemistry ซึ่งต้องอาศยัทักษะการเตรียมเนื้อเยื่อตัวอยา่งและความ
เช่ียวชาญในการตรวจวัด ซึง่เทคนิคดังกลา่วจ าเป็นต้องอาศัยแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อชนิด
ของสิง่มีชีวิต มีขั้นตอนการศึกษายุ่งยากและใช้เวลามากในการผลิตแอนติบอด ีส่วนการวิเคราะห์
ระดับการแสดงออกของยีนนัน้เป็นขั้นตอนการศึกษาในระดับการทรานสคริปชัน ซึ่งเปน็
กระบวนการสังเคราะห์เอ็มอาร์เอ็นเอเพื่อน ารหสัพันธุกรรมไปสงัเคราะหโ์ปรตีนต่อไป ดังนั้นการ
ตรวจวัดระดับการเปลี่ยนแปลงของเอ็มอาร์เอ็นเอจะมีความไวและเกิดการเปลี่ยนแปลงเร็วกว่า
ระดับโปรตีน และด้วยเทคโนโลย ี Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อเพิ่ม
ช้ินส่วนหรือปริมาณสารพันธกุรรมในหลอดทดลอง โดยเลยีนแบบการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอตาม
ธรรมชาติ โดยอาศัย DNA polymerase, co-enzyme, co-factors ต่างๆ  สามารถสังเคราะห์ซีดี
เอ็นเอ (complementary DNA: cDNA) (ภาพที ่2-3) ได้จากเอ็มอาร์เอ็นเอโดยอาศยัเอนไซม์ 
reverse transcriptase หรือ RNA dependent DNA polymerase ซึ่งมีประโยชนม์ากส าหรับ
การเปลี่ยนตัวอยา่งทีไ่ม่ใช่ช้ินส่วนของดีเอน็เอแต่เปลี่ยนอาร์เอ็นเอให้เป็นซีดีเอ็นเอแล้วเพิ่มปริมาณ
ให้มีจ านวนมากเพื่อตรวจวัดปริมาณหรือระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายได ้เรียกปฏิกิริยานี้
ว่า Reverse transcription - Polymerase chain reaction (RT-PCR) เป็นวิธีการวัดปริมาณ
ของเอ็มอาร์เอ็นเอเพื่อบ่งชี้ระดับการแสดงออกของยนีเปา้หมายโดยการเปรียบเทียบกบัยีนอ้างอิง 
(reference gene) ได้แก่ β-actin, β-tubulin, rpl8, 18S ribosomal RNA (18S rRNA) และ 
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28S ribosomal RNA (28S rRNA) เนื่องจากยีนดงักลา่วมีระดับการแสดงออกคงที่ไมเ่ปลี่ยนแปลง
ตามสภาวะแวดล้อมที่ได้รับ (Arukwe, 2006)                  
 การวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR จงึกลายเปน็วิธีที่มีบทบาท
ส าคญัในปัจจุบันทีส่ามารถเขา้ใจกลไกการท างานของเซลล์ขั้นพืน้ฐาน ซึ่งสามารถท าได้ 3 วิธีคือ 
semi-quantitative RT-PCR, competitive RT-PCR และ real-time -PCR ซึ่ง 2 วิธีแรก การท า
พีซีอารต์้องหาจ านวนรอบที่ท าการเพิ่มปริมาณที่เหมาะสม ซึ่งเปน็การวัดการแสดงออกของยีนจาก
ปริมาณของเอ็มอาร์เอ็นเอ (m-RNA) ที่อยู่ภายในเซลล์ แต่วิธีนี้อาจต้องใช้เวลานานเนือ่งจากการ
หาจ านวนรอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสม และในการวัดปริมาณของดีเอ็นเอท าได้เมื่อ
กระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเสร็จสิ้นก่อนจงึจะสามารถตรวจสอบได้ด้วย gel 
electrophoresis จากข้อจ ากัดเหลา่นี้จงึได้มีการพัฒนาเทคโนโลยีพซีีอาร์ขึ้นไปอีกระดับคือ real-
time RT-PCR ซึ่งมีความไวสงูสามารถตรวจสอบในระดับ 1 ไมโครกรัม/มิลลิลติร หรือต่ ากว่าได้ 
(Arukwe and Goksoyr, 2003) และติดตามการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองได้ตลอด
กระบวนการ วิธีนี้ไม่จ าเป็นตอ้งหารอบที่เหมาะสม สามารถติดตามการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไป
พร้อมๆ กบัการเพิ่มปริมาณโดยใช้สารเรืองแสงเป็นตัวตดิตาม แต่อย่างไรก็ตามเทคนิค real-time 
RT-PCR จ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือที่มีราคาแพงจงึเป็นข้อจ ากัดในการปฏิบัตสิ าหรับบางห้องปฏิบตัิ 
ดังนั้น เทคนิค semi-quantitative RT-PCR จึงยังได้รับความนิยมใช้กันอยู่ในปจัจุบนั 
 ซีดีเอ็นเอ (complementary DNA: cDNA) เป็นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอมาจากเอ็มอาร์
เอ็นเอต้นแบบ เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีน โดยใช้เอนไซม์ reverse transcriptase 
วิธีการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ จึงเรียกว่า RT-PCR มีขั้นตอนดังภาพที่ 2-4 
 
2.5 ปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction หรือ PCR)  
  เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการ DNA replication ซึ่งเป็น
การสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบในหลอดทดลองภายในระยะเวลาอันสั้น
และได้ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ้นเป็นล้านเท่าดังภาพที่ 2 -5 จุดเด่นของเทคนิคพีซีอาร์ คือ สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการท างานน้อยและใช้เวลาน้อย  (สุรินทร์  
ปิยะโชคนากุล, 2545) 
 สารเคมีที่เกี่ยวข้องในปฏิกิริยาพีซีอาร์ เนื่องจากการท าปฏิริยาพีซีอาร์ เป็นการสร้างดี
เอ็นเอสายใหม่ในหลอดทดลอง จึงต้องมีการเติมสารเคมี เพื่อใช้ในการน ามาสร้างเป็นดีเอ็นเอสาย
ใหม่ สารเคมีที่ต้องใช้ในปฏิกิริยามีดังนี้ 
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ภาพที่ 2-3 ขั้นตอนการสงัเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (Longman, 1999) 
 
 1) Deoxynucleotides (dNTPs) เป็นนิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นหน่วยย่อยส าหรับน าไป
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ ประกอบด้วย dATP, dTTP, dGTP, dCTP  
 2) DNA polymerase เป็นเอนไซม์ส าหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอให้ช่วยเร่งปฏิกิริยา
เช่ือมต่อนิวคลีโอไทด์ใหม่เข้ากับไพรเมอร์ 
 3) Primer เป็นดีเอ็นเอเร่ิมต้นสายสัน้ ๆ ที่มีล าดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบ
ของการสังเคราะห์ ในการท าพีซีอาร์จึงต้องทราบล าดับเบสของดีเอ็นเอที่ต้องการจะเพิ่มจ านวน 
เพื่อใช้ในการสร้างไพเมอร์จ าเพาะ 
 4) PCR buffer เป็นสารละลายที่ควบคุมสภาวะของการท าปฏิกิริยาให้เหมาะสม เช่น 
pH และเกลือต่าง ๆ ซึ่งจะต้องมีอนุมูลแมกนีเซียมอยู่ด้วย 
 5) Template คือดีเอ็นเอต้นแบบหรือยีนส่วนที่ต้องการเพิ่มปริมาณ หรือเป็นตัวอย่างดี
เอ็นเอ ท่ีต้องการน ามาตรวจหาดีเอ็นเอจ าเพาะ โดยมีขั้นตอนที่ส าคัญ 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 ขั้นตอนที่ 1 Denaturation เป็นการแยกสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจากสภาพที่เป็นสาย
คู่ให้เป็นสายเดี่ยวโดยใช้อุณหภูมิในช่วง 92-95 องศาเซลเซียส 
 ขั้นตอนที่ 2 Annealing เป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลงให้อยู่ในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส 
และใช้ไพรเมอร์ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายสั้น ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 17-24 เบส) ที่มีล าดับ
เบสเป็นเข้าคู่กับสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจับคู่กัน  
 ขั้นตอนที่ 3 Extension เป็นขั้นตอนการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อจาก
ส่วนปลายของไพรเมอร์ (ที่ใส่เข้าไปในขั้นท่ีสอง) ตามข้อมูลบนดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบแต่ละสายโดย
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อาศัยการท างานของเอ็นไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ซึ่งเอนไซม์นี้ท างานได้ดี
ที่สุดที่อุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส 
 จากขั้นตอนที่ 1-3 ซึ่งนับเป็นจ านวน 1 รอบ จะให้ผลผลิตเป็นดีเอ็นเอสายคู่ที่มีล าดับ
เบสเป็นคู่สม กับดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบเพิ่มขึ้นเป็นสองเท่า เมื่อจัดให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จากขั้นที่ 1 
ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ มากมาย ประมาณว่าปฏิกิริยา 220 
รอบ สามารถเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอไม่ได้น้อยกว่า 100,000 เท่า (ภาพที่ 2-4) 
 

