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การศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ท้ังหมดของ Complementary DNA (cDNA) ของยีน Immunoglobulin 
(Ig) M heavy chain ของปลานิลโดยใช้เทคนิค 5’ และ 3’ Rapid amplification cDNA ends (RACEs) พบว่ามี
ความยาวทั้งหมด 1,921 bp ซึ่งประกอบด้วย Open reading frame ความยาว 1,740 bp โดยสามารถแปลรหสั
เป็นกรดอะมิโนได้เท่ากับ 580 Residues เมื่อพิจารณาแล้วพบว่ามีรปูแบบเป็นคุณลักษณะของ IgM heavy 
chain secreted form เนื่องจากมีโครงสร้างประกอบด้วย LH–VH–Cµ1-Cµ2-Cµ3-Cµ4 จึงให้ช่ือว่า "On-sIgM" ซึ่ง
พบว่า On-sIgM มีกรดอะมิโนอนุรกัษ์ (Conserved residues) และ Signature motifs ที่ส าคัญต่อโครงสร้างและ
หน้าท่ีของ IgM ประกอบด้วยกรดอะมิโน Tryptophan (W) และ Cysteine (C) ที่เป็นกรดอะมิโนอนุรักษ์ ทั้งหมด 
8 และ 10 ต าแหน่ง ตามล าดับ และพบต าแหน่ง Potential N-linked glycosylation sites ได้แก่ NSS ใน Cµ2 
1 ต าแหน่ง, NKT ใน Cµ3 1 ต าแหน่งและ NTT ใน Cµ4 2 ต าแหนง่ นอกจากนี้ยังพบ Signature Motifs ที่ส าคัญ
ต่อโครงสร้างของโปรตีน IgM ซึ่งได้แก่ 62GKGLEW67 ในบริเวณ Frame work region (FR) 2 Motif 113YYCVR117 
บริเวณ FR3 Motif 122FDYWGKGTTVTVTT135 บริเวณ FR4 Motif 216LQCAVTH222 บริเวณ Cµ1 และ Motif 
433HEDLIEP439 บริเวณ Cµ3 และจากการศึกษาความคล้ายคลึงและความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของ On-sIgM 
ของปลานิล โดยการสร้าง Phylogenetic tree พบว่า On-sIgM จัดอยู่ในกลุ่มเดยีวกับ Immunoglobulin M 
heavy chain ของปลากระดูกแขง็ โดยมีค่าความเหมือนของนิวคลโีอไทด์และกรดอะมิโนสูงสุดกับปลา Orange-
spotted grouper (Epinephelus coioides) ที่ 62.6% และ 55.4% ตามล าดบั เมื่อท าการวเิคราะหค์วาม
หลากหลายของ Variable domain (VH) ของยีน Immunoglobulin M heavy chain ในปลานิล พบว่า IgM 
ของปลานิลมีการใช้ VH, DH และ JH อย่างน้อย 9, 6 และ 4 Families ตามล าดับ เพื่อน ามาใช้ในการสร้างความ
หลากหลายของ Variable domain ในการจับกับแอนติเจนและจากการศึกษาความหลากหลายของล าดับกรด                
อะมิโนในบริเวณ Variable domain ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธีของ Kabat and Wu (1971) และวิธีของ 
Shannon (1948) พบว่าบริเวณ Complementarity determining regions (CDRs) มีความหลากหลายของ
ล าดับกรดอะมโินมากกว่าบริเวณ Frame work regions (FRs) โดยที่ CDR3 มีความหลากหลายของล าดับกรด            
อะมิโนมากท่ีสุด รองลงมาคือ CDR2 และ CDR1 ตามล าดับ และจากการศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค 
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) พบว่า On-sIgM มีการแสดงออกในทุก
เนื้อเยื่อท่ีน ามาตรวจสอบในระดับที่ใกล้เคียงกัน เช่นเดียวกับการศึกษาระดับการแสดงออก โดยใช้เทคนิค 
Quantitative Real-time RT-PCR พบว่า IgM heavy chain มีการแสดงออกได้ทั้ง 13 อวัยวะเช่นเดียวกัน โดยมี
ระดับการแสดงออกสูงสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ที่ไตสว่นหน้า รองลงมาคือ ม้าม, ล าไส้และเม็ดเลือด
ขาวในกระแสโลหิต ตามล าดับ นอกจากนี้การประเมินจ านวนยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region           
ที่อยู่บนสารพันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิล ด้วยวิธี Southern blot hybridization พบว่ายีน IgM 
heavy chain บริเวณ Constant region มีเพียง 1 copy number เท่านั้น 
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A full-length of cDNA encoding Immunoglobulin (Ig) M heavy chain complementary 
DNA (cDNA) of Nile tilapia was successfully cloned using 5’ and 3’ Rapid amplification cDNA 
ends (RACEs) techniques. The complete cDNA of Nile tilapia IgM heavy chain gene was 1,921 bp 
in length composed of 1,740 bp for open reading frame of 580 amino acid residues.                              
The deduced amino acid sequence of Nile tilapia IgM heavy chain possesses a typical secretory 
IgM heavy chain designated "On-sIgM", organized with a variable region and connected to four 
constant regions to form LH–VH–Cµ1-Cµ2-Cµ3-Cµ4 pattern. Conserve amino acid residues and 
signature motifs important for molecular function were evidently observed. Tryptophan (W) and 
cysteine (C) necessary for structural support were found 8 and 10 positions, respectively.                        
N-linked glycosylation sites NSS, NKT and NTT were identified as 1 position in Cµ2, 1 position in 
Cµ3 and 2 positions in Cµ4, respectively. Signature motifs 62GKGLEW67, 113YYCVR117, 
122FDYWGKGTTVTVTT135, 216LQCAVTH222 and 433HEDLIEP439 were characterized in frame work 
region (FR) 2, FR3, FR4, Cµ1and Cµ3, respectively. The comparisons of nucleotide and amino acid 
sequences of On-sIgM with IgM heavy chain of those other organism IgM heavy chains showed 
highest similarity scores of 62.6% and 55.4%, respectively, to orange-spotted grouper 
(Epinephelus coioides). Structural analysis of 126 cDNAs encoding variable domains of IgM heavy 
chain revealed that 9 VH, 6 DH and 4 JH families were utilized to generate the repertoire of 
antigen binding domains. The similarity value of VH segments between the families was 54.0-
66.7%. Diversity analysis of variable domain indicated that the amino acid sequences of frame 
work regions (FRs) are less variable than complementary determining regions (CDRs), which were 
the most variable in CDR3. Tissue expression profile analysis by RT-PCR was performed in a 
healthy Nile tilapia. The result showed that Nile tilapia IgM heavy chain was ubiquitously 
expressed in all 13-tested tissues with similar expression levels. However, quantitative real-time 
RT-PCR indicated that Nile tilapia IgM heavy chain gene was also ubiquitously expressed, but 
the highest expression level was observed in head kidney followed by spleen, intestine and 
peripheral blood leukocytes (PBLs), respectively. Furthermore, Southern blot analysis of 
constant region of IgM heavy chain gene in three different fishes demonstrated that there is 
only one copy number located on Nile tilapia genomes. 
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  15 การกระจายตัวของความยาวของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region จากล าดับ                       
 นิวคลีโอไทด์ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ทั้งหมด 126 โคลน   84 
  16 ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล  
 ในบริเวณ Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ Leader peptide  
 ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธีของ Kabat and Wu (1971)       93 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที่                    หน้า 
 
  17 ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล  
 ในบริเวณ Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ Leader peptide  
 ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธีของ Shannon (1948)       93 
  18 การแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลปกติ  
 เปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน ß-actin โดยใช้เทคนิค RT-PCR    98 
  19 Amplification plot เพ่ือการสร้างกราฟมาตรฐาน ในการศึกษาการแสดงออกของยีน  
 IgM heavy chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR      100 
  20 Amplification plot เพ่ือการสร้างกราฟมาตรฐาน ในการศึกษาการแสดงออกของยีน  
 ß-actin ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR           101 
  21 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ในการศึกษาการแสดงออกของยีน  
 IgM heavy chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR      101 
  22 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ในการศึกษาการแสดงออกของยีน  
 ß-actin ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR           102 
  23 Dissociation curve ในการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain  
 ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR            102 
  24  Dissociation curve ในการศึกษาการแสดงออกของยีน ß-actin 
 ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR            103 
  25 ระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในปลานิลปกติ โดยใช้เทคนิค  
 Quantitative Real-time RT-PCR                104 
  26 การวิเคราะห์รปูแบบของยีน IgM heavy chain ในส่วนของ Constant region  
 โดยเทคนิค Southern blot analysis ใน Genome ของปลานิล                 107 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

 
RNA    =  Ribonucleic acid 
sp.   = Species 
PCR    =  Polymerase chain reaction 
°C    =  Degree Celsius 
dNTP   = Deoxyribonucleotide triphosphate 
pH   = Positive potential of the hydrogen ions 
EDTA   = Ethylenediaminetetra acetic acid 
Da    =  Dalton 
bp    =  Base pair 
M    =  Molar 
mM    =  Millimolar 
µM    =  Micromolar 
µg    =  Microgram 
ng    =  Nanogram 
ml    =  Millilitre 
µl    =  Microlitre 
U   = Enzyme unit 
Ala (A)    =  Alanine 
Arg (R)    =  Arginine 
Asn (N)   =  Asparagine 
Asp (D)   =  Aspartic acid 
Cys (C)    =  Cysteine 
Glu (E)    =  Glutamic acid 
Gln (Q)   =  Glutamine 
Gly (G)    =  Glycine 
His (H)   =  Histidine 
Ile (I)    =  Isoleucine 
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การศึกษาโครงสร้างทางอณูวิทยาและการวิเคราะห์ความหลากหลายของบริเวณที่ใช้
จับแอนติเจนของ Complementary DNA ของยีน Immunoglobulin M สายหลัก                                                      

ของปลานิล Oreochromis niloticus  
 

 Molecular Characterization and Diversity Analysis of Variable 
Regions of Complementary DNA of Immunoglobulin M Heavy Chain 

Gene in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) 
 

ค าน า 
 

 ปลานิล (Nile tilapia, Oreochromis niloticus) เป็นปลากระดูกแข็ง (Teleost) น้ าจืดที่มี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทยและยังพบว่ามีการเลี้ยงกันอย่างกว้างขวางทั่วโลก 
โดยในประเทศไทย การเลี้ยงปลานิลของเกษตรกรส่วนใหญ่ เป็นระบบการเลี้ยงทั้งในบ่อดินและการ
เลี้ยงในกระชังที่ให้ผลผลิตสูงต่อหน่วยพื้นที่ อย่างไรก็ตาม ผลจากการที่เกษตรกรปล่อยปลาในอัตราที่
หนาแน่นสูงท าให้ประสบกับปัญหาการเกิดโรคระบาดของเชื้อโรคชนิดต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคที่
มีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย ซึ่งได้แก่  Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae และ 
Flavobacterium columnare ที่พบว่าเป็นสาเหตุของการตายที่รุนแรงและสร้างความเสียหายทาง
เศรษฐกิจกับเกษตรกรผู้เลี้ยงปลาอย่างกว้างขวาง (Leal et al., 2010; Mohamed and Refat, 
2011; Pridgeon et al., 2011; Rodkhum et al., 2011) เพ่ือเป็นการแก้ไขปัญหาดังกล่าว
เกษตรกรส่วนใหญ่ได้หันมาใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีกันอย่างแพร่หลายโดยขาดความรู้ความเข้าใจ 
ซึ่งนอกจากจะไม่สามารถรักษาปลาอย่างได้ผลแล้ว ยังก่อให้เกิดผลกระทบทางด้านลบตามมา
นานาประการ เช่น การตกค้างของยาและสารเคมีในตัวปลาและผลิตภัณฑ์ไปจนถึงการตกค้างใน
สภาพแวดล้อม ซึ่งนอกจากจะส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคทางตรงแล้วยังส่งผลกระทบทางอ้อมต่อ         
จุลชีพที่มีประโยชน์ที่พบตามธรรมชาติอีกด้วยและยังส่งผลต่อเนื่องให้เกษตรกรผู้เลี้ยงปลาประสบกับ
ภาวะการขาดทุนอย่างหนักในปัจจุบัน  

 
 เพ่ือเป็นการแก้ไขปัญหาการเกิดโรคระบาดที่เกิดขึ้นดังกล่าวนักวิจัยบางส่วนได้เริ่มหันมา
ศึกษาระบบภูมิคุ้มกันของปลาเศรษฐกิจชนิดนี้กันอย่างจริงจังโดยมีความคาดหวังว่าจะสามารถมี
ความรู้ความเข้าใจที่ถูกต้องเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของปลาเพ่ือที่จะน าข้อมูลที่ได้ไปใช้เป็นพื้นฐาน
เพ่ือแสวงหาแนวทางในการสร้างมาตรการการป้องกันและรักษาโรคที่มีประสิทธิภาพและน าไป
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ประยุกต์ใช้ให้เป็นรูปธรรมในอนาคต ซึ่งจากข้อมูลในปัจจุบันท าให้ทราบว่าสิ่งมีชีวิตในกลุ่มของปลา
นั้นมีระบบภูมิคุ้มกันคล้ายคลึงกับสัตว์ชั้นสูงโดยทั่วไปที่ประกอบด้วยระบบภูมิคุ้มกันแบบที่มีมาแต่
ก าเนิด (Innate immunity) และระบบภูมิคุ้มกันที่มีการตอบสนองแบบจ าเพาะเจาะจง (Specific or 
acquired immunity) ที่ใช้ในการป้องกันตัวให้รอดพ้นจากเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมโดยทั่วไป 
อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของปลานิลเปรียบเทียบกับปลา
เศรษฐกิจชนิดอ่ืน ๆ กลับพบว่าข้อมูลเหล่านี้ในปลานิลยังมีอยู่น้อยมาก 
 
 ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาโครงสร้างทางอณูวิทยาของ 
Complementary DNA (cDNA) ของยีน Immunoglobulin M สายหลัก ที่พบในปลานิล ทั้งนี้
เนื่องมาจากยีนชนิดนี้ถือได้ว่ามีความส าคัญอย่างยิ่งในระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์มีกระดูกสันหลังทั่วไป 
โดยพบว่าจะท าหน้าที่ส าคัญหลายประการในระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจงเช่น                
การเป็นโมเลกุลที่คอยดักจับสิ่งแปลกปลอมอยู่บนผิวเซลล์ของ B cells (B lymphocytes) ที่ยังไม่
เคยพบกับเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอม (Antigen) และถูกปลดปล่อยออกมาเพ่ือท าปฏิกิริยา 
Neutralization เพ่ือลดความเป็นพิษหรือความรุนแรงของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม การส่งเสริม
กระบวนการกลืนกินเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) รวมไปถึงการกระตุ้นระบบการ
ตอบสนองโดยการสร้างโปรตีนหลายชนิดในกระบวนการ Complement fixation อีกด้วย 
นอกจากนี้การศึกษาในครั้งนี้ยังมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความหลากหลายของบริเวณท่ีใช้ในการจับ
แอนติเจน (Variable region) บน cDNA ของยีนชนิดนี้อีกด้วย ผลของการศึกษาในครั้งนี้จะมี
ความส าคัญอย่างยิ่งในการเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่จะท าให้เกิดความรู้ความเข้าใจในระบบการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันของปลานิลที่จะสามารถน าเอาไปประยุกต์ใช้เพ่ือหาแนวทางในการป้องกันและรักษา
โรคที่เกิดขึ้นในปลานิลที่มีประสิทธิภาพและเป็นรูปธรรมอันจะส่งผลให้ธุรกิจการเลี้ยงปลานิลของไทย
สามารถด าเนินต่อไปอย่างมั่นคงและยั่งยืนในอนาคต 
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วัตถุประสงค ์
 
 1.  เพ่ือโคลนและหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ Complementary DNA (cDNA) ของ
ยีน Immunoglobulin M heavy chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Rapid Amplification cDNA 
Ends Polymerase Chain Reaction (RACE PCR) 
 
 2.  เพ่ือศึกษาโครงสร้าง คุณสมบัติและลักษณะทางอณูวิทยาของ cDNA ของยีน 
Immunoglobulin M heavy chain ของปลานิล 
 
 3.  เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน Immunoglobulin M heavy chain ของ
ปลานิลเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ  
 
 4.  เพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนบริเวณ Variable 
domain ของยีน Immunoglobulin M heavy chain ในปลานิล 
 
 5.  เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน Immunoglobulin M heavy chain ในเนื้อเยื่อจาก
อวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลปกติ โดยวิธี Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) และวิธี Quantitative Real-time RT-PCR 
 

6.  เพ่ือประเมินจ านวนและรูปแบบ Constant region ของยีน Immunoglobulin M 
heavy chain ที่อยู่บนสารพันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิล โดยเทคนิค Southern blot 
analysis 
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การตรวจเอกสาร 
 

ปลานิล 

 
1.  ลักษณะทางอนุกรมวิธานและชีววิทยาของปลานิล 
 
 ปลานิล (Nile tilapia) เป็นปลาน้ าจืดชนิดหนึ่ง ในวงศ์ปลาหมอสี (Cichlidae) มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Oreochromis niloticus (ชื่อเดิมคือ Tilapia nilotica) ปัจจุบันมีการจัดล าดับ
อนุกรมวิธานดังนี้ 
 
 Kingdom     Animalia 
  Phylum     Chordata 
   Class     Actinopterygii 
    Order     Perciformes 
     Family     Cichlidae 
      Genus     Oreochromis 
       Species     niloticus 
   
 ปลานิลจัดเป็นปลากระดูกแข็ง (Teleost fish) มีรูปร่างลักษณะคล้ายกับปลาหมอเทศ                
(O. mossambicus) ล าตัวสัน้ แบนข้าง แต่ปลานิลมีลักษณะพิเศษคือ ริมฝีปากบนและล่างเสมอกัน        
ที่บริเวณแก้มมีเกล็ด 47 แถว ตามล าตัวมีลายขวางจ านวน 9-10 แถบ นอกจากนั้น ลักษณะทั่วไปยัง
พบว่า ครีบหลังมีเพียง 1 ครีบ ประกอบด้วยก้านครีบแข็งและก้านครีบอ่อนเป็นจ านวนมาก ครีบก้น
ประกอบด้วยครีบแข็งและอ่อนเช่นกัน มีเกล็ดตามแนวเส้นข้างตัว 33 เกล็ด ล าตัวมีสีเขียวปนน้ าตาล 
ตรงกลางเกล็ดมีสีเข้ม ที่กระดูกแก้มมีจุดสีเข้มอยู่จุดหนึ่ง บริเวณส่วนอ่อนของครีบหลัง ครีบก้น และ
ครีบหางนั้นจะมีจุดสีขาวและสีด าตัดขวางแลดูคล้ายลายข้าวตอก ซึ่งสีของล าตัวจะเปลี่ยนไปตาม
สภาพแวดล้อมของแหล่งที่อยู่อาศัยโดยสามารถอาศัยอยู่ได้ทั้งในน้ าจืดและน้ ากร่อย ขนาดล าตัวยาว
ประมาณ 10-30 เซนติเมตร เมื่ออายุได้ประมาณ 3 เดือนเศษจะเริ่มมีลักษณะแตกต่างทางเพศ 
สามารถผสมพันธุ์วางไข่ได้ตลอดทั้งปี ปลานิลมีนิสัยชอบอยู่รวมกันเป็นฝูง (ยกเว้นเวลาสืบพันธุ์) เป็น
ปลาที่มีความอดทนและปรับตัวให้อยู่ในสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดี เช่น ทนต่อสภาพที่มีความเข้มข้น
เกลือ ทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ได้ดี ทนต่อค่าออกซิเจนที่ละลายในน้ าต่ าและทนความ
เข้มข้นของแอมโมเนียได้ดีกว่าปลาน้ าจืดหลายชนิด รวมทั้งสามารถทนต่ออุณหภูมิได้ถึง 40°C                        
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แต่ในอุณหภูมิที่ต่ ากว่า 10°C พบว่าปลานิลปรับตัวและเจริญเติบโตได้ไม่ดีนัก ทั้งนี้เป็นเพราะถิ่น
ก าเนิดเดิมของปลาชนิดนี้อยู่ในเขตร้อน นอกจากนี้ปลานิลยังสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้
ดี สามารถขยายพันธุ์ได้เองในบ่อเลี้ยง กินอาหารได้หลายชนิด เช่น ไรน้ า ตะไคร่น้ า ตัวอ่อนของแมลง
และสัตว์น้ าเล็ก ๆ เป็นปลาที่เลี้ยงง่าย สามารถเลี้ยงรวมกับปลาอ่ืนได้ เจริญเติบโตเร็ว                                  
(สมเจตน์, 2550; Popma and Masser, 1999) 
 
 ปลานิลมีถ่ินก าเนิดเดิมอยู่ที่ทวีปแอฟริกา พบทั่วไปตามหนอง บึงและทะเลสาบในประเทศ
ซูดาน ยูกันดา แทนแกนยิกา ปลานิลถูกน าเข้าสู่ประเทศไทยครั้งแรกโดยสมเด็จพระจักรพรรดิ                      
อะกิฮิโตะ เมื่อครั้งด ารงพระอิสริยยศมกุฎราชกุมารแห่งประเทศญี่ปุ่น ซึ่งทรงน าเข้ามาทูลเกล้าถวาย
พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว เมื่อวันที่ 25 มีนาคม พ.ศ. 2508 จ านวน 50 ตัว ครั้งนั้น
พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวได้ทรงโปรดเกล้า ให้ทดลองเลี้ยงปลานิลในบ่อสวนจิตรลดา พบว่าปลา
นิลที่ทรงโปรดเกล้าให้ทดลองเลี้ยง ได้เจริญเติบโตและแพร่ขยายพันธุ์ได้เป็นอย่างดี ต่อมาจึงได้
พระราชทานชื่อว่า "ปลานิล" โดยมีที่มาจากชื่อแม่น้ าไนล์ (Nile) ที่เป็นถิ่นที่อยู่อาศัยดั้งเดิมและ
พระราชทานพันธุ์ปลาดังกล่าวให้กับกรมประมงจ านวนหนึ่ง เมื่อวันที่ 17 มีนาคม พ.ศ. 2509 เพ่ือ
น าไปขยายพันธุ์และแจกจ่ายแด่พสกนิกรและปล่อยตามแหล่งน้ า (มานพและคณะ, 2536) 
 
2.  ความส าคัญทางเศรษฐกิจของปลานิล 
 
 ปลานิลจัดว่าเป็นปลาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยและของโลก ก าลังได้รับ
ความนิยมจากผู้บริโภคอย่างกว้างขวาง เนื่องจากปลานิลเป็นปลาที่มีการพัฒนาสายพันธุ์จนมี                     
ล าตัวหนา มีส่วนของกล้ามเนื้อใหญ่ สามารถแล่เป็นชิ้น (Fillet) ส่งขายตลาดต่างประเทศ สามารถ
ปรุงแต่งเป็นอาหารได้หลากหลายชนิด นอกจากนี้หน่วยงานทั้งภาครัฐบาลและเอกชนมีการส่งเสริม
และพัฒนาการเลี้ยงปลาชนิดนี้อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มีผลผลิตมากข้ึน เพ่ือเป็นการสร้างรายได้ให้กับ
ผู้ประกอบการโดยเฉพาะเกษตรกรรายย่อยของประเทศ  
 
 ปัจจุบันปลานิลเป็นปลาที่ได้รับความนิยมในการเพาะเลี้ยงกันอย่างแพร่หลายทั้งในประเทศ
และต่างประเทศ ในระดับภูมิภาคเอเชียนั้นปลานิลมีแนวโน้มที่จะท าให้การเลี้ยงเป็นไปแบบ
อุตสาหกรรมโดยในระยะเวลากว่า 10  ปีที่ผ่านมาได้มีการเปลี่ยนแปลงและพัฒนาระบบการเลี้ยงและ
สายพันธุ์ปลานิลอย่างต่อเนื่อง โดยผลผลิตมากกว่าครึ่งเป็นผลผลิตจากภูมิภาคเอเชีย ในปี พ.ศ. 2553 
ปริมาณการผลิตปลานิลทั่วโลกอยู่ที่ 2,538,052 ตัน คิดเป็นมูลค่าเท่ากับ 4,018,626,000 เหรียญ
สหรัฐฯ (ตารางที่ 1) ซึ่งมีปริมาณการจับจากธรรมชาติอยู่ที่ 287,120 ตัน (FAO, 2012)  ส าหรับการ
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เพาะเลี้ยงปลานิลในประเทศไทยนั้น มีอัตราการขยายตัวเพ่ิมมากขึ้น โดยส่วนใหญ่เป็นการเลี้ยงเพ่ือ
การบริโภคภายในประเทศ แต่ได้มีความพยายามปรับปรุงสายพันธุ์และพัฒนาเทคนิคการเลี้ยงเพ่ือให้
ได้ผลผลิตที่มีลักษณะและคุณภาพตรงกับความต้องการของตลาดต่างประเทศ โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
ปัจจุบันปลานิลสามารถส่งเป็นสินค้าส่งออกไปยังต่างประเทศในลักษณะของปลาแล่เนื้อ ตลาดที่
สาคัญ ๆ อาทิ ญี่ปุ่น อเมริกา อิตาลี เป็นต้น ผลผลิตปลานิลที่ประเทศไทยส่งออก จ าเป็นต้องมี
ใบก ากับการจ าหน่ายสัตว์น้ า  Fisheries Movement Document (FMD) ซึ่งออกโดยกรมประมง 
หากดูผลผลิตปลานิลจากระบบการออกใบก ากับการจ าหน่ายสัตว์น้ า (FMD) ในปี พ.ศ. 2554                        
มีจ านวน 2,167.0 ตัน ซึ่งลดลง 54.0% เมื่อเทียบกับปี พ.ศ. 2553 และส าหรับในปี พ.ศ. 2555                               
คาดว่าจะมีผลผลิตปลานิลจ านวน 179,849 ตัน ซึ่งเพ่ิมข้ึน 29.1% เมื่อเทียบกับปี พ.ศ. 2554        
(กรมประมง, 2555) โดยผลผลิตปลานิลส่วนใหญ่จะบริโภคภายในประเทศเป็นรูปสด 89% ในการ
แปรรูปท าเค็ม ตากแห้ง 5% ย่าง 3% และท่ีเหลือในรูปอ่ืน ๆ ส าหรับปลานิลทั้งตัวและในรูปแช่แข็งก็
มีจ าหน่ายในประเทศ ซึ่งผู้ผลิตคือโรงงานและจ าหน่ายให้ภัตตาคารหรือร้านอาหาร เนื่องจากราคา
ปลานิลในประเทศมีราคาสูงกว่าราคาท่ีจ าหน่ายในตลาดโลก โดยราคาเฉลี่ยที่เกษตรกรขายได้ในภาค
กลางในปี พ.ศ. 2554 ปลานิลขนาดเล็กอยู่ที่ระดับ 22.71 บาท/กก. ปลานิลขนาดกลาง 36.01    
บาท/กก. และปลานิลขนาดใหญ่ 45.66 บาท/กก. ปลานิลทุกขนาดมีการปรับราคาเพ่ิมขึ้น 2-15% 
เมื่อเทียบกับปี พ.ศ.2553 (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) 
 
 ปริมาณการส่งออกปลานิลและผลิตภัณฑ์ของไทยในปี พ.ศ. 2554 มีจ านวน 11,910.6 ตัน 
คิดเป็นมูลค่า 747.7 ล้านบาท ซึ่งมปีริมาณส่งออกลดลง 8.1% แต่มูลค่าของสินค้าเพ่ิมข้ึน 11.8% 
เมื่อเทียบกับป ีพ.ศ. 2553 ตลาดส่งออกหลักของไทย คือ ซาอุดิอาระเบีย 17% สหรัฐอเมริกา 17% 
สหรัฐอาหรับเอมิเรตส์ 14% คูเวต 12% อังกฤษ 7% ฝรั่งเศส 6% เนเธอร์แลนด์ 4% และอ่ืน ๆ 23% 
รูปแบบผลิตภัณฑ์ปลานิลที่ไทยส่งออกมากท่ีสุด คือ ปลานิลทั้งตัวแช่แข็ง จ านวน 9,751.1 ตัน มูลค่า 
431.6 ล้านบาท คิดเป็นสัดส่วนปริมาณและมูลค่า 81.9% และ 57.7% ของปริมาณและมูลค่าการ
ส่งออกปลานิลทั้งหมด รองลงมา คือ เนื้อปลานิลแช่เย็น ปริมาณ 1,201.1 ตัน มูลค่า 174.6 ล้านบาท 
คิดเป็นสัดส่วนปริมาณและมูลค่า 10.1% และ 23.4% เนื้อปลานิลฟิลเล่แช่แข็ง จ านวน 860.4 ตัน 
มูลค่า 130.7 ล้านบาท คิดเป็นสัดส่วนปริมาณและมูลค่า 7.2% และ 17.5% และรูปแบบอื่น ๆ คิด
เป็นสัดส่วนปริมาณและมูลค่า 0.8% และ 1.4% ตามล าดับ (กองประมงต่างประเทศ, 2555) 
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ตารางท่ี 1  ผลผลิตการเพาะเลี้ยงและมูลค่าปลานิลทั่วโลกระหว่างปี 2549-2553 
 