 
 
ภาพที่ 2-4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) (Anderson, 2011) 
 
2.6 เทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอำร์ (Real-time PCR)  
 เทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ (real-time PCR หรือ Quantitative PCR, qPCR) เป็นเทคนิค
ที่พัฒนาจากเทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิม โดยมีการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (fluorescent หรือ 
fluorchrome) ท าให้สามารถวัดปริมาณของดีเอ็นเอเป้าหมายตัง้ตน้และวัดปริมาณดเีอ็นเอท่ี
เพิ่มขึ้นได้ทันทีโดยไม่ต้องรอให้ปฏิกิริยาเสร็จสิ้นก่อน เทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์สามารถหาปริมาณดี
เอ็นเอท่ีเพิ่มขึ้นในปฏิกิริยาพซีีอาร์ในแต่ละรอบ ท าให้ได้คา่ปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มจ านวนจริงจากค่า
ของ exponential phase ที่ได้จากการเร่ิมต้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย (วีระพงศ์ ลุลิตานนท์ และ
นิภาภรณ์ แสนคณุท้าว, 2551) กราฟแสดงผลจากปฏิกิริยาเรียลไทมพ์ีซีอาร์แสดงในภาพที่ 2-5  
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ข้อดีของเทคนคิเรียลไทมพ์ซีีอำร์ 
 1) สามารถติดตามผลของปฏิกิริยาได้ขณะเกิดขึน้จริง 
 2) ไม่จ าเป็นต้องมีขั้นตอนหลงัสิ้นสุดปฏิกิริยา จงึได้ผลลัพธ์เร็วขึ้น  
 3) การท างานในแต่ละรอบปฏิกิริยามักจะเร็วกว่าเทคนิคพีซีอาร์แบบดัง้เดิม 
 4) วัดการเพิ่มจ านวนได้มากถึง 1010 เท่า (wider dynamic range) 
 5) สามารถตรวจยืนยนัผลผลติพีซีอาร์ท่ีได้โดยการวิเคราะห์ melting point 
 6) ส าหรับงานดา้น RNA จะใช้ปริมาณตั้งต้นของ RNA น้อยกว่าวิธีดัง้เดิมถึง 1,000 เท่า 
 7) ค่าใช้จ่ายไมไ่ด้แพงกว่าการท าพีซีอาร์แบบดั้งเดิม ยกเวน้ค่าอุปกรณ์ 

ภาพที่ 2-5 กราฟแสดงผลจากปฏิกิริยาเรียลไทม์พีซีอาร ์(Bio-rad, n.d.) 

  
2.7 สำรเรืองแสงที่ใช้ในเทคนคิเรียลไทม์พีซีอำร์ 
 1) SYBR-Green I Dye : เป็นสารเรืองแสงที่สามารถเขา้จับกับต าแหนง่ร่องขนาดเล็ก 
(minor groove) ของดีเอ็นเอสายคูไ่ด้ ในช่วงกระบวนการ denature ของปฏิกิริยาพซีีอาร์เพื่อ
คลายสายดีเอ็นเอจากสายคู่ให้กลายเป็นสายเดีย่วนั้น SYBR-Green ยงัไมส่ามารถเข้าจับกับดีเอ็น
เอสายเดี่ยวได้ แต่เมื่อเข้าสู่กระบวนการ annealing และ extension สี SYBR-Green จะแทรกตัว
เข้าไปจับกับสายคู่ของดีเอ็นเอและเปลง่แสงในช่วงคลื่นประมาณ 530 นาโนเมตร เม่ือรอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์กลับมาถงึช่วงกระบวนการ denature อีกคร้ัง SYBR-Green จะหลุดออกจากสาย
ดีเอ็นเอท าให้การเรืองแสงลดลง (ภาพที่ 2-6) 
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ภาพที่ 2-6  การวัดผลผลิตพซีีอาร์ด้วย SYBR-Green I Dye (Bioneer, n.d.)  
 
 2) Hydrolysis probe : โพรบ (prope) ลักษณะนี้เป็น dual-labeled probe คือมีตัว
ระงับสญัญาณ (Quencher) และสารเรืองแสง (Reporter dye) อยู่บนโพรบเส้นเดยีวกัน ซึ่ง
ขณะท่ียังไม่มีการเปลี่ยนแปลง (intact) ตัวระงับสญัญาณจะดูดแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารเรือง
แสงไว้ เมื่อมีการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายเกดิขึ้น Taq DNA polymerase ซึ่งมีคุณสมบัต ิ5’-
exonuclease จะ hydrolyze probe ท าให้เกิดการแยกตัวของสารเรืองแสงและตัวระงับ
สัญญาณ จึงสามารถตรวจวัดแสงฟลูออเรสเซนตไ์ด้ ในแตล่ะรอบของปฏิกิริยาพซีีอาร์แสงฟลูออ
เรสเซนตจ์ะเพิ่มขึน้เพราะมจี านวนสารเรืองแสงที่เป็นอิสระสะสมมากขึ้นเร่ือย ๆ (ภาพที่ 2-7) 

d 
ภาพที่ 2-7  การวัดผลผลิตพซีีอาร์ด้วย Hydrolysis probe (Bioneer, n.d.) 

 
 3) Hybridization probe: โพรบเส้นหนึ่งติดด้วย donor fluorophore ที่ 3’ end 
และโพรบอีกเส้นที่ติดกนัมี acceptor fluorophore ติดอยู่ เมื่อทั้งสอง fluorophore อยู่ใกล้กัน 
(ระยะห่าง 1-5 นิวคลีโอไทด์) แสงที่เปลง่ออกมาของ donor fluorophore จะกระตุ้น 
 



13 
 

acceptor fluorophore ท าให้เกิดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent Resonance Energy 
Transfer, FRET) ที่สามารถวัดได้ในช่วง annealing และช่วงแรกของ extension ของปฏิกิริยา
พีซีอาร์ ในแตล่ะรอบปฏิกิริยาจะมีการเข้าจบัของ hybridization probes เพิ่มมากขึ้น ท าให้
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์เพิ่มขึ้น (ภาพที่ 2-8) 

ภาพที่ 2-8  การวัดผลผลิตพซีีอาร์ด้วย Hybridization probe (Sigmaaldrich, n.d.) 
 
 4) Melecular Beacons : ใช้โพรบที่สามารถโคง้งอเปน็ hair pin loop ซึ่งยึดติดกัน
ด้วยพันธะไฮโดรเจนประมาณ 5-7 นิวคลีโอไทด์ และมีคูเ่บส G-C มาก ท าให้ปลาย 5’ และ 3’ ที่
ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงและตัวระงับสญัญาณเขา้มาอยู่ใกล้กันจนตัวระงับสัญญาณสามารถดูด
ซับพลงังานจากสารเรืองแสงได้ ส่วนบริเวณ hair pin จะถูกสร้างให้มีล าดับเบสเป็นคูส่มกับดีเอ็น
เอเป้าหมาย เมื่อ Melecular Beacons เข้าจับกับดีเอ็นเอเป้าหมาย hair pin จะถูกสลายไป ท า
ให้สารเรืองแสงอยู่ห่างจากตวัระงับสญัญาณและสามารถเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมาได้เมื่อถูก
กระตุ้นด้วยพลังงานสงู (ภาพที่ 2-9) (วีระพงศ์ ลลุิตานนท ์และนภิาภรณ์ แสนคณุท้าว, 2551)  

 
ภาพที่ 2-9  การวัดผลผลิตพซีีอาร์ด้วย Melecular Beacons (Biosearch technologies, n.d.) 
 
2.8 อะกำโรสเจลอิเล็กโทรฟอริซีส (Agarose Gel Electrophoresis)  
 อิเล็กโทรฟอริซิส  เป็นเทคนิคที่ใช้แยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอีกซึ่งอยู่ในสนามไฟฟ้าออก
จากกัน โดยอาศัยความแตกต่างของการเคลื่อนที่ของโมเลกุล ซึ่งเป็นผลมาจากความแตกต่างของ
ชนิดและปริมาณของประจุ ขนาดและโครงรูปของโมเลกุลของสาร  ส าหรับดีเอ็นเอนิยมแยกโดย
ใช้อะกาโรส หรือพอลิอะคริลาไมด์เป็นตัวกลาง การแยกดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเป็นตัวกลางเป็น
เทคนิคท่ีส าคัญมากในการศึกษาวิจัยด้านพันธุวิศวกรรม เพราะเป็นเทคนิคที่ใช้แยก บ่งช้ีและท าช้ิน
ดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ ท าได้สะดวกและรวดเร็ว การตรวจหาแถบของดีเอ็นเอที่แยกออกจากกัน
สามารถท าได้โดยการย้อมอะกาโรสด้วยเอธิเทียมโบรไมด์ แล้วตรวจหาสารเชิงซ้อนของเอธิเทียม
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โบรไมด์กับดีเอ็นเอ ซึ่งจะเรืองแสงฟลูออเรสเซ็น เมื่อส่องด้วยแสงอุลตร้าไวโอเลต แถบดีเอ็นเอที่มี
ปริมาณต่ าเพียง 10 นาโนกรัม (สุรินทร์ ปิยะโชคนากุล, 2545) 
 ในการเตรียมเจลจะน าอะกาโรสมาหลอมในบัฟเฟอร์ซึ่งมี pH 8.0 แล้วเทลงในถาดรอง
เจล เมื่ออะกาโรสแข็งตัวแล้วจึงท าการหยดดีเอ็นเอ ซึ่งมีประจุลบจะเคลื่อนที่ไปหาขั้วบวก อัตรา
การการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆต่อไปนี้ 
 1) ขนาดของดีเอ็นเอ 
 อัตราการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอจะแปรผกผันกับ log10 ของจ านวนคูเบส ดีเอ็นเอโมเลกุล
ใหญ่จะเคลื่อนที่ช้ากว่าเพราะมีแรงเสียดทานมากกว่า และโมเลกุลจะเคลื่อนที่ผ่านรูของเจลยาก
กว่า 
 2) ความเข้มข้นของอะกาโรส 
 ขณะที่ให้กระแสไฟฟ้าผ่านเจลดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ผ่านรูภายในเจล  ถ้ารูมีขนาดใหญ่
อัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจะเร็วกว่าเจลที่มีรูขนาดเล็ก ขนาดของรูภายในเจลจะขึ้นกับความ
เข้มข้นของอะกาโรสยิ่งมีความเข้มข้นมากรูภายในจะมีขนาดเล็กลง การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอะ
กาโรส  จะมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับความเข้มข้นของอะกาโรส 
 3) โครงรูปของดีเอ็นเอ 
 ดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากัน แต่อยู่ในโครงรูปที่แตกต่างกันจะเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจลใน
อัตราที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟ้าและความ
แรงอิออนของบัฟเฟอร์ โดยทั่วๆไปส าหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ โครงรูปแบบ supercoiled DNA จะ
เคลื่อนท่ีได้เร็วกว่าแบบ linear DNA ส่วนแบบ relaxed DNA จะเคลื่อนท่ีช้าสุด 
 4) แรงเคลื่อนไฟฟ้า 
  ถ้าเพิ่มแรงเคลื่อนไฟฟ้าดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า ในการแยกขนาดดีเอ็นเอโดยอิ
เล็กโทรโฟริซีส ต้องใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้าที่เหมาะสม ถ้าใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้าที่สูงเกินไปดีเอ็นเอ
เคลื่อนท่ีเร็ว การแยกตัวจะไม่ดีแต่ถ้าใช้แรงเคลื่อนไฟฟา้ที่ต่ าดีเอ็นเอจะเคลื่อนท่ีช้า การแยกตัวได้ดี
แต่แถบดีเอ็นเอจะไม่ชัดเพราะเกิดการแพร่  
 5) บัฟเฟอร์ 
 บัฟเฟอร์ที่นิยมใช้ในการท าอะกาโรสอิเล็กโทรโฟริซีสมีหลายชนิด เช่น Tris-acetate 
buffer (TAE) pH 8.0, Tris-phosphate buffer (TPE) pH 8.5, Tris-borate buffer (TBE) pH 
8.3 
 
2.9 เอกสำรงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 2.9.1 ยีน dmrt1 
 การก าหนดเพศของสิ่งมีชีวิตเป็นกระบวนการทางชีวภาพขั้นพื้นฐาน ที่มีสิ่งเร้าที่เกิดจาก
ปัจจัยภายนอก เช่น อุณหภูมิ อาหาร สารเคมี เป็นต้น ร่วมกับปัจจัยภายใน เช่น ฮอร์โมน และยีน  
ยีน dmrt1 เป็นยีนที่มีความอนุรักษ์แต่ล าดับนิวคลีโอไทด์ค่อนข้างคล้ายกันภายในกลุ่มของสัตว์ 
(Raymond et al., 1999) จากการศึกษาข้อมูลงานวิจัยที่เกี่ยวข้องที่ผ่านมามีการศึกษาบทบาท
ของยีน dmrt1 ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด อาทิเช่น งานวิจัยของ Raymond et al. (1999) 
ท าการศึกษาการแสดงออกและบทบาทของยีน dmrt1 ใน เอมบริโอของหนู และไก่  Kettlewell 
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et al. (2000) ท าการศึกษาในเต่า (Trachemys scripta) และ Moniot et al. (2000) 
ท าการศึกษาในมนุษย์ พบว่ายีน dmrt1 มีการแสดงออกเฉพาะในอวัยวะสืบพันธุ์ และมีการ
แสดงออกมากในอัณฑะเม่ือเปรียบเทียบกับรังไข่ และท่ีระยะเวลาแตกต่างกันระหว่างสายพันธุ์ แต่
ยีนจะมีการแสดงออกในช่วงที่มีการพัฒนาของอวัยวะสืบพันธุ์ 
 Marchand et al. (2000) ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาเรนโบว์ 
เทราต์ (Oncorthynchus  mykiss) ซึ่งอวัยวะสืบพันธุ์ก าลังพัฒนาขึ้น พบว่ายีน dmrt1 มีการ
แสดงออกชัดเจนที่อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ Nanda et al. (2000) ศึกษาการแสดงออกของยีน 
dmrt1 ในอวัยวะสืบพันธุ์ของไก่ พบว่ายีน dmrt1 อยู่บนโครโมโซม Z ในอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศผู้ 
และเพศเมีย แต่มีการแสดงออกที่อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ นอกจากนี้ Matsuda et al. (2002) 
ท าการศึกษากับกลุ่มปลาข้าวสารญี่ปุ่น (Oryzias latipes) พบว่าปลาในกลุ่มนี้การก าหนดเพศเป็น
แบบ XX/XY โดยที่โครโมโซม Y ของเพศผู้จะมียีน DMY หรือ dmrt1bY (the DM-domain 
gene on the Y chromosome) เป็นยีนก าหนดเพศผู้ ยีนนี้มีวิวัฒนาการมาจากยีน 
Doublesex/male abnormal-3-related transcription factor-1 (dmrt1)  
 Kobayashi et al. (2004) ท าการศึกษาครอบครัวของยีน DM domain คือ DMY 
และ dmrt1 ทีเ่กี่ยวข้องกับพัฒนาการของอัณฑะในปลาข้าวสารญีปุ่่นจากการศึกษาล่าสุดค้นพบว่า
ยีน DMY   เป็นปัจจัยส าคัญควบคุมพัฒนาการของอวัยวะสืบพันธุ์โดยเฉพาะของเพศผู้ในปลา
ข้าวสารญี่ปุ่น จากการศึกษาลักษณะมิญชวิทยาทั่วไปบริเวณเซลล์สืบพันธุ์เบื้องต้น (primordial 
germ cells: PGCs) ไม่พบการแสดงออกของยีน dmy  และ dmrt1 แต่มีการแสดงออก
ที่  Sertoli cells ซึ่งเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เกื้อหนุนกระบวนการสร้างสเปิร์ม (spermatogenesis) 
ในช่วง 20-30 วันหลังจากฟักออกจากไข่ ในขณะที่ Fernandino et al. (2006) ท าการวิเคราะห์
การแสดงออกของยีน dmrt1 ในระหว่างกระบวนการสร้างอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศผู้ในปลา
ข้างเงิน (Odontesthes bonariensis) ซึ่งพบว่ายีนนี้ถูกจ ากัดการแสดงออกเฉพาะอัณฑะในแต่ละ
ขั้นตอนของกระบวนการสร้างอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (spermatogenesis)  
 Yamaguchi et al. (2006) ได้ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน dmrt (dmrt1, 2A, 
2B, 3, 4 และ 5) ในระหว่างการพัฒนาอวัยวะสืบพันธุ์ของปลาปักเป้า (Takifugu rubripes) ผล
การวิเคราะห์ทางด้านเนื้อเยื่อวิทยาทั่วไป แสดงให้เห็นว่าหลังจากฟักออกจากไข่ 2 สัปดาห์ยังไม่มี
การพัฒนาของอวัยวะสืบพันธุ์   แต่จะมีการพัฒนาและเห็นความแตกต่างของเพศเกิดขึ้นใน 6 
สัปดาห์หลังจากท่ีฟักออกจากไข่  ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR พบว่ายีน dmrt1 และ dmrt3 
มีการแสดงออกมากในอัณฑะ แต่ไม่พบการแสดงออกในรังไข่ของปลาที่มีอายุ 3 เดือน ส่วนยีน 
dmrt2A, 2B, 4 และ 5 ไม่สามารถตรวจสอบรูปแบบการแสดงออกในอวัยวะสืบพันธุ์ที่จ าเพาะ
เจาะจงได้ เมื่อวิเคราะห์โดยวิธี In situ hybridization พบว่ายีน dmrt1 มีการแสดงออกในอวัยวะ
สืบพันธุ์ที่มีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงสมบูรณ์แล้ว  และมีการแสดงออกใน Sertoli cells ซึ่งท า
หน้าที่ในการแบ่งตัวเพื่อสร้างสเปิร์ม ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่ายีน dmrt1 เกี่ยวข้องกับการพัฒนา
ของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในปลาข้าวสารญี่ปุ่น  
 Alam et al. (2008) ท าการโคลนและศึกษาการแสดงออกของยีน dmrt1 และ foxl2 
ในปลาเก๋าตุ๊กแก (Epinephelus merra) ในช่วงที่ปลาเปลี่ยนจากเพศเมียไปเป็นเพศผู้ ผลจากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR ในส่วนของอวัยวะสืบพันธุ์ พบว่ายีน dmrt1 มีการแสดงออกในอวัยวะ
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สืบพันธุ์เพศผู้มากกว่าอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย โดยยีน dmrt1 จะควบคุมกระบวนการสร้างเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ และผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน foxl2 พบว่ามีการแสดงออกมากในต่อม
ใต้สมอง อวัยวะสืบพันธุ์ และเหงือก  
  