ปีพุทธศักราช 

ผลผลิต 

ปริมาณ                                   
(ตัน) 

มูลค่า                     
(1,000 เหรียญสหรัฐฯ) 

2549 1,890,696 2,106,466 

2550 1,862,878 2,567,132 

2551 2,061,816 2,840,701 

2552 2,240,589 3,433,018 

2553 2,538,052 4,018,626 

 
ที่มา: องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO, 2012) 
 
3.  โรคปลานิล 
 
 ถึงแม้ว่าในปัจจุบันจะมีการเลี้ยงปลานิลกันอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามสิ่งที่ถือเป็นปัญหา
และอุปสรรคที่ส าคัญคือการเกิดโรคระบาดที่รุนแรง โดยโรคที่เกิดขึ้นในปลานิลมาจากหลายสาเหตุ                       
มีทั้งที่เกิดจากปรสิต แบคทีเรียและเชื้อรา (กมลพร, 2539) โดยแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุหลักของการ
เกิดโรคในปลานิล ได้แก่  Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae และ 
Flavobacterium columnare ที่พบว่าเป็นสาเหตุของการตายที่รุนแรงและสร้างความเสียหายทาง
เศรษฐกิจกับเกษตรกรผู้เลี้ยงปลาอย่างกว้างขวาง (Leal et al., 2010; Mohamed and Refat, 
2011; Pridgeon et al., 2011; Rodkhum et al., 2011)   

 
 โรคปลานิลสามารถแบ่งได้เป็น 2 ชนิดหลัก ๆ คือ โรคติดเชื้อ (Infectious diseases) อาจมี
สาเหตุเกิดมาจากแบคทีเรีย ปรสิตหรือเชื้อรา และโรคไม่ติดเชื้อ (Non-infectious diseases) 
สามารถแบ่งได้เป็นโรคที่เกิดจากสิ่งแวดล้อมไม่เหมาะสม โรคที่เกิดจากอาหารและโรคที่เกิดจากความ
บกพร่องทางพันธุกรรม โรคไม่ติดเชื้อเป็นโรคไม่ติดต่อ ไม่สามารถใช้ยาในการรักษาได้ ในขณะที่โรค
ติดเชื้อนั้น มีสาเหตุมาจากเชื้อโรคซึ่งส่วนใหญ่พบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมหรือติดมากับปลาที่เป็นพาหะ
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ของโรค โรคเหล่านี้สามารถติดต่อกันได้ (Contagious diseases) และต้องการการรักษาจัดการ
เพ่ือที่จะควบคุมการระบาดของโรค (กมลพร, 2539) โรคติดเชื้อในปลานิลที่พบส่วนใหญ่ได้แก่ 
 
 3.1  โรคที่มีสาเหตุมาจากปรสิตภายนอก 
 
 ปรสิตภายนอกที่ท าอันตรายต่อปลานิลมีหลายชนิด โดยปรสิตจะเข้าเกาะบริเวณเหงือก 
ผิวหนังและครีบ ท าให้ปลาเกิดความระคายเคืองและมีบาดแผลตามมา ส่วนพวกที่เกาะบริเวณเหงือก
จะท าให้มีผลต่อระบบการแลกเปลี่ยนแก๊ส ท าให้ปลาเกิดปัญหาขาดออกซิเจนได้ ปลาจะมีเมือกมาก
ผิดปกติ เพ่ือพยายามท่ีจะก าจัดปรสิตให้หลุดออกไป อาจสังเกตเห็นแผลตามล าตัว ปรสิตบางชนิด
ก่อให้เกิดมีจุดขาว ๆ บนล าตัว สีของล าตัวปลาที่มีปรสิตเกาะอาจจะซีดหรือเข้มผิดปกติ ว่ายน้ าทุรน- 
ทุราย ท าให้ปลาระคายเคือง น้ าหนักลด ชนิดของปรสิตภายนอกที่ส าคัญ ได้แก่ 
 
 3.1.1  โปรโตซัว พยาธิในกลุ่มนี้จะท าลายลูกปลามากกว่าปลาขนาดใหญ่ ชนิดของ       
โปรโตซัวที่พบบ่อยได้แก่ Trichodina sp., Chilodonella sp., Ichthyophthirius multifilis, 
Epistylis sp., Scyphidia sp., Apiosoma sp. และ Ichthyobodo sp. ซึ่งปรสิตเหล่านี้ส่วนใหญ่จะ
เข้าเกาะบริเวณเหงือกและผิวหนัง โดยเฉพาะ Trichodina sp. หรือเห็บระฆัง เป็นปรสิตที่พบบ่อยใน
ปลานิล ปรสิตนี้พบในเหงือกและผิวตัวปลานิล ปลาที่มีปรสิตเหล่านี้เกาะมาก ๆ จะไม่ค่อยกินอาหาร 
ว่ายน้ ากระวนกระวาย พลิกตัวไปมา มีการใช้ล าตัวสีและถูกับผนังบ่อเพ่ือให้ปรสิตหลุดออก และอาจ
ท าให้ลูกปลาตายในปริมาณมากได้ พบระบาดในบ่อที่มีการเลี้ยงปลาหนาแน่นสูงและมีสารอินทรีย์สูง 
 
 3.1.2  ปลิงใส ได้แก่ Gyrodactylus sp. และ Dactylogyrus sp. ปรสิตในกลุ่มนี้จะ
เข้าเกาะบริเวณเหงือกท าให้เหงือกมีผิวหนาขึ้นหรือเกิดอาการบวมท าให้ปลาหายใจไม่สะดวก                            
ซ่ึงปลิงใสที่มักพบในปลานิล คือ Cichlidogyrus sp. ปลาที่มีปรสิตพวกนี้เกาะอาจจะมีสีตัวเข้มกว่า
ปกติ กินอาหารน้อยลง หากมีเกาะบริเวณซี่เหงือกในปริมาณมาก ท าให้เหงือกบวม อักเสบและการ
แลกเปลี่ยนอากาศของปลาลดลง มีผลให้ปลาตายได้ (ชนกันต์, 2548) 
 
 3.1.3  ครัสเตเชียน ได้แก่ Ergasilus sp., Lernaea sp. และ Lamproglena sp. 
ปรสิตในกลุ่มนี้มีส่วนของอวัยวะที่มีปลายแหลมฝังเข้าไปในเนื้อปลาเพ่ือช่วยในการยึดเกาะและ/หรือ
กินเซลล์ หรือ เลือดของปลาเป็นอาหาร ซึ่งท าอันตรายต่อปลาอย่างรุนแรง ท าให้ปลาเกิดแผลขนาด
ใหญ่ และสูญเสียเลือด ถ้าพบมีปริมาณมากจะท าให้ปลาตายอย่างรวดเร็ว ปรสิตกลุ่มนี้มักพบในปลา
นิลที่เลี้ยงในกระชังเป็นส่วนใหญ่ 



9 
 

 3.2  โรคที่มีสาเหตุมาจากปรสิตภายใน 
 
 ปรสิตกลุ่มนี้มักพบอยู่ในทางเดินอาหารและไม่ท าอันตรายต่อปลามากนัก ชนิดที่พบ
ได้แก่ 
 
 3.2.1  โปรโตซัว ได้แก่ Trypanosoma sp. ปรสิตชนิดนี้แม้จะตรวจพบในระบบเลือด
ของปลานิลแต่ยังไม่มีรายงานแน่ชัดว่าท าให้ปลานิลป่วยหรือตาย (ฝ่ายเผยแพร่กองส่งเสริมการประมง
, 2545) 
 
 3.2.2  เมตาซัว ได้แก่ Digenetic trematode หรือโรคพยาธิใบไม้, Cestodes หรือ
พยาธิตัวแบน, Nematodes หรือพยาธิตัวกลม และ Acanthocephalan หรือพยาธิหัวหนาม ปลา
จะมีอาการผอม ไม่ยอมกินอาหารตามปกติ และเป็นโอกาสให้เชื้อโรคชนิดอ่ืนเข้ามาแทรกซ้อนได้ 
(กมลพร, 2539) 
 
 3.3  โรคที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย 
 
 ลักษณะการติดเชื้อทางแบคทีเรียจะคล้าย ๆ กัน จะมีการตกเลือด มีแผลตามล าตัว 
ครีบกร่อน มีน้ าในช่องท้อง ไม่กินอาหาร โรคของปลานิลที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรียพบว่ามีรายงาน
เชื้อที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคประมาณ 19 ชนิด (Al-Harbi and Uddin, 2004) แต่ที่พบว่ามีความ
รุนแรงและเป็นสาเหตุหลักในการตายของปลานิลมี 3 ชนิดได้แก่ 
 
 3.3.1  โรค Columnaris เกิดจากเชื้อ Flavobacterium columnare เป็นแบคทีเรีย                   
แกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนยาว โรคนี้มักพบในช่วงที่อากาศมีการเปลี่ยนแปลงกระทันหัน ในช่วงอากาศ
เย็นหรือร้อนกว่าปกติ ช่วงฝนตกหนัก และมักพบในแหล่งน้ าที่มีสารอินทรีย์ปริมาณสูง รวมถึงการเกิด
ภาวะเครียดจากการขนส่ง การเคลื่อนย้าย ปริมาณออกซิเจนที่ต่ า การให้อาหารที่ไม่ดี การมีปรสิต
เกาะเยอะ ๆ ล้วนแต่เป็นสาเหตุเหนี่ยวน าให้ปลาติดเชื้อ ปลาที่ติดเชื้อจะว่ายน้ าอย่างเชื่องช้า                       
ไม่กินอาหาร ครีบกร่อน เกิดเนื้อตายบริเวณเหงือก และผิวหนังเป็นแผลเปื่อยบริเวณระหว่างหัวกับ
ครีบหลังซึ่งในปัจจุบันพบว่าโรค Columnaris ก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจการเพาะเลี้ยง
ปลานิลเป็นอย่างมาก (Schneck and Caslake 2006; Leal et al., 2010) 
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 3.3.2  โรค Motile Aeromonad Septicaemia (MAS) เกิดจากเชื้อ Aeromonas 
hydrophila เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ปลานิลที่ติดเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้จะมีอาการว่ายน้ าเฉื่อยชา             
ไม่กินอาหาร ครีบกร่อน มีการตกเลือด เกิดบาดแผลเป็นหลุมลึก ท้องบวม ตับเหลือง มีการตกเลือด
บริเวณล าไส้ (Abd-El-Rhman, 2009; Tellez-Banuelos et al., 2010)  
 
 3.3.3  โรค Streptococcosis เกิดจากเชื้อ Streptococcus agalactiae เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก มีการระบาดรุนแรงในหน้าร้อน สามารถท าให้ปลาตายจ านวนมากในเวลาอันสั้น               
ปลานิลที่ติดเชื้อแบคทีเรียนี้อาการภายนอกโดยทั่วไปที่สามารถสังเกตเห็นได้คือ สีของล าตัวที่เข้มข้ึน 
ว่ายน้ าช้า ๆ ลอยนิ่ง ๆ ตามขอบบ่อ กินอาหารลดลง เกิดการตกเลือดตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกายเช่น 
แผ่นปิดเหงือก ฐานครีบว่ายน้ า รอบปาก รอบรูทวาร ขอดหางบวม ท้องบวม มีเมือกปนเลือดไหลออก
จากรูทวาร เกิดฝีบริเวณขากรรไกร ว่ายน้ าลอยหัวหรือควงสว่าน มีอาการครีบกร่อนและฉีกขาด                  
เกิดการอักเสบรอบ ๆ และภายในลูกตาท าให้เกิดอาการตาโปนและขุ่นขาว การเกิดโรคในปลานิล               
จะพบการแสดงอาการภายนอกของโรคดังที่กล่าวมาได้อย่างชัดเจน ดังเช่นในรายงานการศึกษาของ 
Al-Harbi (1994) และ Rodkhum et al. (2011) 

 
4.  ระบบภูมิคุ้มกันของปลา (The fish immune system) 
 
 ระบบภูมิคุ้มกันมีหน้าที่คอยป้องกันไม่ให้เชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมท่ีเป็นอันตรายเข้ามาสู่
ร่างกาย แม้กระนั้นเมื่อเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมเหล่านี้สามารถบุกรุกเข้ามาในร่างกายได้ ระบบ
ภูมิคุ้มกันจะพยายามท าลายและก าจัดเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมโดยเร็วได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
หน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกันได้แก ่การป้องกัน (Defense) การรักษาสมดุลของร่างกาย (Homeostasis) 
และการเฝ้าระวัง (Surveillance) ในส่วนของระบบภูมิคุ้มกันของปลายังถือว่ามีการศึกษาไม่มากนัก 
เมื่อเทียบกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูงชนิดอื่น เนื่องจากปลามีความหลากหลายทางวิวัฒนาการสูง
มากโดยพบว่าสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ได้แก่ ปลาที่ไม่มีขากรรไกร (Jawless fish) และกลุ่ม
ที่มีขากรรไกร (Jaw fish) โดยในกลุ่มหลังนี้ยังสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่คือ ปลากระดูกแข็ง 
(Teleost) และปลากระดูกอ่อน (Cartilagenous fish) โดยเฉพาะปลากระดูกแข็งนั้นถือเป็นกลุ่มของ
ปลาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของโลกมากกว่าปลากลุ่มอ่ืน 
 
 ปลากระดูกแข็งจัดเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดแรกตามสายวิวัฒนาการที่มีการศึกษาระบบ
ภูมิคุ้มกันมากกว่าสัตว์น้ าชนิดอื่น ๆ ซึ่งพบว่ามีลักษณะของระบบภูมิคุ้มกันคล้ายกับสัตว์มีกระดูก-                  
สันหลังชั้นสูง (Anderson, 1990) ในสัตว์มีกระดูกสันหลังทั้งหมด ปลามีการตอบสนองทางด้าน
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ภูมิคุ้มกันทั้งแบบ Cellular และ Humoral เนื่องจากปลามีอวัยวะส าคัญที่ท าหน้าที่ในการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุ้มกันที่เรียกว่า "Lymphoid organ" โดยมีการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันทั้งแบบ 
ไม่จ าเพาะ (Non-specific หรือ Innate immune system) และแบบจ าเพาะ (Specific หรือ 
Adaptive immune system) (Magor and Magor, 2001) นอกจากนี้ยังพบว่า ปลากระดูกแข็งและ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมยังมีความคล้ายคลึงกันของเซลล์และสารต่าง ๆ ที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับระบบ
ภูมิคุ้มกัน (Tort et al., 2003) เช่น Macrophages, B และ T lymphocytes, Major 
Histocompatibility Complex (MHC), Cluster of Differentiation (CD), Cytokines, 
Interferon pathway เป็นต้น (Levraud and Boudinot, 2009) โดยระบบภูมิคุ้มกันใน                           
ปลากระดูกแข็งสามารถอธิบายโดยละเอียดได้ดังนี้ 