 2.9.2 CYP19A หรือ Cytochrome P450 Aromatase A หรือ Aromatase  
 เอนไซม์อะโรมาเตส (Aromatase) หรือเรียกว่า estrogen synthetase; estrogen 
synthase จัดเป็นมอนอออกซิเจเนส (monooxygenase) ที่มีเหล็กเป็นองค์ประกอบภายใน
โมเลกุล (heme-binding protein) (Tong et al., 2001) เป็นเอนไซม์ตัวสุดท้ายในวิถีการสร้าง 
สารสเตียรอยด์ (steroidogenesis pathway) ที่กระตุ้นให้เกิดการสร้างฮอร์โมนเอสโตรเจน 
(estrogen) โดยใช้ฮอร์โมนแอนโดรเจน (androgen) เป็นสารตั้งต้น (ภาพที่ 2-10) โดยฮอร์โมนทั้ง
สองชนิดนี้ส าคัญต่อพัฒนาการด้านการเจริญพันธุ์ของสัตว์มีกระดูกสันหลัง โดยในปลากระดูกแข็ง
นั้นพบว่า ฮอร์โมนเอสโตรเจนมีความส าคัญต่อการสร้างโปรตีนไข่แดง (yolk protein) ในตับและ
พัฒนาการของ oocyte ในรังไข่ ในสมองมีความสัมพันธ์ต่อหน้าที่ของ neuroendocrinec และ
พฤติกรรมการสืบพันธุ์ นอกจากนี้ยังพบว่ามีความส าคัญต่อกระบวนการสร้างเซลล์ประสาท 
(neurogenesis) และการซ่อมแซมสมอง (brain repair) ในมนุษย์มีความส าคัญต่อกลไกการเกิด
โรคต่างๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านมและโรคการเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ เป็นต้น (Wilson et al., 
2005) โปรตีน CYP19 แสดงออกมากที่อวัยวะสืบพันธุ์และสมอง นอกจากนี้ยังพบใน รก ตับ 
กระดูก เลดิกเซลล์ (Leydig cells) และเนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) เป็นต้น (เบญจมาศ คุ
ชะนี, 2555) จากรายงานการศึกษาพบว่าโปรตีน CYP19 มี 2 รูปแบบ คือ CYP19A1 และ 
CYP19A2 ซึ่งทั้ง 2 รูปแบบมีการแสดงออกในต าแหน่งของเนื้อเยื่อที่ต่างกัน โดยโปรตีน CYP19A1 
ส่วนมากแสดงออกท่ีอวัยวะสืบพนัธุ์ และ CYP19A2 แสดงออกมากที่สมอง (Zhang et al., 2004) 
 

 
ภาพที่ 2-10 การท างานของเอนไซม์ Aromatase  

(http://medlibes.com/entry/aromatase-deficiency) 
  
ทั้งนี้ในปลา Japanese flounder (Paralichthys olivaceouss) และในปลากะรังดอกแดง 
(Epinephelus coioides) พบว่ามีการแสดงออกมากทีสุ่ดในรังไข่ นอกจากนีย้ังมีรายงาน
การศึกษาเกี่ยวกับการประยกุต์ใช้ยีน cyp19a ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์โปรตนี CYP19A เป็นตัว
บ่งชี้ทางชีวภาพที่มีการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของฮอร์โมนจ าพวก nonylphenol (NP), 
ethinylestradiol (EE) และสารจ าพวก Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) ในแหล่ง
น้ า โดย Kazeto et al. (2004) พบวา่สารดังกลา่วมีผลตอ่ปลามา้ลาย (Danio rerio) โดยไปยับยั้ง
ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a และสง่ผลต่อพัฒนาการของอวัยวะสืบพนัธุ์และการสืบพนัธุ์
อีกด้วย  
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 อุปกรณ์และสำรเคม ี
       3.1.1 อุปกรณ์ 
 1. T-Personal thermal cycler (Biometra, Germany) 
 2. Gel documentation and analysis system (Syngene, England)   
 3. Refrigerated microcentrifuge (J.P. Selacta, Spain) 
 4.  Universal water thermostat BWT-U (Biosan, England)  
 5.  Shaking incubator (Gallenkamp, U.K.) 
 6.  Autoclave (Prestige Medical, England)  
 7. i-Mupid gel electrophoresis apparatus (Helix Technology, Canada) 
 8.  Vortex  REAX 2000 (Heidolph, Germany)  
 9.  Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scienctific, USA) 
 10. Disruptor GenieTM  (Scienctific Industries, USA) 
  11. Micropipette ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl 
 12. Micropipette tips และ filter tips ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl 
 13. Microcentrifuge tube ขนาด 0.2, 0.5, 1.5 และ 2 ml 
 14. Isofreezer rack 
 15. เคร่ืองช่ังน้ าหนักทศนยิม 2 และ 4 ต าแหน่ง 
 16. หลอดแก้วและจานเพาะเชื้อ  
 17. บีกเกอร์ ขวดปรับปริมาตร ปากครีบ กรรไกร ใบมีดและแท่งแก้ว 
 18. ตู้เลีย้งปลาขนาดบรรจุน้ า 6 ลิตร 
 19. อุปกรณ์ให้ออกซิเจน 
 
 เคร่ืองแก้วทุกชนิดที่ใช้ในการทดลอง ท าให้ปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสโดยการนึง่ที่
อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 psi นาน 15 นาท ี
   
       3.1.2 สำรเคม ี
 1. Ethyl 3-aminobenzoate (MS-222) (Sigma Aldrich, Germany) 
 2. Trizol reagent (Invitrogen, USA) 
 3. Chloroform (APS finechen, Australia) 
 4. Isopropanol (2-Propanol) (Sigma Aldrich, Germany) 
 5. Absolute ethanol (VWR Prolabo, France) 
 6. DNase I (AppliChem, Germany) 
 7. RevertAid M-MuLV reverse transcriptase, 200 U/µl (Fermentas, USA) 
 8. Nuclease free water (GIBCOTM Invitrogen Corperation, USA) 
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 9. RiboLock RNase inhibitor (Fermentas, USA) 
 10. GoTaq green master mix, 2X (Promega, USA) 
 11. 100 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas, Germany) 
 12. SeaKem® LE agarose (Cambrex Bio Science, USA) 
 13. 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, Germany) 
 14. Tris base (InvitrogenTM life technologies, USA) 
 15. Boric acid (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 
 16. EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic acid) (Amresco, USA) 
 17. Ethidium bromide 10 mg/ml (InvitrogenTM Life Technologies, USA) 
 18. Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) 
 19. SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific 
 20. อาหารปลา (Ocean nutrition, protein 41.1%, fat 9%, fiber 2.4%, 
moisture 14.5%, ash 10.5%) 
 
3.2 สัตว์ทดลอง 
     3.2.1 กำรเตรียมสตัว์ทดลอง 
 ปลาการ์ตูนส้มขาววัยอ่อนอายุประมาณ 1-8 เดือน โดยเลีย้ง 5 ตัวต่อตู้ รวมท้ังสิ้น 20 ตู ้
และปลาการ์ตนูอาย ุ8 เดือนเข้าคู่กันนานเป็นระยะเวลา 1-5 เดือน เลีย้งในตู้ขนาดเดยีวกันกับปลา
วัยอ่อน ( 1 คู่/ตู้) ท า 3 ซ้ าแต่ละเดือน แต่ละตู้บรรจุน้ าทะเลธรรมชาติจ านวน 40 ลิตร โดยน้ า
ทะเลน ามาจากช่องแสมสาร ต าบลแสมสาร อ าเภอสัตหบี จังหวัดชลบุรี แล้วน ามาพักในบ่อกักเก็บ
น้ าเค็มของภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา (รายงานของกรมควบคุม
มลพิษ ป ีพ.ศ. 2552 ในสถานีตรวจวัดช่องแสมสาร พบวา่ น้ าทะเลมีคุณภาพดี) โดยน้ าทะเลที่ใช้
ในการทดลองมีความเค็มประมาณ 30 ppt อุณหภูมิของน้ าเฉลี่ยประมาณ 28 °C ให้อาหารปลา
วันละ 2 มื้อ ทั้งนี้ท าการปรับสภาพของปลาก่อนท าการทดลองเปน็เวลา 48 ช่ัวโมงหรอืจนกว่าปลา
จะกินอาหารปกติ สถานที่ทดลองคือ โรงเพาะเลี้ยงสตัว์น้ า ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับูรพา 

 3.2.2 กำรสกัด RNA 
 การเตรียม RNA ปฏิบตัิตามคู่มือของบริษัท Invitrogen Life Technologies โดยมี
ขั้นตอนดังนี ้คือ น าตัวอยา่งปลามาสลบด้วยสารละลาย MS222 และตัดแยกเนื้อเยื่อ โดยน า
เนื้อเยื่อสมองและตับที่แยกได้ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ที่มี Trizol จ านวน 300 µl เติม 
glass beads acid washed จ านวน 15 เม็ดเขย่าด้วยเคร่ือง disruptor genie  นาน 5 นาที ตั้ง
ทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 5 นาท ีจากนั้นเติม chloroform จ านวน 200 µl เขย่าอยา่งแรงให้
สารละลายเขา้กันนาน 15 วินาที ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 3 นาที น าไปปั่นเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 °C 
ความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 15 นาท ีดูดสารละลายจ านวน 100 µl ส่วนบนใส่ในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 ml แล้วท าการตกตะกอน RNA โดยการเติม isopropanol จ านวน 500 µl 
ผสมให้เขา้กันโดยกลับหลอดไปมา 3-5 คร้ังแล้ววางไว้ท่ีอณุหภูมิห้องนาน 10 นาท ีน าไปปั่นตกที่
อุณหภูมิ 4 °C ความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 10 นาท ีดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติม 
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75% ethanol จ านวน 500 µl แล้วน าไปปั่นตกท่ีอุณหภมูิ  4 °C ความเร็วรอบ 7,500 rpm นาน 
5 นาท ีดูด ethanol ทิ้งแล้วเติม 75% ethanol จ านวน 500 µl อีกคร้ังเพื่อล้างตะกอน RNA 
แล้วน าไปปั่นตกท่ีอุณหภูม ิ4 °C ความเร็วรอบ 7,500 rpm นาน 5 นาที ดูด ethanol ทิ้ง จากนั้น 
air dry ให้ ethanol ที่อยู่ใน RNA ระเหยจนแหง้โดยใช้เวลา 30 นาที จึงละลายตะกอน RNA ด้วย 
RNA storage solution จ านวน 50 µl บ่มท่ีอุณหภูม ิ37 °C นาน 10 นาที เติม 10U/µl Dnase I 
จ านวน 2 µl บ่มท่ีอุณหภูม ิ37 °C นาน 1 ช่ัวโมง จากนัน้วัดปริมาณ RNA ด้วย NanoDrop 
2000/2000c spectrophotometer 

 3.2.3 กำรสังเครำะห์ cDNA  
 เตรียมปฏิกิริยาการสังเคราะห์ cDNA ในหลอดทดลองผนงับางขนาด 0.2 ml โดยเติม 
RNA จ านวน 500 ng, random hexamer (4 µg/µl) จ านวน 1 µl แล้วเติม nuclease free 
water ให้ปริมาตรสดุท้ายเปน็ 11 µl ผสมใหเ้ข้ากัน น าไปบ่ม ที่อุณหภูม ิ70 °C นาน 5 นาทีด้วย
เคร่ือง T-personal thermal cycler  จากนั้นท าให้เย็นโดยน ามาวางใน isofreezer rack แล้ว
เติม 5X reaction buffer (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 250 mM KCl, 20 MgCl2, 50 mM 
DDT) จ านวน 4 µl, 10 mM dNTPs จ านวน 2 µl และ 40 U RiboLock Rnase inhibitor 
จ านวน 0.5 µl ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 19 µl ด้วย nuclease free water ผสมให้เข้ากันแล้ว
บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C นาน 5 นาท ีแล้วน าออกมาเติม 200 U M-MuLV  reverse transcriptase 
จ านวน 1 µl บ่มท่ีอุณหภูม ิ25 °C นาน 10 นาทีและต่อด้วยที่อุณหภูม ิ42°C นาน 60 นาท ีและ
หยุดปฏิกิริยาที่ 70°C นาน 10 นาที  

 3.2.4 กำรเพิ่มปริมำณในสว่นของยีน dmrt1, cyp19a และ rpl8 ด้วยปฏิกิริยำ PCR 
 น า cDNA ที่สังเคราะห์ได้ในแต่ละตัวอยา่งมาเพิ่มปริมาณในส่วนของยีน dmrt1, 
cyp19a และ rpl8 ด้วยปฏิกริิยา PCR โดยมีองค์ประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดังตาราง
ที ่3-1 และ 3-2 

ตารางที่ 3-1  สารผสมของปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มปริมาณของยีน dmrt1, cyp19a และ rpl8 
                  
 

สารผสม 

ปริมาตรท่ีใช้ในแต่ละยีน (µl) 

dmrt1 cyp19a  rpl8 

GoTag green master mix 7 7 7 
10 µM Primer L 0.5 1 0.2 
10 µM Primer R 0.5 1 0.2 
cDNA 2 2 2 
Nuclease free water 3 3 4.6 
ปริมาตรรวม 14 14 14 
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ตารางที่ 3-2  ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ท าในบริเวณยนี dmrt1, cyp19a และ rpl8 
      

ยีน 

ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR 
จ านวน   
 รอบ       Pre-

denaturation 
Denaturation Annealing Extension 

   Final-
extension 

dmrt1 94°C, 3 min 94°C, 30 s 51°C, 20 s 72°C, 20 s 72°C, 5 min 35 

cyp19a 94°C, 3 min 94°C, 45 s 55°C, 45 s 72°C, 45 s 72°C, 5 min 35 

rpl8 94°C, 3 min 94°C, 30 s 58°C, 20 s 72°C, 20 s 72°C, 5 min 30 

 3.2.5 กำรตรวจสอบขนำดผลผลิต PCR ด้วย agarose gel electrophoresis 
 วิเคราะห์ผลผลิต PCR ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5X Tris 
Borate EDTA (TBE) buffer เปรียบเทียบกับ DNA marker 100 bp ladder plus จ านวน 250 
ng ภายใต้กระแสไฟฟา้ 80 โวลต์ เปน็เวลา 45 นาท ีย้อมเจลด้วย ethidium bromide ความ
เข้มข้น 0.1 µg/ml แล้วบันทึกภาพโดยส่องภายใต้แสง UV ด้วยเคร่ือง gel documentation 

 3.2.6 การวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 
 a) ออกแบบไพรเมอร์ 

 การวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR ใช้ไพร
เมอร์จ าเพาะต่อยีน dmrt1, cyp19a และ rpl8 ของปลาการ์ตูนส้มขาว การสังเคราะห์ไพรเมอร์
ท าโดยบริษัท Sigma-Proligo (Singapore)  

 

 b) การวัดระดับการแสดงออกของยีน 
 ท าการแยกสกัด RNA จากเนือ้เยื่อสมองและตับของปลาการ์ตูน โดยในปลาการ์ตูนอาย ุ
2 เดือนนั้นใช้จ านวนปลาการ์ตูน 2 ตัว รวมเนื้อเยื่อกัน แต่ที่อายุ 4 เดือนจะแยกสกัดจากแตล่ะตัว 
น า RNA ที่สกัดได้จ านวน 400 ng มาสังเคราะห์ให้เป็น cDNA โดยมีวิธีปฏิบัตเิช่นเดียวกับข้อ 2.5 
สารผสมในปฏิกิริยา real-time PCR ท าในปริมาตรรวม 20 µl ประกอบด้วยน้ ายา Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific) 10 µl, sense 
primer และ anti-sense primer ความเข้มข้น 10 µM อย่างละ 0.5 µl น้ ากลั่น  5.5 µl  และ 
cDNA template จ านวน 3 µl จากนั้นน าไปเขา้เครื่อง StepOnePlus™ (Applied Biosystems) 
โดยตัง้โปรแกรมดงันี้ Pre-incubation ที่อุณหภูมิ 95 ๐C 10 นาที  Amplification 95 ๐C 15 
วินาที และ 50 ๐C 60 วินาท ีจ านวน 45 รอบ เมื่อปฏิกิริยาสมบูรณ์ค านวณค่าความแตกต่างของ
ระดับการแสดงออกของยีนระหว่างกลุ่มทดลองที่มีความสมัพันธ์เป็นเท่า ด้วยวิธี Relative 
Quantitation (RQ) เท่ากับ 2-∆∆Ct           (Pfaffl, 2006) ดว้ยโปรแกรมในเคร่ือง StepOnePlus™ 
(Applied Biosystems) โดยค านวณจากสูตร 