 
 4.1  ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Innate immune system)  
 
 ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเป็นภูมิคุ้มกันของปลาที่โดยทั่วไปถือว่าเป็นด่านแรก                     
ในการป้องกันการติดเชื้อและถือว่าเป็นระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด ไม่จ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อหรือ
สิ่งแปลกปลอมชนิดใดชนิดหนึ่ง (Non-specific response) (Medzhitov and Janeway 2002)                  
มีประสิทธิภาพค่อนข้างดีในการต่อต้านจุลินทรีย์ที่สามารถท าให้เกิดโรค (Virulence bacteria) 
ระบบภูมิคุ้มกันชนิดนี้เป็นภูมิคุ้มกันที่ถูกก าหนดมาตั้งแต่ Germ line ท าให้ร่างกายของปลาสร้าง
ตัวรับ (Receptor) ที่สามารถจดจ ากลุ่มโครงสร้างที่เรียกว่า "Pathogen associated molecular 
patterns (PAMPs)" เช่น Polysaccharides, Peptidoglycan และ Lipopolysaccharide (LPS) 
เป็นต้น (Medzhitov and Janeway, 1997) ซึ่งจะเกิดการตอบสนองต่อเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม
อย่างรวดเร็ว เนื่องจากภูมิคุ้มกันชนิดนี้สามารถท างานได้ทันทีและยังพบว่ามีท้ังเซลล์และโมเลกุลของ
สารหลายชนิดเข้ามาท างานร่วมกัน โดยระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจงของปลาแบ่งออกเป็น 
3 ส่วนย่อยคือ 
 
 4.1.1  กลไกการป้องกันโดยใช้โครงสร้างทางกายภาพ (Physical defenses)  
 
  กลไกนี้ถือเป็นด่านแรกที่ตัวปลาสัมผัสกับสิ่งแปลกปลอม ซึ่งได้แก่ เกล็ด 
(Scales) ผิวหนัง (Skin) และเมือก (Mucus) ท าหน้าที่ป้องกันไม่ให้เชื้อโรคเข้ามาภายในร่างกาย 
(Aoki et al., 2008) ที่ผิวหนังและเมือกยังมีโมเลกุลอ่ืน ๆ ที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันอยู่
ด้วย เช่น Lectins, Lysozyme, Complement, Antibacterial peptide และ Immunoglobulin 
(Magnadottir, 2006) เพ่ือจับและท าลายสิ่งแปลกปลอมในเบื้องต้น ซึ่งสามารถใช้ป้องกันได้ท้ัง
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แบคทีเรีย ไวรัสและโปรโตซัว การก าจัดสิ่งแปลกปลอมโดยวิธีนี้เป็นวิธีการง่าย ๆ ซึ่งจะเกิดขึ้นเมื่อ
ร่างกายได้พบกับสิ่งแปลกปลอมนั้นเป็นครั้งแรก หรือเมื่อได้รับอีกในครั้งต่อไปก็อาจจะใช้วิธีการนี้ซ้ า
อีกโดยไม่มีการจดจ า  
 
 4.1.2  กลไกการป้องกันโดยอาศัยเซลล์ (Cellular defenses)  
 
  เมื่อสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคสามารถผ่านการป้องกันด่านแรกหรือโครงสร้าง
ทางกายภาพเข้ามาสู่ภายในตัวของปลาแล้ว ภายในร่างกายของปลาจะมีเซลล์ที่ท าหน้าที่ในการ
ป้องกันเชื้อโรคเป็นด่านที่สอง ซึ่งสามารถฆ่าและท าลายเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมได้จ านวนหนึ่ง         
โดยเซลล์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในระบบนี้ได้แก่ Macrophages และ Polymorphonuclei (PMN) ซึ่งมี
โครงสร้างคล้ายกับ Neutrophil ในสัตว์ชั้นสูง (Ellis, 2001) เซลล์เหล่านี้จัดอยู่ในกลุ่ม Phagocytes 
ท าหน้าที่โอบล้อมจับกิน (Engulfment) เชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมอย่างไม่จ าเพาะเจาะจงโดยอาศัย
ขบวนการ Phagocytosis เป็นผลให้เกิดการย่อยสลายเชื้อโรคเป็นหน่วยย่อยเล็ก ๆ และก าจัดทิ้งไป
รวมทั้งท าหน้าที่เป็นเซลล์เตรียมแอนติเจน (Antigen presenting cell: APC) น าเสนอแอนติเจนที่
ตกแต่งโครงสร้างแล้วให้กับเซลล์ในกลุ่ม Lymphocytes เพ่ือให้เกิดการตอบสนองแบบจ าเพาะอีก
ด้วย  
 
  ในปลาพบว่ามี Non-specific cells components คล้ายคลึงกับในสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมคือมี Phagocytic cells, Granulocyte (Neutrophils), Monocytes (Macrophages), และ 
Nonspecific cytotoxic cells (NCCs) หรือ NK cell equivalents (Plouffe et al., 2005) 
 
 4.1.3  กลไกการป้องกันโดยอาศัยสารน้ าหรือโปรตีนในเลือด (Humoral defenses)  
 
  ปลากระดูกแข็งโดยทั่วไปจะมีการหลั่งสารโปรตีนและไกลโคโปรตีนที่ส าคัญ
ออกมาภายในระบบหมุนเวียนเลือด สารเหล่านี้มีคุณสมบัติในการท าลาย โดยการท าให้เซลล์หรือ
อนุภาคของเชื้อโรคแตกสลาย (Lysis) หรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคอย่างไม่
จ าเพาะเจาะจง ประกอบไปด้วยสารที่ส าคัญหลายชนิด เช่น Anti-bacterial peptides, Proteases, 
Complements, Transferrins และ Antiviral myxovirus resistance-1 protein (Mx1) 
(ประพฤติดี, 2550; Aoki et al., 2008) โดยสามารถแบ่งได้เป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ดังนี้ 
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  4.1.3.1  Agglutinin และ Precipitin ได้แก่ Lectin like, C-type lectin และ 
Pentraxines เป็นสารในกลุ่มของโปรตีนและไกลโคโปรตีนที่สามารถเกิดการเชื่อมต่อกับโมเลกุล
คาร์โบไฮเดรตหลายชนิดที่อยู่บนผนังเซลล์ของเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมจึงเป็นผลให้เกิดปฏิกิริยา
รวมกลุ่ม (Agglutination activity) ของสิ่งแปลกปลอม และสามารถก าจัดเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม
เหล่านั้นออกจากร่างกายได้  โดยพบว่า Lectin ชนิด C-reactive protein (CRP) สามารถจดจ า
โครงสร้างคาร์โบไฮเดรตแบบจ าเพาะของเชื้อก่อโรคได้ ท าให้เกิดการกระตุ้นระบบ Opsonization, 
phagocytosis และ Complement system และมีการตอบสนองต่อ Neutrophil-chemotactic 
อีกด้วย (Arason, 1996; Wilson et al., 1999)  
 
  4.1.3.2  Lytic enzymes ได้แก่ Lysozymes, Chitinases, Cathepsins และ 
Complements ท าหน้าที่ย่อยท าลายผนังเซลล์แบคทีเรีย โดย Complement นั้น จัดได้ว่าเป็น
ส่วนประกอบส าคัญของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม การกระตุ้นให้เกิด
ระบบ Complement มีผลตอ่การกระตุ้นโปรตีนต่าง ๆ เช่นเอนไซม์ Lysozyme โดยจะท าปฏิกิริยา
กับ Peptidoglycan ซึ่งเป็นองคป์ระกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย มีผลท าให้เซลล์ของจุลินทรีย์
แตก (Cell lysis) ระบบ Complement สามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ Opsonization โดย
อาศัยเซลล์ในกลุ่ม Phagocytes โดยระบบ Complement ในปลากระดูกแข็งมีความคล้ายคลึงกับใน
สัตว์ชั้นสูง ซึ่งมีทั้ง Classical และ Alternative pathway (Holland and Lambris, 2002) 
 
  4.1.3.3  Growth inhibitors ได้แก่ Mx protein และ Antiviral myxovirus 
resistance-1 protein (Mx1) ท าหน้าที่ส าคัญในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือไวรัส
และ Transferrin ซึ่งจัดเป็น Iron binding protein โดย Iron เป็นธาตุที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์ ซึ่ง Transferrin มีความสามารถในการแย่งจับกับ Iron ได้มากกว่าจุลินทรีย์ ท าให้
จุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ และยังมีบทบาทไปกระตุ้นการตอบสนองของ Macrophage ใน
การหลั่ง Antimicrobial peptide (Oxygen independent) และ Oxidative burst (Oxygen 
dependent) ซึ่งมีความส าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจงเป็นอย่างมาก (Mietzner 
and Morse, 1994; Stafford and Belosevic, 2003) นอกจากนี้ยังมีสารอีกชนิดหนึ่งที่มี
ความส าคัญอย่างมากคือ Cytokines และ Chemokines เป็นสารที่หลั่งออกมาเพ่ือควบคุมระบบ
ภูมิคุ้มกันและเป็นสัญญาณโมเลกุล (Signaling molecule) เพ่ือท าหน้าที่ในการเรียกเซลล์ต่าง ๆ ที่
เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันไปยังบริเวณเป้าหมาย การเกิดการอักเสบและการสร้างเม็ดเลือด รวมไป
ถึงการเชื่อมโยงเครือข่ายของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะกับแบบจ าเพาะในการท างานร่วมกันอีก
ด้วย (Secombes et al., 1999) 
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 4.2  ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (Adaptive or Acquired immune system) 
 
 ปลากระดูกอ่อน (Cartilaginous fish) เช่น ฉลาม (Sharks) และปลากระเบน (Skates 
และ Rays) จัดเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่มแรก ๆ ที่มีการตอบสนองทางด้านระบบภูมิคุ้มกันแบบ
จ าเพาะและมีการสร้างแอนติบอดี (Antibody) ที่มีประสิทธิภาพในการตอบสนองต่อเชื้อก่อโรค 
(Kumar and Hedges, 1998) ซึ่งระบบภูมิคุ้มกันชนิดนี้สามารถพบได้ตั้งแต่ปลากระดูกอ่อนไปจนถึง
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น มนุษย์ แต่ยังไม่ปรากฏพบในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (Invertebrate)              
เช่น แมลง ปูและกุ้ง (Du Pasquier, 2001) ระบบภูมิคุ้มกันชนิดนี้จะท างานต่อเนื่องจากระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (Innate immunity) มีความสามารถในการจ าแนกสิ่งแปลกปลอมและ
องค์ประกอบของตัวเอง (Differentiation of self from non-self) โดยระบบภูมิคุ้มกันนี้จะมีการ
ตอบสนองเฉพาะต่อสิ่งแปลกปลอม (Non-self) เท่านั้น นอกจากนี้ระบบนี้มีลักษณะที่ส าคัญคือ มี
ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity) ต่อเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอม ที่เคยเข้ามาในร่างกายหรือเชื้อที่มี
ลักษณะคล้ายคลึงกันและมีการจดจ าสิ่งที่มากระตุ้น (Memory) ดังนั้นเมื่อร่างกายได้รับแอนติเจน
ชนิดเดียวกันเป็นครั้งที่สองหรือต่อ ๆ มา จะมีการตอบสนองอย่างรวดเร็ว รุนแรง และมีปริมาณ
มากกว่าการตอบสนองที่เกิดขึ้นในครั้งแรก (Warr, 1997) การตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันแบบ
จ าเพาะสามารถแบ่งออกเป็น 2 ส่วนใหญ่ ๆ ดังนี้ 
 
 4.2.1  การตอบสนองโดยผ่านสารน้ าหรือโปรตีนในเลือด (Humoral immune 
response; HIR)  
   
  การตอบสนองประเภทนี้เป็นการตอบสนองทางด้านภูมิคุ้มกันที่อาศัยการท างาน
ของเซลล์เม็ดเลือดขาวกลุ่ม Lymphocytes สองกลุ่มหลักคือ B และ T lymphocytes (B and T 
cells) และเซลล์ในกลุ่ม Antigen presenting cells (APCs) ทั้งหลาย ซึ่งได้แก่ B-lymphocytes 
เองDenditric cells และ Macrophages ในสัตว์ชั้นสูงเซลล์ที่ท าหน้าที่เหล่านี้โดยทั่วไปได้แก่ 
Monocytes (Macrophages), Interdigitating cells และ Dendritic cells มีบทบาทในการดักจับ
เชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมโดยขบวนการ Phagocytosis (Roitt et al., 2001) แล้วท าการย่อยสลาย
และตกแต่งโครงสร้างของแอนติเจน โดยจะเลือกเอาเฉพาะส่วนที่มีคุณสมบัติที่ดีที่สุดในการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันที่เรียกว่า "Epitope หรือ Antigenic determinant" ไปแสดงไว้ที่ผิวเซลล์                            
จากกระบวนการท างานของเซลล์เหล่านี้เป็นผลให้เกิดการสร้างแอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน                     
เพ่ือท าลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมท่ีลุกล้ าเข้ามาในร่างกายอย่างจ าเพาะเจาะจง บางครั้งการ
ท าลายจุลินทรีย์อาจจะต้องอาศัย Complement เข้าร่วมด้วยกัน ซึ่งทั้งหมดนี้อยู่ในส่วนของน้ าเลือด 
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(พลาสมาหรือซีรั่ม) หรือของเหลวในร่างกาย  ภูมิคุ้มกันชนิดนี้เกิดจากการกระตุ้นโดยธรรมชาติ 
(Natural) หรือเกิดจากการกระตุ้นโดยจงใจ (Artificial) จากการรายงานที่ผ่านมาพบว่าปลา                 
กระดูกอ่อน (Cartilaginous fish) จัดเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่มแรกที่ถูกค้นพบพัฒนาการของ 
Humoral adaptive immune system และ Memory response จากการพบ Memory 
response ของ IgM และ IgNAR (New antigen receptor) ต่อ Hen egg-white lysozyme (HEL) 
(Dooley and Flajnik, 2005)  
 