∆CT   = Ct gene test - Ct endogenous control (18S rRNA) เมื่อ Ct = PCR cycle 
∆∆CT = ∆CTsample - ∆Ct calibrator (0 µg)    

Relative quantification (RQ) = 2-∆∆Ct            
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3.3 กำรศึกษำลักษณะทำงมิญชวิทยำของอวัยวะสืบพนัธุ์ของปลำกำร์ตูนระยะต่ำงๆ  
 เก็บตัวอย่างปลาที่มีอายุ 1, 2, 3, 4, 5,  6, 7 และ 8 เดอืน และเข้าคู่เมื่ออายุ 8 เดือนเป็น
เวลานาน 1-5 เดือน) ช่วงอายลุะ 3-5 ตัว ช่ังน้ าหนักและวัดความยาวจากนั้นสลบปลาด้วย 
MS222 ถ้าปลามีขนาดเล็กกว่า 2 เซนติเมตร แบง่ตัวอย่างปลาเป็นส่วนหัวและส่วนหาง น า
ตัวอย่างที่ไดไ้ปรักษาสภาพดว้ยสารละลาย Bouin เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วลา้งตัวอยา่งด้วย 70% 
เอทานอล จนกระทั่งตัวอย่างไม่มสีีเหลือง จากนั้นดงึน้ าออกจากตัวอย่างโดยเพิ่มความเข้มข้นของ
เอทานอล 80%,  90%  และ 100% ตามล าดับ โดยแต่ละข้ันตอนใช้เวลา 2 ช่ัวโมง แล้วน า
ตัวอย่างแช่ในไดออกเซน 2 คร้ังๆ ละ 12 ชั่วโมง และฝงัตัวอย่างในพาราพลาสต ์ตัดตัวอย่างให้บาง
ที่ความหนา 5-6 ไมครอน ติดเซคช่ันบนสไลด์ จากนัน้น าสไลด์ท่ีมีเซคช่ันไปย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซ
ลีนและอีโอซินตามล าดับ แลว้น าไปศึกษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอบริเวณยีน dmrt1 และยนี cyp19a ด้วยเทคนิคพีซอีำร์ 
 เมื่อท าการเพิ่มปริมาณซีดีเอ็นเอบริเวณยีน dmr1 และ cyp19a ด้วยคู่ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะ พบว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพิ่มจ านวนได้จากซีดีเอ็นเอที่มาจากเนื้อเยื่อของอวัยวะสืบพันธุ์ 
(gonad) ของตัวอย่างปลาการ์ตูนส้มขาวมขีนาดเท่ากับ 187 และ 168  คู่เบส แสดงในภาพที่ 4-1 
และ 4-2 ตามล าดับ โดยยืนยันขนาดของผลผลิตได้จากผลการส่งอ่านและวิเคราะห์ล าดับเบส 
(ภาพที่ 4-3) และผลการเทียบเคียงบนฐานข้อมูล GenBank ยืนยันได้ถึงผลการศึกษาว่าเป็นยีน 
dmrt1 และยีน cyp19a ดังแสดงในตารางที่ 4-1 
 

 

ภาพที่ 4-1 ผลผลติพีซีอาร์ของยีน dmrt1 จากเนื้อเยื่อ gonad ของปลาการ์ตูนส้มขาว   
              วิเคราะห์ด้วยอะกาโรสเจลความเข้มข้น 0.8% ภายใต้ความตา่งศักย ์80 โวลต์  
              เปน็เวลา 45 นาท ี

ช่อง M = 100 bp DNA ladder  
ช่อง 1, 2 = ปลาเพศเมียและเพศผู้ ตามล าดับ  
ช่อง 3-10 = ปลาอายุ 2-8 เดือน (8 เดือนซ้ า 2 ตัว) ตามล าดบั 
 
 

 

ภาพที่ 4-2  ผลผลิตพซีีอาร์ของยีน cyp19a จากเนื้อเยื่อ gonad ของปลาการ์ตูนส้มขาว 
ช่องที่ M = 100 bp DNA ladder  
ช่องที่ 1, 2, 3 และ 5 = ปลาการ์ตูนอาย ุ8 เดือน แต่ละตวัอย่าง 
ช่อง 4 = ไม่มีดีเอ็นเอในปฏิกริิยาพีซีอาร์  
 
 

M     1      2     3      4     5      6      7      8     9     10 

  M        1         2        3        4       

cyp19a 

dmrt1 
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LOCUS       Amphiprion ocellaris dmrt1 (gonad) 187 bp                                    
        1 TGCCAGTGTC CCAAATGTAA GCTGATAGCG GAGCGACAGA GGGTCATGGC GGCGCAGGTT 
       61 GCTTTGAGGA GGCAGCAGGC TCAGGAGGAG GAGCTTGGGA TTTGTAGTCC AGTGACTATG 
      121 TCTGTCCCAG ATGTGATGGT GAAGAATGAA ACTGGAGCCG ACTGCCTGTT TTCTGTGGAG 
      181 GCACGAT 
LOCUS       Amphiprion ocellaris cyp19a (gonad) 168 bp                                    
        1 CGGATCTTCT TCCACAGAGC CACGTTGTTG TTAAATATGA TGCCTCTCTC GTTCATACCA 
       61 ATGCAGCTGA GTCCCTGTTT GCTCCCAAAA CGTGAAGTGT AATGTCCATT CTTTAGCACG 
      121 TGATGCACAG CTGATGCCCT GCTGAGTATT AGTGTCTCCT CCCCATCG 
 
ภาพที่ 4-3 ล าดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของยีน dmrt1 และ cyp19a ของปลาการ์ตูนสม้ขาว 
 

ตารางที่ 4-1 รายระเอียดการเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Dmrt1 และ cyp19a  
                ของปลาการ์ตนูส้มขาวท่ีศึกษาครัง้นี้กับข้อมูลที่มีการบันทึกไว้บน GenBank 

GenBank 
accession 
number 

Description 
Target gene/ 

% Identities/ E-value 

XM008276401 Stegastes partitus doublesex-and mab-3 
Related transcription factor 1 like mRNA 

dmrt1 /89/ 8e-132 

AB918721 Amphiprion ocellaris cyp19a1a gonad 
aromatase mRNA 

cyp19a/ 100/ 5e-79  

 

4.2 กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน dmrt1  
เมื่อท าการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ในตัวอย่างปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 

1-8 เดือน ที่มีอวัยวะสร้างเซลลส์ืบพันธุ์ขนาดเล็กในวัยอ่อน พบวา่ไมส่ามารถวิเคราะหไ์ด้ในปลาที่
มีอายุ 1-4 เดือน แต่มรีะดับการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นเมื่อปลาการ์ตูนมีอายุมากข้ึน ตรวจพบได้
สูงสุดที่ปลาอายุ 8 เดือน โดยระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ที่อายุ 8 เดือนนี้สงูกว่าปลา
การ์ตูนท่ีมีอาย ุ5, 6 และ 7 เดือน เท่ากับ 6.85, 1.88 และ 2.55 เท่า ตามล าดับ (ภาพที่ 4-4)  

เมื่อท าการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในปลาตัวเตม็วัยอายุ 8 เดือน น ามาเขา้คูก่ัน
นาน 1, 2, 3, 4 และ 5 เดือน พบวา่ ระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาตัวเต็มวัยเพศเมยี
จะค่อยๆ เพิ่มสงูขึ้นเมื่อเขา้คูก่ันนาน 2 เดือน จากนั้นระดบัการแสดงออกของยีนเร่ิมลดลง แตย่ัง
สูงกว่าปลาตัวเต็มวัยที่ไมไ่ด้เข้าคู่ที่อายุเทา่กัน และลดต่ าสุดตา่งจากปลากลุ่มควบคุม (ไม่เข้าคู่) เมื่อ
เข้าคู่นาน 5 เดือน (ภาพที่ 4-5) 
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nd = not detectable 

 
ภาพที่ 4-4 ระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 1- 8 เดือน 

 
 

 

 
*control = unpaired adult 

 

ภาพที่ 4-5 ระดับการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาการ์ตูนส้มขาวตัวเต็มวัยเขา้คู่กนันาน  
1-5 เดือน แยกเพศศึกษา 
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4.3 กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยนี cyp19a  
เมื่อท าการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a ในตัวอย่างปลาการ์ตูนส้มขาว

อายุ 1-8 เดือน ถึงแม้ว่าในวยัอ่อนอวัยวะสร้างเซลลส์ืบพนัธุ์มีขนาดเล็ก แต่พบวา่ระดบัการ
แสดงออกของยีน cyp19a สูงสุดในปลาที่มีอายุ 2 เดือน และการแสดงออกของยีนลดต่ าลง
เล็กน้อยในปลาอายุ 3 และ-4 เดือน (แตต่รวจไมพ่บในอายุ 1 เดือน) และพบว่าระดับการ
แสดงออกของยีน cyp19a ลดต่ าสุดในปลาที่เข้าสู่วัยรุ่นในช่วงอาย ุ5 เดือน จนถึงอายุ 8 เดือน  
(ภาพที่ 4-6)  

เมื่อท าการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในปลาตัวเตม็วัยอายุ 8 เดือนท่ีน ามาเข้าคู่กัน
นาน 1, 2, 3, 4 และ 5 เดือน เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเพศผู้และเพศเมียที่เข้าคูน่านต่างกนั พบว่า 
ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a ในปลาตัวเต็มวัยเพศเมียและเพศผูจ้ะค่อยๆ เพิม่สูงขึ้นเมื่อ
เข้าคู่กันนาน 2-3 เดือน แต่อย่างไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีนยงัคงต่ ากว่าปลาตวัเต็มวัย
ปกติท่ีไม่ได้เขา้คู่ และระดับการแสดงออกของยีนทัง้เพศผูแ้ละเมียขึ้นสงูสุดที่เขา้คู่กันนานตัง้แต่  
4 เดือน โดยเฉพาะในปลาเพศเมียระดับการแสดงออกของยีน cyp19a สูงมากกว่ากลุม่ควบคุม 
และมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึน้เมื่อเข้าคู่นานขึ้น แตกต่างจากปลาเพศผู้ที่ระดับการแสดงออกของยีน 
cyp19a มีแนวโน้มลดลงเมื่อเข้าคู่กันนานมากกว่า 4 เดือน (ภาพที่ 4-7) 
 

 
 
nd = not detectable 

 

ภาพที่ 4-6 ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a ของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 1-8 เดือน 
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*control = unpaired fish 

 

ภาพที่ 4-7 ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a ในปลาการ์ตูนส้มขาวตัวเต็มวัยเข้าคู่กันนาน 1-5 
เดือน แยกเพศศึกษา 

 
4.4 กำรศึกษำลักษณะทำงมิญชวิทยำของอวัยวะสืบพนัธุ์ของปลำกำร์ตูนส้มขำวอำยุ 1-8  
 ยังไมพ่บการพัฒนาไปเปน็เซลลไ์ข่หรือเซลลส์เปิร์มในเนื้อเยื่ออวัยวะสร้างเซลลส์ืบพันธุ์
ของปลาการ์ตูนส้มขาวอาย ุ1 และ 2 เดือน แตพ่บเซลลต์ั้งต้นของเซลลส์ืบพนัธุ์ (PGC, primary 
germ cell) (ภาพที ่4-8A,B) เมื่ออายุ 3 และ 4 เดือน พบการพัฒนาของเซลลส์ืบพันธุ์ไปเป็นเซลล์
ไข่ (OG, oogonia) และยงัพบเซลล์ระยะ chromatin nucleolar oocyte (CNo) แต่ยังไม่พบ 
spermatogonia (SG) (ภาพที่ 4-8C, D) ซึ่ง spermatogonia จะตรวจพบได้เมื่อปลาอายุ 5 
เดือน ไปจนถงึอาย ุ8 เดือน นอกจากนีย้ังพบเซลลส์ืบพันธุ์เพศผู้ระยะ spermatocytes (SC), 
spermatids (ST) และ spermatozoa (SZ) และพบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ perinucleolar 
oocytes (PNO) (ภาพที่ 4-8E,F,G,H) ซึ่งพบปะปนกันในเนื้อเยื่อของอวัยวะสืบพันธุ์ของปลา
การ์ตูนส้มขาว 
 
กำรศึกษำลักษณะเนื้อเยื่อของอวัยวะสืบพันธุ์ของปลำกำร์ตูนส้มขำวตัวเต็มวัยเข้ำคู ่1-5 เดือน 
 เนื้อเยื่ออวัยวะสร้างเซลลส์ืบพันธุ์ของปลาตัวเต็มวัยที่เข้าคู่นาน 1 เดือน ไม่มีความ
แตกต่างกันในกลุ่มควบคุม (ไม่เข้าคู่) และทั้งปลาเพศผูแ้ละปลาเพศเมีย (เข้าคู่) โดยพบเซลล์
สืบพนัธุ์เพศผู้ระยะ spermatocytes (SC), spermatids (ST) และ spermatozoa (SZ) และพบ
เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ perinucleolar oocytes (PNO) (ภาพที่ 4-9A, B, C) ส่วนการตรวจ
พบพัฒนาการของเซลลส์ืบพนัธุ์ท่ีแตกต่างกันระหว่างเพศผู้และเพศเมียนั้นพบในปลาการ์ตูนส้ม
ขาวที่เข้าคู่เป็นเวลานานตั้งแต่ 2, 3 และ 5 เดือน โดยพบว่าในเนื้อเยื่ออวัยวะสรา้งเซลล์สืบพันธุ์
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ของปลาเพศเมียจะพบจ านวนเซลล์สบืเพศเมยีมากกว่าเซลลส์ืบพันธุ์เพศผู้ และเร่ิมพบเซลล์
สืบพนัธุเ์พศเมยีระยะ early cortical alveolar oocytes (eCAO) ในปลาเพศเมียทีเ่ขา้คู่นาน 3 
เดือน ในขณะท่ีปลากลุ่มควบคุมที่ไม่เข้าคู่นั้น พบเซลล์สบืพันธุ์เพศผู้และเซลลส์ืบพนัธุ์เพศเมีย
ปะปนกันมีจ านวนไม่แตกตา่งกัน (ภาพที่ 4-9D,E,F,G,H,I,J,K,L,O) แต่ในปลาทีเ่ข้าคู่นาน 4 เดือน 
พบว่าในเนื้อเยื่ออวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของปลาเพศเมียมีการพัฒนาของเซลล์สืบพนัธุ์แตกต่าง
จากเพศผู้ ซึ่งพบเซลลไ์ข่ในระยะ vitellogenic oocytes (VO) (ภาพที ่4-6L) ซึ่งมีระยะการ
พัฒนาของไข่มากกว่าเพศเมยีในเดือนอื่น ๆ และในปลาเพศผู้ที่เข้าคู่นานตั้งแต่ 4 เดือนนี้กจ็ะพบ
เซลล์สืบพันธุ์ครบทุกระยะ (spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa) 
และมีจ านวนมากกว่าเซลล์สบืพันธุ์เพศเมีย 
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ภาพที่ 4-8 ภาพตัดขวาง gonad ของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 1-8 เดือน ตามล าดับ (A-H); CNo, 
chromatin  nucleolar oocyte; SG, spermatogonia; SC, spermatocytes; ST, 
spermatids; SZ, spermatozoa; PGC, primary germ cell; PNO, perinucleolar 
oocytes; OG, oogonia (scale bar =20 µm (A, B); 100 µm (C-H)) 
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ภาพที่ 4-9 ภาพตัดขวาง gonad ของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 8 เดือน (control) และเข้าคู่นาน  
1-5 เดือน (แยกเพศ male/ female); SG, spermatogonia; SC, spermatocytes; 
ST, spermatids; SZ, spermatozoa; eCAO, early cortical alveolar oocytes; 
PNO, perinucleolar oocytes; VO,vitellogenic oocytes (scale bar =100 µm 
(A-K, M-O) และ = 200 µm (L)) 
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บทที่ 5 
อภิปรำยและสรุปผลกำรทดลอง 