      เซลล์ที่มีบทบาทส าคัญเป็นอย่างยิ่งต่อระบบภูมิคุ้มกันประเภทนี้คือ B cell ซ่ึง   
B cell หนึ่งชนิดสามารถสร้างแอนติบอดีในการจดจ าต่อแอนติเจนหรือ Epitope เพียงชนิดเดียว
เท่านั้น โดยในช่วงแรกนั้น B cell จะอยู่ในรูปของ Immature (Naïve) B cell โดยมี B cell 
receptor (BCR) ที่อยู่ในรูปของ Immunoglobulin M membrane-bound form ท าหน้าที่เป็น
โปรตีนตัวรับบนผิวเซลล์ เมื่อ Naïve B cell ถูกกระตุ้นโดยการจดจ ากับ Epitope ของเชื้อโรคหรือ
สารพิษอย่างจ าเพาะเจาะจงแล้วจะมีการเปลี่ยนแปลงตัวเองไปเป็น Activated B cell ซ่ึง Naïve B 
cell จะมีการน าแอนติเจนเข้าสู่เซลล์โดยกระบวนการ Receptor-mediated endocytosis และส่ง
แอนติเจนนั้นเข้าสู่กระบวนการตัดย่อย (Exogenous pathway) ให้เป็น Epitope ที่มีความเหมาะสม 
พร้อมกับสร้างโปรตีน Major histocompatibility complex class II (MHC II) น าเสนอ Epitope 
ดังกล่าวไว้ที่ผิวเซลล์ เพื่อเป็นสื่อกลางให้ Immature (Naïve) helper T cells มาจดจ า Epitope 
โดยอาศัย T cell receptor (TCR) หลังจากนั้น Naïve helper T cell จะเกิดการเปลี่ยนแปลงตัวเอง
ไปเป็น Activated helper T cell ซึ่งจะมีการหลั่งสารส าคัญกลุ่ม Cytokines หลายชนิดออกมาเช่น 
Interleukin-2 เพ่ือท าให้ Activated B cells มีการแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็ว 
(Proliferation) และมีการจ าแนกตัวเอง (Differentiation) เพ่ือก าหนดหน้าที่ในการสร้างชนิด
ของอิมมูโนโกลบูลินที่จ าเพาะ โดยจะมีการปรับ Isotype ของแอนติบอดี (Class switching) ตามแต่
สัญญาณค าสั่งของสารกลุ่ม Cytokines รวมทั้งพัฒนาตัวเองไปเป็น Plasma B cell ที่สามารถสร้าง
แอนติบอดีที่อยู่ในรูป Secreted form ออกไปสู่ระบบหมุนเวียนเลือดเพ่ือตอบสนองและจดจ าต่อ
แอนติเจนชนิดนั้น ๆ ในกระแสเลือดหรืออวัยวะอ่ืนที่มีแอนติเจนชนิดนั้นอยู่ (Pelletier and 
Williams, 2009) นอกจากนี้ยังมีลักษณะส าคัญอีกประการหนึ่งคือ Immunological memory โดย 
B cell บางส่วนพัฒนาไปเป็น Memory B cell เพ่ือจดจ าต่อแอนติเจนชนิดนั้น ๆ โดยเซลล์ในกลุ่มนี้
จะไม่หลั่งแอนติบอดีในรอบแรกของการถูกกระตุ้น เราเรียกการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันต่อ
แอนติเจนในครั้งแรกนี้ว่า "Primary immune response" ผลของการตอบสนองผ่านทางแอนติบอดี
ในระยะนี้จะมีไม่มากนักและการตอบสนองค่อนข้างช้าใช้เวลาประมาณ 2-3 สัปดาห์ เมื่อร่างกาย
ได้รับแอนติเจนชนิดเดิมในครั้งถัดไป Memory B cell ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนชนิดนั้นจะเข้ามาท า
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หน้าที่ เป็นผลให้เกิดการตอบสนองอย่างรวดเร็วและรุนแรงมากกว่าครั้งแรก เราเรียกการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจนในครั้งที่สองนี้ว่า "Secondary immune response" ซึ่งในสัตว์มี  
กระดูกสันหลังชั้นสูงแอนติบอดีที่ถูกผลิตขึ้นในการตอบสนองครั้งแรกส่วนมากจะเป็น 
Immmunoglobulin M (IgM) และการตอบสนองในครั้งถัดมาจะมีการผลิต Immmunoglobulin G 
(IgG) เป็นหลัก (Roitt et al., 2001) ส่วนในปลากระดูกแข็งนั้นการตอบสนองทั้งสองครั้งนี้ 
แอนติบอดีที่มีการผลิตออกมาเป็นส่วนมากในการดักจับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม คือ IgM 
(Morrison and Nowak, 2002) 
 
 4.2.2  การตอบสนองโดยผ่านเซลล์ (Cell-mediated immune response; CMIR) 
 
  การตอบสนองประเภทนี้เป็นการตอบสนองทางด้านภูมิคุ้มกันที่อาศัยเซลล์เป็น
สื่อโดยเฉพาะอย่างยิ่งพวก T lymphocytes ในการท าลายสิ่งแปลกปลอมโดยตรงหรือร่วมกับระบบ 
Humoral immune response (HIR) การตอบสนองประเภทนี้เป็นภูมิคุ้มกันที่ส าคัญเป็นอย่างมาก
ของร่างกายในการท าลายจุลชีพที่ก่อโรคภายในเซลล์ (Intracellular microorganisms) เช่น 
Chlamydia suis, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Rickettsia, 
Shigella และ Listeria เป็นต้น (Biswasa et al., 2008) รวมทั้งการติดเชื้อไวรัสและการเกิดเนื้องอก
หรือเซลล์มะเร็ง ซึ่งร่างกายไม่สามารถท าลายเซลล์เหล่านี้ผ่านทางการท างานของแอนติบอดีได้ โดยใน
กรณีท่ีเซลล์มีการติดเชื้อโรคหรือเซลล์เหล่านี้ภายในไซโทพลาซึม (Cytoplasm) ของเซลล์ จะมีการ
ตัดและตกแต่งอนุภาคของเชื้อโรคหรือเซลล์เหล่านี้ให้อยู่ในรูป Epitope ที่เหมาะสมแล้วจะมีการส่ง 
Epitope นั้นผ่านไปให้โปรตีนที่เรียกว่า "Major histocompatibility complex class I (MHC I)" 
ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่อยู่บนผิวของเซลล์ที่มีนิวเคลียสทุกชนิด โดยจะมี T-cell receptors (TCRs) 
ที่จ าเพาะของ Cytotoxic T killer cells มาตรวจสอบ Epitope ของสิ่งแปลกปลอมที่แสดงอยู่บนผิว
เซลล์นั้น เป็นผลให้ Cytotoxic T killer cells เกิดการจดจ าอย่างจ าเพาะและหลั่งสารพิษไปยังเซลล์
เหล่านั้น เป็นผลท าให้เซลล์เหล่านั้นถูกท าลายแบบ Self-killing (Apoptosis) เป็นผลต่อเนื่องให้เซลล์
ที่ผิดปกติรวมถึงเซลล์ที่มีการติดเชื้อไม่สามารถเพ่ิมจ านวนและแพร่กระจายไปยังเซลล์ที่อยู่ในบริเวณ
ข้างเคียงได้อีก 
 
     จากข้อมูลในปัจจุบันถึงแม้ว่าจะยังไม่สามารถพิสูจน์ได้ชัดเจนว่าปลากระดูกแข็ง
จะมีประชากร (Population) ของเซลล์ที่ท าหน้าที่เป็น Cytotoxic T killer cells เช่นเดยีวกับสัตว์
ชั้นสูง แต่จากการศึกษาในระดับอณูวิทยาพบว่าสามารถพบการแสดงออกของโมเลกุลและล าดับ                    
นิวคลีโอไทด์ที่มีความคล้ายคลึงกับโมเลกุลที่สร้างจากเซลล์ที่ท าหน้าที่ในส่วนของ CMIR เช่น T-cell 



17 
 

receptors, CD4 และ CD8 เป็นต้น นอกจากนี้ จากการท า Graft-versus-host reaction (GVHR) 
ในปลากระดูกอ่อน เช่น ฉลาม (Ototake et al., 2000) และปลากระดูกแข็ง เช่น Gunbuna 
crucian carp (Carassius auratus langsdorfii) (Nakanishi and Ototake, 1999) หรือปลาใน
กลุ่ม Salmonid และ Cyprinid fish และ Delayed (type IV) hypersensitivity reactions (DTH) 
ซึ่งรู้กันดีว่าเป็นการตอบสนองอย่างหนึ่งของ CMIR ก็สามารถพบในปลาหลายชนิดรวมทั้งปลากระดูก
อ่อน ปลาไม่มีกระดูกขากรรไกร (Lamprey), และปลากระดูกแข็ง (Manning and Nakanishi, 
1996) เหล่านี้ล้วนเป็นเครื่องยืนยันและแสดงให้เห็นว่าระบบภูมิคุ้มกันในปลาจะมีองค์ประกอบของ
การตอบสนองแบบ CMIR เช่นเดียวกับสัตว์ชั้นสูง 
 
5.  อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin or Antibody) 
 
 อิมมูโนโกลบูลินหรือแอนติบอดีเป็นองค์ประกอบที่จ าเป็นและมีความส าคัญต่อการตอบสนอง
ทางด้านระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะในกระแสเลือด (Humoral immune system) ของสัตว์มี
กระดูกสันหลังที่มีขากรรไกรทั้งหมด ตั้งแต่ปลาฉลามจนถึงสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Flajnik, 2002; 
Flajnik and Du Pasquier, 2004) เป็นกลุ่มของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันทางด้านระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจงที่พบได้ในสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Cheng et al., 2006) แต่ไม่พบในปลา
ที่ไม่มีขากรรไกร (Agnathan fish) (Du Pasquier, 1993; Tian et al., 2009) ประกอบด้วยโปรตีน
หลายชนิด (Heterogenous) ที่ถูกสร้างขึ้นเพ่ือตอบสนองต่อแอนติเจนโดยแอนติบอดีจะมีปฏิกิริยาที่
จ าเพาะต่อแอนติเจนที่เข้ามากระตุ้นเท่านั้น โดยทั่วไปในสภาพปกติร่างกายจะไม่สร้างแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อเซลล์ของร่างกาย (Self-antigen) แอนติบอดีมีลักษณะพิเศษที่ส าคัญ 2 ประการคือ                        
มีความสามารถในการจดจ าแล้วรวมกับแอนติเจนที่จ าเพาะต่อมันได้ (Recognition function) และ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างแอนติเจนแอนติบอดี (Antigen-antibody complex) สามารถท าให้เกิดผล
ต่าง ๆ ตามมา เช่น ท าให้เกิดการกระตุ้นการรวมกันโปรตีนอีกกลุ่มหนึ่งที่เรียกว่า                 
"Complement" แล้วท าให้เซลล์เชื้อโรคแตกสลาย (Lysis) หรือกระตุ้นโมเลกุล Mast cell ให้เกิด
การหลั่งของ Histamine ออกมาเป็นการส่งเสริมกระบวนการอักเสบ (Enhanced inflammation) 
เป็นต้น แอนติบอดีถูกสร้างขึ้นมาโดย Plasma cell เป็นสว่นใหญ่ แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน
เหล่านี้จะเป็นสารพวกไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) ที่ประกอบด้วย Polypeptides 2 แบบ คือ 
Heavy chain และ Light chain และมีคาร์โบไฮเดรตเกาะอยู่บนโพลีเปปไทด์ ปริมาณของ
คาร์โบไฮเดรตจะไม่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการจับแอนติเจนเพราะคาร์โบไฮเดรตไม่ได้อยู่ตรงส่วนที่
แอนติบอดีจับกับแอนติเจนที่เรียกว่า "Antigenic binding site หรือ Fab" ซึ่งมีความหลากหลายของ
กรดอะมิโนมาก ส่วนอีกบริเวณหนึ่งจะเป็นส่วนที่มีความคงตัวซึ่งจะเป็นตัวก าหนดหน้าที่ของ
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แอนติบอดีแต่ละชนิด (Effector function) และเป็นส่วนที่เรียกว่า "Crystallizable fragment หรือ 
Fc" (Roitt et al., 2001) 
 
 อิมมูโนโกลบูลินหรือแอนติบอดีมีหน้าที่หลัก ๆ อยู่ด้วยกัน 3 ประการ คือ ประการแรก                    
การลดความเป็นพิษ ของเชื้อโรคและสารพิษลง (Neutralization) ซึ่งเกิดจากการจับกันของ
แอนติบอดีและแอนติเจนเป็นผลให้เกิดการลดความเป็นพิษของสิ่งแปลกปลอมที่เข้ามาในร่างกาย 
ประการที่สอง คือ การเกิดขบวนการ Opsonization ของ Phagocytosis ในการจับกินเชื้อโรคและ
สิ่งแปลกปลอม ซึ่งเกิดจากการจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจนที่จ าเพาะต่อกัน                            
(Antigen-Antibody complex) โดยในส่วน Fc ของแอนติบอดีนั้นสามารถถูกจดจ าโดย                            
Fc receptor บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวในกลุ่ม Phagocytes เป็นผลให้เกิดการกระตุ้นการส่งเสริมให้ 
Phagocytes จับกินสิ่งแปลกปลอมได้ดีขึ้น ประการสุดท้าย คือ การเกิด Complement activation 
แบบ Classical pathway โดยการเกิด Antigen-Antibody complex หรือ Immune complex 
ซึ่งไปกระตุ้นโปรตีน Complement ตั้งแต่ C1-C9 เป็นผลให้เกิดการแตกสลายของเซลล์จุลชีพ                    
ในกระบวนการนี้จะมี C3b และ C4b ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น Opsonin ท าให้เกิดกระบวนการ 
Opsonization ของ Phagocytes โดยเซลล์ Phagocytes จะมีตัวรับต่อ C3b และ C4b ซึ่งจับอยู่กับ 
immune complex ท าให้เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการ Phagocytosis ได้ดียิ่งขึ้น รวมถึงการ
กระตุ้นกระบวนการอักเสบ (Inflammation) โดยมี C3a, C4a และ C5a ที่มีคุณสมบัติเป็น 
Anaphylatoxin กระตุ้น Mast cell และ Basophil ให้หลั่งสาร Vasoactive amines ออกมาและ
ชักน าให้มีการปล่อย Lysosomal enzyme จาก Neutrophil อีกด้วย (Walport, 2001; Holland 
and Lambris, 2002) 