 
5.1 อภิปรำยผลกำรทดลอง 
 ปลาการ์ตูนมีอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ที่เป็นแบบกระเทยที่มีการเปลี่ยนไปเป็นเพศ
ผู้หรือเมียได้ ปัจจุบันยังไม่พบรายงานการศึกษาถึงยีนที่ก าหนดเพศหรือยีนที่มีการแสดงออก
จ าเพาะที่อวัยวะสืบพันธุ์ในกลุ่มของปลาการ์ตูนแต่อย่างใด ดังนั้นในงานวิจัยนีจ้ึงเริ่มต้นศึกษา
ยีน dmrt1 ซึ่งยีนนี้มีรายงานแล้วในปลาหลายชนิด ที่พบว่ามีส่วนร่วมในการก าหนดเพศ และ
มีการแสดงออกในอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศผู้เท่านั้น (Fernandino et al., 2006)  ดังเช่นที่
รายงานโดย Marchand et al. (2000) ในปลาเรนโบว์เทราต์ และ Fernandino et al. 
(2006) ในปลาข้างเงิน ที่พบว่ายีน dmrt1 มีการแสดงออกชัดเจนที่อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ ใน
รายงานวิจัยของ Matsuda et al. (2002) ศึกษาในปลาข้าวสารญี่ปุ่น พบว่าปลาในกลุ่มนี้มี
การก าหนดเพศแบบ XX/XY โดยโครโมโซม Y ของเพศผู้จะมียีน dmy เป็นยีนก าหนดเพศผู้ 
ยีนนี้มีวิวัฒนาการมาจากยีน dmrt1  ในการทดลองครั้งนี้จึงท าการศึกษาการแสดงออกของ
ยีน dmrt1 ในเนื้อเยื่ออวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์หรือ gonad ของปลาการ์ตูนส้มขาวด้วย
เทคนิค quantitative real-time PCR โดยใช้สาร SYBR green ซึ่งผู้วิจัยได้ท าการออกแบบ
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะของปลาการ์ตูนส้มขาว และท ากับยีน cyp19a ด้วยซึ่งยีนชนิดหลังนี้มี
รายงานว่ามีการแสดงออกมากที่อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของปลาเพศเมีย (Zhang et al., 
2004) นอกจากน้ีในการทดลองได้ท าการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ส าหรับเพิ่มจ านวนยีนอ้างอิง 
(reference gene) ยีน rpl8 เพื่อใช้เทียบเคียงด้วยเทคนิค real-time PCR ที่มีความไว ใน
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมาย เนื่องจากยีน rpl8 มีระดับการแสดงออกคงที่
ในทุกเซลล์ไม่เปลี่ยนแปลงตามสภาวะแวดลอ้มที่ได้รับ (Arukwe, 2006) เหมาะสมที่จะใช้เป็นยีน
อ้างอิง 
 เมื่อท าการศึกษาการแสดงออกของยีน dmrt1 พบการแสดงออกที่เนื้อเยื่อของอวัยวะ
สืบพันธุ์ในปลาการ์ตูนช่วงเข้าสู่วัยรุ่นอายุ 5-8 เดือนโดยเฉพาะที่อายุ 8 เดือนพบสูงสุด ซึ่งผล
การศึกษาเนื้อเยื่อวิทยาที่พบพัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ spermatogonia เร่ิมมีตั้งแต่อายุ 
5 เดือนเป็นต้นไป จึงเป็นไปได้ว่า dmrt1 น่าจะแสดงออกมากตามพฒันาการของเซลล์สืบพันธุ์เพศ
ผู้ ซึ่งตรงกันข้ามกับยีน cyp19a ที่จะมีความจ าเพาะกับเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียที่พบมาตั้งแต่อายุ 1-
4 เดือน และระดับการแสดงออกของยีนลดต่ าเมื่ออายุตั้งแต่ 5 เดือน  สอดคล้องกับ Marchand 
et al. (2000) ที่รายงานว่าการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาเรนโบว์ 
เทราต์ (Oncorthynchus  mykiss) มีระดับการแสดงออกสูงในอวัยวะสืบพันธุ์ที่ก าลังพัฒนาขึ้น 
และมีการแสดงออกชัดเจนที่อวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ เช่นกันกับที่รายงานโดย Fernandino et al. 
(2006) วิเคราะห์การแสดงออกของยีน dmrt1 ในระหว่างกระบวนการสร้างอวัยวะสืบพันธุ์ของ
เพศผู้ในปลาข้างเงิน (Odontesthes bonariensis) ซึ่งพบว่ายีนนี้ถูกจ ากัดการแสดงออกเฉพาะ
อัณฑะในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการสร้างอวัยวะสืบพันธุ์ เพศผู้  (spermatogenesis) 
สอดคล้องกับในปลาการ์ตูนที่การศึกษาเนื้อเยื่อวิทยาของสุขใจ รัตนยุวกร และคณะ (2548) ใน

http://202.28.199.1/tdc/basic.php?query=%CA%D8%A2%E3%A8%20%C3%D1%B5%B9%C2%D8%C7%A1%C3&field=1003&institute_code=0&option=showindex_creator&doc_type=0
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ปลาการ์ตูนอานม้า (A. polymnus) ที่พบว่าลูกปลาอายุ 1 เดือนยังไม่มีการแยกเพศ พบเพียง 
primordial germ cells อยู่กันเป็นกลุ่ม ในขณะที่ปลาอายุ 2-3 เดือนแสดงเพศเป็นกะเทย คือ มี
เซลล์สืบพันธุ์ระยะแรกของทั้งเพศผู้และเพศเมียอยู่ด้วยกัน กระบวนการสร้างอสุจิจะเร่ิมพบเมื่อ
ปลามีอายุ 4 เดือน ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาคร้ังนี้ และเนื้อเยื่ออัณฑะ
ประกอบด้วยเซลล์ทุกระยะของกระบวนการสร้างอสุจิ ในขณะที่เนื้อเยื่อรังไข่พบว่าประกอบด้วย 
oogonia และ oocytes ระยะ chromatin nucleolus และระยะ perinucleolar และใน
การศึกษาคร้ังนี้พบการเปลี่ยนเพศจากกะเทยเป็นเพศเมียเกิดขึ้นสมบูรณ์เมื่อปลาอายุ 8 เดือนที่
เข้าคู่นาน 4 เดือน (รวมมีอายุ 12 เดือน) สอดคล้องกับที่รายงานโดยสุขใจ รัตนยุวกร และคณะ 
(2548) โดยพบลักษณะการเสื่อมสลายของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ การสะสมของสารสีเหลืองอม
น้ าตาล และมี vitellogenic oocytes ซึ่งพบจ านวนมากขึ้นก่อนที่จะมีการวางไข่ ซึ่งตรวจพบ
ระดับการแสดงออกของยีน cyp19a เพิ่มมากขึ้นในปลาเพศเมียซึ่งเข้าคู่มานาน 4 เดือน ปลาที่ท า
หน้าที่เพศผู้อย่างสมบูรณ์จะมีทั้งเนื้อเยื่ออัณฑะและเนื้อเยื่อรังไข่ประกอบกันเป็นอวัยวะสืบพันธุ์ 
ในขณะท่ีปลาเพศเมียมีเพียงเนื้อเยื่อรังไข่อย่างเดียว ดังนั้นการศึกษาโครงสร้างของยีนที่สมบูรณ์ทั้ง
ยีน dmrt1 และยีน cyp19a ต่อจากงานวิจัยคร้ังนี้จะช่วยยืนยันบ่งช้ีความจ าเพาะและหน้าที่ของ
ยีน และการแสดงออกในเนื้อเยื่อได้ถูกต้องต่อไป  และควรท าการศึกษาควบคู่ไปกับการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค In situ hybridization จะท าให้ทราบต าแหน่งของการแสดงออกของยีนและกลไก
การท างานในเนื้อเยื่อของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ได้ชัดเจนและถูกต้อง  
  
5.2 สรุปผลกำรทดลอง 
 5.2.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน  dmrt1 ในปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 1-8 เดือน และ
ตัวเต็มวัยทีอ่ายุ 8 เดือนทีเ่ข้าคู่กันนาน 1-5 เดือน พบการแสดงออกของยีน dmrt1 ในปลาการ์ตูน
ตั้งแต่อายุ 5 เดือนซึ่งเป็นช่วงอายุทีมี่กระบวนการสร้างอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (spermatogenesis)  
 5.2.2 จากการศึกษาการการแสดงออกของยีน  cyp19a ในปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 1-8 
เดือน และตัวเต็มวัยอายุ 8 เดือนเข้าคู่กันนาน 1-5 เดือน พบการแสดงออกของยีน cyp19a ใน
เนื้อเยื่อของอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียมากกว่าปลาที่มีพัฒนาการของเพศผู้ โดยพบการแสดงออกมาก
ในปลาเพศเมียที่เข้าคู่นานตั้งแต่ 4 เดือนซึ่งเป็นระยะที่ตรวจพบ vitellogenic oocytes  
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 ในการศึกษาครั้งต่อไปควรท าการศึกษาควบคู่กับการวิเคราะห์โดยวิธี In situ 
hybridization ในส่วนของเนื้อเยื่ออวัยวะสืบพันธุ์ และท าการศึกษากับตัวอยา่งในปลาตัวเต็มวัยท่ี
เข้าคู่นานมากกว่า 5 เดือนจนถึงระยะท่ีมีการวางไข่เพิ่มเติมด้วย  
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วิธีเตรียมสำรเคมี 
 
1. 5X TBE buffur 
 Tris base       54.0 กรัม 
 Boric acid       27.5 กรัม 
 Na2EDTA       3.75 กรัม 
 เติมน้ ากลั่นแล้วละลายให้เปน็เนื้อเดียวกัน แล้วปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1,000   มิลลลิิตร 
 
2. 6X loading dye   

เตรียมสารละลายปริมาตร 60 มิลลิลติร 
6X loading dye solution     45 ไมโครลิตร 
6X orange loading dye solution    15 ไมโครลิตร 

 
3. TE buffer pH 8.0 (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA) 
 เตรียมสารละลายปริมาตร 100 มิลลลิิตร 
 10mM Tris-HCl,  pH 8.0     0.12 กรัม 
 1mM EDTA       0.037 กรัม 
 
2. 100bp DNA ladder plus (250 นาโนกรัม/ 8 ไมโครลิตร) 
 Stock (100bp DNA ladder plus) 500 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 0.5 กรัม 
 6X loding dye       1.5 กรัม 
 TE buffer       6.0 กรัม 
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