  
 5.1  โครงสร้าง ชนิดและคุณสมบัติของอิมมูโนโกลบูลิน 
  
 อิมมูโนโกลบูลินในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่นในมนุษย์และหนู สามารถแบ่งออกเป็น      
5 classes (Isotypes) จ าแนกตามชนิดของ Constant domain ของ Heavy chain ได้แก่ IgM, 
IgD, IgG, IgE และ IgA โมเลกุล IgM  มียีน Constant domain เป็นชนิด µ โมเลกุล IgD มียีน 
Constant domain เป็นชนิด δ โมเลกุล IgG มียีน Constant domain เป็นชนิด γ ซึ่งมี 4 
subclasses คือ γ1, γ2, γ3 และ γ4 โมเลกุล IgE มียีน Constant domain เป็นชนิด ε และ
โมเลกุล IgA มียีน Constant domain เป็นชนิด α ซึ่งมี 2 subclasses คือ α1 และ α2 (Abbas et 
al., 2007) ซึ่งอิมมูโนโกลบูลินแต่ละคลาสมีคุณสมบัติที่แตกต่างกันดังตารางที่ 2 
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ตารางท่ี 2 คุณสมบัติบางประการของอิมมูโนโกลบูลิน Class ต่าง ๆ  
 

Properties IgM IgD IgG IgE IgA 
Percent of total 5-10 1 75-85 0.01 10-15 
Serum concentration 
(mg/100 ml) 

125±45 3 1,275±280 0.03 225±55 

Molecular weight value 900,000 183,000 150,000 200,000 155,000-
350,000 

Sedimentation 
coefficient (S) 

7, 10, 13, 
15, 17 

6.5 7 - 19 

Carbohydrate (%) 10 2.8 2.5 10.7 10 
Half-life (day) 10 2.8 25 2.3 7 

Number of subclass 2 1 4 1 2 

Immunologic valency 10 1 2 2 2 

Bind complement + - + - - 

Appearance after 
immunization 

Earliest - Latest - Immediate 

Present in secretion - - + + + 

Precipitation + - + - ± 
Agglutination + - + - - 

Opsonization + - + - - 
Virus neutralization + - + - - 
Hemolysis + - + - - 
Skin fixation - - - + - 
Site of biosynthesis Much in 

spleen, 
lymphoid 

tissues 

Spleen 
lymph 
node 

All 
lymphoid 

tissues 

Predomi- 
nantly in 

submucosa 

Spleen 
Lymphoid 

tissues, 
submucosa 

 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก Davis et al. (1973)   
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 อิมมูโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล ประกอบด้วย Polypeptide 4 สาย คือ Heavy (H) chain             
2 สายที่เหมือนกันแต่ละสายมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 50,000 - 77,000 ดาลตัน เชื่อมต่อกัน ซึ่งใน
แต่ละ Class หรือ Subclass จะมีโครงสร้างที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน และประกอบด้วย Light (L) 
chain 2 สายที่เหมือนกันแต่ละสายมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 25,000 ดาลตัน ซึ่ง Polypeptide 
ของ H และ L แต่ละสายจะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ Disulfide bond โมเลกุลของอิมมูโนโกลบูลิน               
บางชนิดจะมี Hinge region อยู่ตรงกลาง H chain เพ่ือการเคลื่อนไหวของส่วนที่จับกับแอนติเจน                      
มี Variable region เพ่ือใช้จับกับแอนติเจนและมี Constant region เพ่ือคงรูปร่างและเป็น
ตัวก าหนดหน้าที่ของอิมมูโนโกลบูลินแต่ละชนิด (Fahey, 1965; Roitt et al., 2001) (ภาพที่ 1) 
 

                                                
ภาพที่ 1  โครงสร้างพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 
 
 Light (L) chain ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมแบ่งออกเป็นสองชนิด เรียกว่า "Kappa () 
และ Lambda ()" โดยปกติสัดส่วนของ : จะมีปริมาณ 3:2 ยกเว้นของ IgD ซึ่งมีปริมาณ  
chain มากกว่า  chain และในโมเลกุลเดียวกันจะต้องประกอบด้วย 2 โมเลกุลของ  หรือ  อย่าง
ใดอย่างหนึ่ง ไม่มีชนิดใดที่มี 2 อย่างรวมกัน โดยทั่วไปโมเลกุล L chain ประกอบด้วยกรดอะมิโน
ประมาณ 214 Residues ทั้งสอง Isotypes นี้จะปรากฏอยู่ในอิมมูโนโกลบูลินแต่ละโมเลกุลซึ่งมี L 
chain และ                        H chain เป็นชนิดเดียวกัน ซึ่ง Hilschmann and Craig (1965) 
พบว่า L chain มีน้ าหนักโมเลกุล 25,000 ดาลตัน ประกอบด้วยส่วนประกอบ 2 ส่วนที่แตกต่างกัน 
คือ ครึ่งหนึ่งของ L chain ปลายหนึ่งเป็นด้าน COOH (C-terminal) มีกรดอะมิโนประมาณ 107-111 
Residues เรียกว่า                             "CL (Constant: Light chain)" ในขณะที่ปลายอีกด้าน
หนึ่งเป็นด้าน NH2 (N-terminal) มีล าดับกรดอะมิโนที่หลากหลายเป็นที่รู้จักกันในชื่อ "VL (Variable: 
Light chain)" ซึ่งทุก ๆ L chain มีส่วนของ Variable และ Constant เพียงหนึ่งส่วนเท่านั้น  
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 อิมมูโนโกลบูลินแต่ละสายจะมี H chain สองเส้นที่แสดงลักษณะจ าเพาะของอิมมูโน-
โกลบูลินแต่ละชนิด H chain ประกอบด้วยกรดอะมิโน 450 Residues เรียงตัวกันเป็น Polypeptide 
chain มีด้านปลาย NH2 ที่มีความหลากหลายมากเรียก "Variable region (VH)" ประกอบด้วยกรด          
อะมิโน 107-115 Residues ส่วนที่เหลือ 310-330 Residues อยู่ทางปลายด้าน Carboxyl 
terminal เป็นกรดอะมิโนที่ค่อนข้างคงท่ีเรียกว่า "H chain constant region (CH)" ซึ่งแบ่งออกเป็น 
CH1, CH2, CH3 และ CH4 domain ในบริเวณ N-terminal ของทั้ง L chain และ H chain มีกรด            
อะมิโนที่ไม่แน่นอนแปรเปลี่ยนไปอยู่เสมอจะเป็นส่วนของอิมมูโนโกลบูลินหรือแอนติบอดีที่มีหน้าที่จับ
กับแอนติเจน (Antigen binding site) จะเห็นว่าแต่ละโครงสร้างของอิมมูโนโกลบูลินที่มีโครงสร้าง
พ้ืนฐานดังกล่าวนี้จะมีต าแหน่ง Antigen binding site อยู่ด้วยกัน 2 ต าแหน่ง (ภาพที่ 1) 
 
 Antigen binding site คือส่วนของแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจน ประกอบด้วยส่วน 
Variable region ของ H และ L chain (VH และ VL) ซึ่งเข้ามาใกล้กันพอเหมาะ การเรียงตัวของ
กรดอะมิโนบน VH และ VL นี้ขึ้นกับ Immunological specificity ของแอนติบอดีนั้น ๆ ต าแหน่งบน 
Variable region ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนได้มากท่ีสุด ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ Antigen 
binding site เรียก "Hypervariable region" โดยมีความหลากหลายของกรดอะมิโนบน Variable 
region จ านวนมากกว่า 2.58 x 1019 รูปแบบ (Berger, 2004) และทางด้าน Carboxyl end ของ                   
H chain 2 สาย เป็นส่วนที่ไม่มีความสามารถในการจับกับแอนติเจนเรียกว่า "Fc fragment (Fc)"               
ซึ่งจะมีคาร์โบไฮเดรตเป็นส่วนประกอบอยู่ประมาณ 2.5 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ ส่วนปลายทางด้าน                       
N terminal ของ L chain และ H chain มีความสามารถในการจับกับแอนติเจนได้จึงเรียกว่า                   
"Fab fragment (Fab)" ในส่วน Domain ของอิมมูโนโกลบูลินนั้นไม่ได้อยู่เป็นเส้นตรงแต่จะงอพับบิด
เป็นห่วงรูปสามมิติ ซึ่งเกิดจาก Disulfide bond และแรงอ่ืน ๆ ซึ่งแต่ละส่วนบน Peptide chain ที่
งอพับเหล่านี้เรียกว่า "Domain" การตั้งชื่อ Domain บน H chain นั้นจะตั้งตามความคงที่หรือ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจากปลาย NH2 เป็น VH, CH1, CH2, CH3 และ CH4 domain                           
(Abel et al., 1968; Padlan, 1994) 
 
 Variable domain เป็นโครงสร้างของอิมมูโนโกลบูลินหรือแอนติบอดีที่ใช้ในการจับกับ
แอนติเจนอย่างจ าเพาะเจาะจง ภายในโครงสร้างของ Variable domain ประกอบด้วย 
Complementarity determining regions (CDR 1-3) และ Framework (FR 1-4) ซึ่งเป็นส่วนที่มี
ความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่มาก ซึ่งความหลากหลายของ Variable domain เกิดการ
สร้างข้ึนในระหว่างขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงของ B cell (B cell differentiation) ไปเป็น Plasma B- 
cell (Pilstrom and Bengten, 1996) อิมมูโนโกลบูลินสาย Heavy chain จะมี CDR1 และ CDR2 
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อยู่ในส่วนของ VH segment และ CDR3 เป็นองค์ประกอบที่สร้างขึ้นโดยการรวมตัวกันของ VH, DH 
และ JH segments ขณะที่อิมมูโนโกลบูลินสาย Light chain จะมี CDR1-3 อยู่ในส่วนของ VL 
segment (ภาพที่ 2) 
 

                         
ภาพที่ 2  การจัดเรียงตัวของ Variable domain และ Constant domain ในอิมมูโนโกลบูลินสาย
   Heavy chain และ Light chain 
 
 การจัดกลุ่มของ VH อาศัยหลักการความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์ที่ต้องมีค่ามากกว่า 
80% จึงจะจัดว่า VH นั้น ๆ เป็นกลุ่ม (Family) เดียวกัน VH ต่างกลุ่มกันจะมีค่าความเหมือนกันของ                  
นิวคลีโอไทด์น้อยกว่า 70% (Brodeur and Riblet, 1984) มีผู้ท าการศึกษา VH gene segments 
ของมนุษย์และหนูมากกว่า 100 segments ซึ่งสามารถจัดกลุ่มของ VH ได้ 7 และ 14 กลุ่ม 
ตามล าดับ (Willems van Dijk et al., 1993; Matsuda et al., 1993; Tutter et al., 1991) ใน
ปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Matsunaga et al., 1990; Andersson and 
Matsunaga, 1995) และปลา Channel catfish (Ictalurus punctatus) (Warr et al., 1991; 
Ghaffari and Lobb, 1991) พบว่ามี VH gene segments มากกว่า 100 segments เชน่กัน ซึ่งปลา
กระดูกแข็งเหล่านี้ สามารถจัดกลุ่มของ VH family ได้ 11 และ 13 กลุ่ม ตามล าดับ (Roman et al., 
1996; Yang et al., 2003) VH family ในปลา Salmon (Salmo salar) พบ 9 กลุ่ม                                 
(Solem et al., 2001) ปลา Zebrafish (Danio rerio) พบ 7 กลุ่ม (Danilova et al., 2005) ปลา
กระดูกแข็งโบราณ (Chondrostean) เช่น ปลาสเตอร์เจียน-ไซบีเรีย (Acipenser baerii) พบ 3 กลุ่ม 
(Lundqvist et al., 1998) นอกจากนี้ ปลา Atlantic cod (Gadus morhua L.)                              
(Bengten et al., 1994) ปลา Goldfish (Carassius auratus) (Wilson et al., 1991)                            

VH DH JH CH1                CH2                  CH3                 CH4

Variable domain (VH) Constant domain (CH)

FR1                 CDR1         FR2          CDR2              FR3                CDR3                FR4

IgH domain 
(secreted form)

VL JL CL IgL domain

Variable domain (VL) Constant domain (CL)
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ปลา Ladyfish (Elops saurus) (Amemiya and Litman, 1990) และปลา Pufferfish                        
(Takifugu rubripes) (Saha et al., 2005) พบ VH family ได้ 3, 3, 2 และ 2 กลุ่ม ตามล าดับ  
   
 5.2  กลไกการสร้างความหลากหลายของอิมมูโนโกลบูลินในปลา 
 
 เซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีความส าคัญในการผลิตแอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลินเพ่ือท า
หน้าที่ในการตอบสนองทางด้านระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจง คือ B Lymphocytes (B cells) 
ซึ่งถูกสร้างจาก Hemopoietic tissues ในเนื้อเยื่อไตส่วนหน้า (Head kidney) ไตส่วนหลัง                      
(Trunk kidney) ม้าม (Spleen) และตับ (Liver) กลไกการสร้างความหลากหลายของอิมมูโนโกล-                    
บูลินในปลาเกิดข้ึนที่ไตส่วนหน้า (Bone marrow equivalent) เริ่มต้นจากการพัฒนาตัวของ                          
B cell precursor, Pro-B cell, Pre-Bcell, Immatue B cell และ Mature B cell หลังจากนั้นจึงมี
การเพ่ิมจ านวนและจ าแนกตัวเอง (Proliferation and Differentiation) ต่อไปให้กลายเป็น Plasma 
B cell และ Memory B cell เพ่ือท าหน้าที่สร้างแอนติบอดีและจดจ า Epitope ของเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมนั้น โดยในระยะพัฒนาตัวของ B cell นี้จะประกอบไปด้วยกลไกการสร้างความ
หลากหลายของแอนติบอดีดังต่อไปนี้ 
 
 5.2.1  ระยะ B cell precursor ซึ่งภายในมี Germline DNA ประกอบด้วยยีนที่
ก าหนดการสร้าง VH, D, JH และ CH ของอิมมูโนโกลบูลินทั้งสาย H และ L โดยทั่วไปแล้วการจัดเรียง
ตัวของยีนอิมมูโนโกลบูลินมี 2 แบบ ได้แก่ การจัดเรียงตัวแบบ Multiple cluster type และการ
จัดเรียงตัวแบบ Translocon type ซึ่งการจัดเรียงตัวแบบ Multiple cluster type จะมีการจัดเรียง
ตัวของยีน (V-D-J-C)n เรียงต่อกันไปกันไปเป็นกลุ่ม การจัดเรียงตัวของยีนแบบนี้พบได้ในยีน 
Immunoglobulin ทั้ง Heavy chain และ Light chain ของปลากระดูกอ่อน (Cartilaginous fish) 
เช่น ฉลาม (Sharks) และกระเบน (Skates, Rays) สาย Heavy chain เป็นแบบ (VH-D-JH-CH)n และ
สาย Light chain เป็นแบบ (VL-JL-CL)n เรียงต่อกันไปกันไปเป็นกลุ่ม โดยจะเกิด Duplicatation ของ
ยีนเหล่านี้เกิดข้ึนหลายครั้งใน Genome (Hinds and Litman, 1986; Hohman et al., 1992; 
Hohman et al., 1993; Kokubu et al., 1988a; Kokubu et al., 1988b; Rast et al., 1994; 
Shamblott and Litman, 1989a; Shamblott and Litman, 1989b) ซึ่งสาย Heavy chain ยีน 
CH เพียงยีนเดียวสามารถรวมกับแต่ละกลุ่มของ V, D และ J โดยประกอบด้วยกลุ่มของ Variable 
domain (VH) - Diversity domain (D1) - (D2) – Joining domain (JH) – Constant domain (CH) 
ซ่ึง D domains ประกอบด้วย D elements ตั้งแต ่1 ถึง 3 elements และมี CH region                          
เพียงยีนเดียวเท่านั้น (Bengten et al., 2000) เช่นเดียวกับ อิมมูโนโกลบูลินสาย Light chain ใน
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ปลากระดูกแข็งมีการจัดเรียงตัวแบบ Multiple cluster (VL-JL-CL) ด้วยเช่นกัน (Bengten, 1994; 
Daggfeldt et al., 1993; Ghaffari and Lobb, 1991) ส่วนการจัดเรียงตัวของยีนแบบ Translocon 
type เป็นการจัดเรียงตัวของยีนในรูปแบบที่คงที่ (VH(n)-D(n)-JH(n)-CH) พบได้ในโครงสร้างของยีน                  
อิมมูโนโกลบูลินสาย Heavy chain ของปลากระดูกแข็งไปจนถึงสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่นเดียวกับ
โครงสร้างของยีนอิมมูโนโกลบูลินสาย Light chain (VL(n)- JL(n)-CL) ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
(Stavnezer and Amemiya, 2004)  
  
 5.2.2  ระยะ Pro-B cell ในระยะนี้จะมีโปรตีน Igα และ Igß ซึ่งเป็น Signaling 
protein ที่จะมาเกาะติดอยู่กับ Membrane IgM (mIgM) ที่สร้างจากระยะ Immature B cell ซ่ึง
โปรตีนทั้งสามชนิดนี้จะท าหน้าที่เป็น B cell antigen receptor (BCR) (Dylke et al., 2007) ใน
ระยะนี้จะเกิดกระบวนการสร้างความหลากหลายของ Variable segments โดยจะมีเอนไซม์ส าคัญ
คือ Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) และ Recombination-Activating Gene 
(RAG) ที่มีการแสดงออกมาจากยีน RAG ท าให้เกิดการจัดเรียงตัวใหม่ (Rearrangement) ของยีน        
VH, D และ JH ซึ่งกลไกเหล่านี้ได้แก่ Combinatorial diversity, Junctional diversity และ                 
Gene conversion โดย Combinatorial diversity คือการเรียงต่อกันของยีน VH, D และ JH แบบ
สุ่ม Junctional diversity คือ การเติมหรือลบนิวคลีโอไทด์ที่ปลายของยีน VH, D และ JH  ด้วย 
Palindromic (P) และ Non-template encoded (N) nucleotides โดยอาศัยการท างานของ
เอนไซม์ TdT (Lieber, 1992) และ Gene conversion เกิดข้ึนในกระต่าย วัว หมู ม้าและไก่ ซึ่ง
พบว่ามี Pseudo V gene จ านวนมากอยู่ทางด้านหน้าของ Functional V gene ทั้งสาย H และ L 
โดยกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นหลังจาก VDJ rearrangement (Arakawa and Buerstedde, 2004)  
 
 5.2.3  ระยะ Pre-B cell ในระยะนี้จะมีเอนไซม์ RAG-1 และ RAG-2 เข้ามาท าหน้าที่
เป็น Transcription factor ของ Membrane Ig Heavy Chain (µ) แต่ยังไม่มีการแสดงออกมาเป็น
โปรตีนและระยะนี้จะมีการเกิด VLJL Rearangement และการจับคู่กันของ H และ L Chain        
(Ehlich et al., 1993; Li et al., 1993; Jankovic et al., 2004) ในปลา Zebrafish, Cod, Trout, 
Haddock, Clearnose skate และ Bullshark พบว่า RAG-1 และ RAG-2 เข้ามามีบทบาทในระยะ
การพัฒนาตัวของ B cell ใน Lymphoid organ เช่นเดียวกับในสัตว์ชั้นสูง เช่น คนและไก่                    
(Willett et al., 1997; Miracle et al, 2001; Lam et al., 2004; Miyar et al., 2007) 
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 5.2.4  ระยะ Immature B cell ในระยะนี้ไม่พบการแสดงออกของเอนไซม์ RAG-1 
และ RAG-2 (Nagaoka et al., 2000) อิมมูโนโกลบูลิน Membrane IgM (mIgM) มีการแสดง
ออกมาเป็นโปรตีนและไปอยู่บนผิวของ B cell และมีโปรตีน Igα และ Igß ท างานร่วมกันเป็น B cell 
antigen receptor (BCR) (Dylke et al., 2007) หลังจากระยะนี้ Immature B cell จะถูกส่งออก
ไปตามกระแสเลือดไหลเวียนทั่วร่างกายเพ่ือรอการกระตุ้นจากเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมแล้ว
เปลี่ยนตัวเองไปเป็น Mature B cell ต่อไป   
 
 5.2.5  ระยะ Mature B cell ในระยะนี้เมื่อ Naïve B cell ที่มี mIgM และ mIgD                
อยู่บนผิวเซลล์ ล่องลอยอยู่ในกระแสเลือด เมื่อเจอกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมเป็นครั้งแรกจะเกิด
กระบวนการ Somatic hypermutation เพ่ือเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของ Variable region                        
ให้มีความจ าเพาะ (Affinity) กับ Antigen (Ag) ชนิดนั้น ๆ ให้มากขึ้นและจับกันได้ดีขึ้น                          
(Hombach et al., 1990; Reth et al., 1991; Dylke et al., 2007) จากนั้นจะมีการ 
Proliferation และ Differentiation ตัวเองให้เป็น Plasma B cell และ Memory B cell โดยอาศัย
การท างานของ IL-2 เพ่ือท าหน้าที่ผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Ag นั้นและจดจ า Ag นั้นเมื่อ B cell 
เหล่านี้เจอ Ag ชนิดนี้อีกครั้งก็จะเกิดการตอบสนองอย่างรวดเร็วและรุนแรงมากข้ึนนั่นเอง                     
(Ozaki et al., 2004) 
           
 5.3  ความหลากหลายของอิมมูโนโกลบูลินในปลา 
 
 ปลาจัดอยู่ในกลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลัง สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ ปลาที่
ไมม่ีขากรรไกร (Agnathans) เช่น Lampreys และ hagfish ปลากระดูกอ่อน (Chondrichthyes) 
เช่น ฉลามและกระเบน กลุ่มสุดท้ายคือ ปลากระดูกแข็ง (Osteichthyes) ปลาจัดเป็นสัตว์มีกระดูก
สันหลังกลุ่มแรกที่มีวิวัฒนาการในการสร้างอิมมูโนโกลบูลินออกมาตอบสนองทางด้านภูมิคุ้มกันแบบ
จ าเพาะเจาะจงโดยอาศัยอวัยวะที่เรียกว่า "Lymphoid organs" ในการผลิตเซลล์เม็ดเลือด
เช่นเดียวกับไขกระดูก (Bone marrow) ในสัตว์ชั้นสูง โดยอวัยวะในระบบน้ าเหลืองของสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมจะประกอบไปด้วย Bone marrow, Lymph nodes และ Peyer's patches สว่นอวัยวะใน
ระบบน้ าเหลืองของปลาประกอบไปด้วย Thymus, Kidney, Spleen, Gut-associated lymphoid 
tissue และ Mucosa-associated lymphoid tissue ซึ่งอวัยวะที่มีความส าคัญต่อการผลิตเซลล์ที่
เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันในปลาเป็นอย่างมาก คือ ไตส่วนหน้า (Head kidney) และม้าม 
(Spleen) เซลล์ที่ผลิตได้จากอวัยวะน้ าเหลืองเหล่านี้เพ่ือท าหน้าที่ในการตอบสนองทางด้านระบบ
ภูมิคุ้มกันทั้งแบบไม่จ าเพาะ (Non-specific immune response) และแบบจ าเพาะเจาะจง 



26 
 

(Specific immune response) ได้แก่ Lymphocytes, monocytes, macrophages, 
granulocytes และ thrombocytes (Manning and Nakanishi, 1996; Morrison and Nowak, 
2002) 
 
 จากข้อมูลในปัจจุบันพบว่า อิมมูโนโกลบูลินในปลาที่ไม่มีขากรรไกร (Agnatha) พบได้
เป็นจ านวนน้อยและยังจ าแนกลักษณะได้อย่างไม่ชัดเจน เช่น ในปลา Hagfish พบว่ามีอิมมูโนโกลบู-
ลินชนิด IgM (Raison et al., 1978) ส่วนในสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่มปลาที่มีขากรรไกร                          
(Jawed fish) เช่น ปลากระดูกอ่อน (Cartilagionous) และปลากระดูกแข็ง (Teleost) พบว่ามีการ
ผลิตอิมมูโนโกลบูลินเช่นกัน (Flajnik, 2002) ซึ่งจากรายงานที่ผ่านมาพบว่าปลากระดูกแข็ง 
(Teleost) สามารถสร้างอิมมูโนโกลบูลินได้เพียง IgM (Bengten et al., 1992; Harding et al., 
1990; Hordvik et al., 1992; Nakao et al., 1997) และ IgD (Hirono and Aoki, 2003; Hordvik 
et al., 1999; Stenvik and Jorgensen, 2000; Wilson et al., 1997) ออกมาตอบสนองต่อเชื้อ
โรคและสิ่งแปลกปลอม ต่อมาได้มีการศึกษาและรายงานว่ามี Ig ที่ถูกค้นพบใหม่โดยเฉพาะ Ig heavy 
chain isotypes ชนิดใหม่ เช่นจาก Zebrafish (IgZ) (Danilova et al., 2005), Sharks (IgNAR; 
new antigen receptor) (Nuttall et al., 2001; Dooley et al., 2003), Rainbow trout (IgT) 
(Hansen et al., 2005), Fugu (Savan et al., 2005a) และ Common carp (IgM-IgZ)                         
(Savan et al., 2005b) ซึ่งเท่ากับว่าในปัจจุบันได้มีการรายงานการค้นพบอิมมูโนโกลบูลิน 6 ชนิด   
ในปลาแล้ว ซึ่งในปลากระดูกแข็งได้แก่ IgM, IgD, IgZ, IgT, IgM-IgD chimera และ IgM-IgZ 
chimera (Wilson et al.,1997; Hordvik et al., 1999; Hirono and Aoki, 2003; Danilova                  
et al., 2005; Hansen et al., 2005; Savan et al., 2005a, 2005b) โดย Ig ชนิดใหม่ที่พบเหล่านี้
มีโครงสร้างไม่เหมือนกับ Ig ที่พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหรือสัตว์มีกระดูกสันหลังอ่ืน ๆ และหน้าที่ก็ยัง
ไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด อิมมูโนโกลบูลินในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมนั้นสามารถแบ่งออกเป็น 5 classes                   
โดยอาศัยลักษณะความแตกต่างกันของส่วน Heavy chain constant region ของโมเลกุล
แอนติบอดีนั้นในการจ าแนก ได้แก่ IgM, IgG, IgD, IgA และ IgE (Tian et al., 2009) ส่วนสัตว์มี
กระดูกสันหลังจ าพวกสัตว์ปีก (Avians) พบอิมมูโนโกลบูลิน 3 คลาสได้แก่ IgM, IgY และ IgA 
(Lundgvist et al., 2006; Schaerlinger et al., 2008) สัตว์เลื้อยคลาน (Reptiles) พบ 3 คลาส 
ได้แก่ IgM, IgD และ IgA สัตวค์รึ่งบกครึ่งน้ า (Amphibians) พบ 5 คลาสได้แก่ IgM, IgY, IgX, IgD 
และ IgF ซึ่งพบว่า IgY และ IgX มีหน้าที่คล้ายคลึงกับ IgG และ IgA ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม                           
(Warr et al., 1995; Mussmann et al., 1996) ตามล าดับ 
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 อิมมูโนโกลบูลินหลักท่ีปลาใช้ในการตอบสนองทางด้านระบบภูมิคุ้มกันคือ IgM โดยปกติ
แล้ว IgM สามารถอยู่ในรูปของ Membrane-bound receptor บนผิวของ B cell เพ่ือท าการดักจับ
แอนติเจนหรือจะอยู่ในรูป Secreted form ที่ล่องลอยอยู่ภายในของเหลวในร่างกาย (Tian et al., 
2009) โครงสร้างของ IgM heavy chain ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในรูป Membrane bound form 
ประกอบด้วย Leader sequence (LH) - Variable domain (VH) - Diversity domain (DH) - 
Joining domain (JH) - Constant regions (Cµ1-4) และมี Transmembrane domain (TM1 และ 
TM2) ส่วนในปลากระดูกแข็ง TM1 จะมาเชื่อมต่อที่ Cµ3 โดยตัด Cµ4 ออกไป ส่วน IgM ในรูป 
Secreted form จะมีการจัดเรียงโครงสร้างคล้ายกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า                  
ซึ่งประกอบด้วย LH-VH-D-JH-Cµ1-Cµ2-Cµ3-Cµ4 (Litman et al., 1999; Honjo et al., 1989; 
Schwager et al., 1988) โดย IgM ในปลากระดูกแข็งจะพบมากในรูป Tetrameric โดยมีโมเลกุล
ของ IgM มาเชื่อมต่อกัน 4 โมเลกุล โดยใช้ Joint (J) chain (Acton et al., 1971) และในปลา
กระดูกอ่อนจนถึงสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเช่น มนุษย์จะพบ IgM ในรูป Pentameric โดยมีการเชื่อมต่อ
กันของ IgM ถึง 5 โมเลกุล (Kobayashi et al., 1984) ในปลามีขากรรไกร (Jawed fish) พบว่า IgM 
มี H chain คล้ายกับ µ-chain ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ส่วนปลากระดูกอ่อน (Chondrichthyes) 
และปลาปอด (Dipnoi) มี IgM เป็น Pentameric form คล้ายกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืน ๆ       
ซึ่งพบว่า IgM จ านวนหนึ่งในปลาปอดมีน้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่าปกติจึงเรียกว่า "IgN" ซึ่งจะคล้ายกับ 
IgG ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและ IgM ยังสามารถพบได้ในรูป Monomeric form กับ Dimeric form 
อีกด้วย พบได้ในปลากระดูกแข็ง เช่น Channel catfish ที่อิมมูโนโกลบูลินมีโมเลกุลต่างกัน โดยจะ
แตกต่างกันที่ Covalent structure ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ Light chain (Ota et al., 2003) ใน
ปัจจุบันพบว่ายีน IgM heavy chain ได้มีการศึกษาในปลาหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น Catfish 
(Ghaffari and Lobb, 1989a; Wilson et al., 1990) Ladyfish (Amemiya and Litman, 1990) 
Atlantic cod (Bengten et al., 1994) Atlantic salmon (Hordvik et al., 1992, 1997) 
Rainbow trout (Lee et al., 1993; Andersson and Matsunaga 1993; Hansen et al., 1994) 
Holostean fish ได้แก่ Bowfin, Amia calva และ Gar (Wilson et al., 1995), Zebrafish 
(Danilova et al., 2000) Antarctic teleost (Coscia et al., 2000) Mandarin fish (Zhang                   
et al., 2003) Japanese flounder (Lee et al., 2001; Srisapoome et al., 2004) Pufferfish 
(Saha et al., 2005) Orange-spotted grouper (Cheng et al., 2006) European eel (Jianjun 
et al., 2009) Indian major carps (Bag et al., 2008) Shark (Lee et al., 2008) และ Large 
yellow croaker (Tian et al., 2009) เป็นต้น 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
 

อุปกรณ์ 

 
   1.   เครื่องชั่ง METTLER PJ 400 
   2.   เครื่องชั่ง Mettler Toledo PL83-S  
   3.   -20 ˚C Freezer (Mirage) 
   4.   -80 ˚C ULT Freezer (Thermo Forma) 
   5.   Microwave oven (Whirlpool) 
   6.   Microcentrifuge Universal 320R (Hettich) 
   7.   Microcentrifuge MIKRO 200R (Hettich) 
   8.   Minicentrifuge, Profuge 6K Korea 
   9.   Water bath shaker, GFL 1083 
 10.   Incubator (Memmert) 
 11.   Incubator Shaker Seriker II model VS-8480 SFN 
 12.   Shaker TPM-2 (Sarstedt) 
 13.   Vortex-2 Genic, Scientific Industries, USA 
 14.   Autoclave HICLAVETM (HIRAYAMA) 
 15.   Hot air oven (Memmert) 
 16.   Erlenmeyer flask ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
 17.   Cylinder ขนาด 100 และ 1000 มิลลิลิตร  
 18.   Automatic micropipette ขนาด P10, P20, P200 และ P1000 (Bio-Rad) 
 19.   Pipette tips ขนาด 10, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Ultratip) 
 20.   Centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร  
 21.   Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 และ 0.6 มิลลิลิตร 
 22.   PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (Costar) 
 23.   Power supply power PAC 200 (Bio-Rad) 
 24.   Electrophoresis electric, Myrun (Bioactive) 
 25.   Thermal Cycler Machine (Takara) 
 26.   Mx ProTM 3005P QPCR Thermal Cycler (Stratagene, USA) 
 27.   FastPrep® homogenizer (Biomedicals) 
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 28.   NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) 
 29.   UV light transilluminator (Hoefer, USA) 
 30.   Hybond™-N+ Positively charged nylon membrane (Amersham, USA) 
 31.   Whatman 3MM (USA) 
 
 32.   สารเคมีส าหรับงานทางอณูโมเลกุล 
 - Absolute ethanol; C2H5OH (Merck)   
 - Boric acid; H3BO3 (Merck)   
 - Chloroform; CHCl3 (Merck)   
 - Sodium chloride; NaCl (Merck)   
 - Sodium hydroxide; NaOH (Eka Nobel) 
 - N, N, N', N'-Tetramethylenediamine; TEMED (Bio-Rad) 
 - Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 
 - Tris-base; Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
 - Sterile distilled water; dH2O 
 - Magnesium chloride; MgCl2 
 - GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas) 
 - GeneRulerTM Lamda (λ) Hind III DNA Ladder (Fermentas) 
 - Isopropyl-ß-D-thiogalactoside; IPTG (Sigma) 
 - 100 mM dNTP (Fermentas) 
 - 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-ß-D-galactopyranoside; X-gal (Sigma) 
 - Agarose (Conda) 
 - Ethidium bromide; EtBr (Invitrogen) 
 - Brilliant®II SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene, USA) 
 
 33.   ชุด Kit ส าเร็จรูป 
 - HiYieldTM, Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Real Biotech) 
 - Plasmid DNA Extraction kit (BioExcellence) 
 - RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 
 - BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) 
 - DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche) 
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 34.   เอนไซม์และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzymes) และ Vector 
 - DreamTaqTM DNA polymerase (Fermentas) 
 - TaKaRa LA TaqTM (TaKaRa) 
 - Xho I (Fermentas) 
 - Eco RI (Fermentas) 
 - Bam HI (Fermentas) 
 - Pst I (Fermentas) 
 - pGEM-T Easy vector (Promega) 
 - T4 DNA ligase (Promega) 
   
 35.   สายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย 
 - Escherichia coli สายพันธุ์ JM 109 
  
 36.   สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 - Techical agar (Difco, USA) 
 - Sodium chloride; Nacl (Merck) 
 - Bacto tryptone (BD, France) 
 - Yeast extracts (Scharlau) 
 - Super Optimal Culture medium (SOC medium) 
 - Luria Bertani broth (LB broth) และ Luria Bertani agar (LB agar) 
 
 37.   ชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) 
 - BLASTN and BLASTX program 
   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BlastN   
   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BlastX  
 - CAP3: Contig assembly program 
   http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html  
 - VecScreen 
   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/Vecscreen.html  
 - SignalP version 3.0  
   http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BlastN
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BlastX
http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/Vecscreen.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP


31 
 

 - MatGat program version 2.02  
   http://bitincka.com/ledion/matgat 
 - ClustalW  
   http://www.clustal.org  
 - MEGA version 4.0.2  
   http://www.megasoftware.net 
  - POPGENE version 1.31  
   http://www.ualberta.ca/~fyeh/ 
 - ImMunoGeneTics Database 
   http://www.ebi.ac.uk/imgt/  
 
 38.   ไพรเมอร์ (Primers) 
 
ตารางท่ี 3  ไพรเมอร์และล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

 

Gene name Primer name Sequence 5’  3’ 
Amplicon 

sizes 
Experiment 

IgM heavy 
chain 

- IgMuF1 GGATGATACCTATACT
GCCTCCTG 

- RT-PCR, Real-time 
PCR, RACE-PCR 

IgM heavy 
chain 

- IgMuR1 TTGTGCATTCCAGTCC
TGTCTCCT 

- RACE-PCR 

IgM heavy 
chain 

- IgMuR2 GTGACTGGGTTACTTG
CTATGTCC 

425 RT-PCR 

IgM heavy 
chain 

- IgMuR22 AATCTAGTCTGATCAT
TCAGGTCA 

174 Real-time PCR 

ß-actin - ß-actinF1 GGTCATCACCATTGGC
AATG 

529 RT-PCR 

ß-actin - ß-actinR1 ACTGAAGCCATGCCAA
TGAG 

529 RT-PCR 

M13 forward - M13 F AAAACGACGGCCAG - - 
M13 reverse - M13 R AACAGCTATGACCATG - - 
 
 
 

 
 

  

http://bitincka.com/ledion/matgat
http://www.clustal.org/
http://www.megasoftware.net/
http://www.ualberta.ca/~fyeh/
http://www.ebi.ac.uk/imgt/
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 
 

Gene name Primer name Sequence 5’  3’ 
Amplicon 

sizes 
Experiment 

ß-actin - ß-actinF2 ACAGGATGCAGAAGGA
GATCACAG 

155 Real-time PCR 

ß-actin - ß-actinR2 GTACTCCTGCTTGCTG
ATCCACAT 

155 Real-time PCR 

- - UPM-long 
 

CTAATACGACTCACTA
TAGGGCAAGCATGGTA
TCAACGCAGAGT 

- RACE-PCR 

- - UPM-short AAGCAGTGGTATCAAC
GCAGAGT 

- RACE-PCR 

IgM heavy 
chain 

- SB F GGATGATACCTATACT
GCCTCCTG 

533 Southern blot 

IgM heavy 
chain 

- SB R GGTGAACAACACAGAA
GCGTGT 

533 Southern blot 
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วิธีการทดลอง 
 
1.  การโคลนและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด (Full length) ของ Complementary 
DNA (cDNA) ของยีน Immunoglobulin M heavy chain (IgM) ในปลานิล 
 
 1.1  การสืบค้นล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ cDNAs ของยีน IgM ของปลานิลจาก
ห้องสมุด cDNAs ที่สร้างจากไตส่วนหน้า (Head kidney) และมา้ม (Spleen) ของปลานิลและการ
วิเคราะห์ข้อมูล 
 
 ท าการสืบค้น Expressed sequence tag (ESTs) clones ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล จากห้องสมุด cDNAs ที่สร้างจากไตส่วนหน้าของ
ปลานิล (Srisapoome et al., 2008. Accession number FF279526, FF279636, FF279652, 
FF279682, FF279704, FF279723, FF280026, FF280099, FF280129, FF280309, FF280392, 
FF280433, FF280472 และ FF280584) และม้ามของปลานิล (Srisapoome et al., 2008. 
Accession number FF280698, FF280756, FF 280926, FF280982, FF281089, FF281496, 
FF281499 และ FF281503) โดยน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดที่ได้มาจัดกลุ่มด้วยโปรแกรม CAP 3 
(http://bioweb.pasteur.fr/seqana /interface/cap3.html) พบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ 
cDNAs ของยีน IgM heavy chain ของปลานิลในโคลน HK 0156 (Accession number 
FF279636) มีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5' มากที่สุดจึงได้น าโคลนนี้มาท าการ
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 3' ด้วย M13F primer แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองมาท า
การ Alignment กัน พบว่ายังไม่แสดงถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ จึงน า EST โคลนดังกล่าวมาท า
การออกแบบไพรเมอร์เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของ cDNAs ของยีน IgM heavy chain 
ของ   ปลานิล ด้วยเทคนิค 5' และ 3' Rapid Amplification of cDNA Ends เพ่ือให้ได้ล าดับ                             
นิวคลีโอไทด์ทั้งหมดที่สมบูรณ์ของ cDNAs ของยีน IgM heavy chain ของปลานิลต่อไป 
 
 1.2  การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ IgM heavy chain cDNA โดยใช้เทคนิค 5' และ 
3' Rapid Amplification of cDNA Ends  
 
 น าปลานิลขนาดทดลองประมาณ 500 กรัม ซึ่งเป็นปลาที่แข็งแรง ไม่มีอาการของโรค
ต่าง ๆ มาท าการสกัด Total RNA จากไตส่วนหน้า (Head kidney) และม้าม (Spleen) โดยใส่
ตัวอย่างเนื้อเยื่อประมาณ 100 มิลลิกรัม ใน TRI Reagent® (Molecular Research Center) 

http://bioweb.pasteur.fr/seqana%20/interface/cap3.html


34 
 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท าการบดเนื้อเยื่อที่ได้ด้วยเครื่อง FastPrep® homogenizer (Biomedicals) 
เป็นเวลา 40 วินาที หลังจากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นแยกส่วนใสที่ประกอบด้วย Total RNA ไปยัง Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Chloroform 200 ไมโครลิตร ผสม
สารละลายให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดไปกลับไปกลับมานานประมาณ 15 วินาที แล้วบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาท ีน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 15 
นาท ีและดูดส่วนใสด้านบนที่เป็นชั้นของ RNA ไปใส่ใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม Isopropyl alcohol 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอด
กลับไปกลับมา แล้วท าการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาท ีน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้ง จากนั้นเติม 75% Ethanol 1 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นท าการสกัด mRNAs โดยใช้ Quick Prep®Micro mRNA Purification Kit (Amersham 
Pharmacia Biotech) จากนั้นน า mRNAs ที่สกัดได้มาสังเคราะห์ 5' และ 3' First strand cDNA 
ด้วย BD SmartTM RACE cDNA Amplification kit (BD Biosciences Clontech) ตามวิธีการของ
บริษัท  
 
 ในการสังเคราะห์ First strand cDNA นั้น จะใช้ mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม โดย
เตรียม Microcentrifuge tube จ านวน 2 หลอด หลอดแรกท า 5'-RACE-Ready cDNA ซ่ึง
ประกอบด้วย mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม, BD Smart II A oligo (5'-AAGCAGTGGTATCA 
ACGCAGAGTACGCGGG-3') ปริมาตร 1 ไมโครลิตรและ 5'-CDS primers (5'-(T)25V N-3', N = A, 
C, G or T; V = A, G or C) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพ่ือสังเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ทางด้านปลาย 
5' อีกหนึ่งหลอดจะท า 3'-RACE-Ready cDNA ซึ่งประกอบด้วย mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม และ 
3'-CDS primer (5'-AAGCAG TGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V N-3', N = A, C, G or T; V = 
A,G or C) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพ่ือสังเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ทางด้านปลาย 3' จากนั้นเติมน้ า
กลั่นลงไปในแต่ละหลอดให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 5 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็ว
จากนั้นน าไปบ่มที่ 70°C นาน 2 นาที และน าไปแช่ในน้ าแข็ง 2 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วเพ่ือ
เก็บตัวอย่างที่อยู่บริเวณก้นหลอด ในแต่ละหลอดจะเติม 5x First-strand buffer ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร, 20 mM Dithiothreitol ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และ BD PowerScript Reverse Transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
และน าไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็ว เพื่อเก็บตัวอย่างที่อยู่บริเวณก้นหลอด น าหลอดไปบ่มที่ 42°C เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงครึ่งใน Hot-lid thermal cycler โดยผลิตภณัฑ์ที่ได้จะถูกมาน าเจือจางด้วย Tricine-
EDTA buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตรและน าไปบ่มที่ 72°C เป็นเวลา 7 นาที ตัวอย่างที่ได้จะน าไป
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เก็บท่ีอุณหภูมิ -20°C จนกว่าจะใช้ หลังจากนั้นน า First strand ที่ได้ไปท า PCR โดยใช้ Specific 
primers ของยีน IgM heavy chain (IgMuR1 primer และ IgMuF1) (ตารางที่ 3) ทีอ่อกแบบมา
จากล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ cDNAs ของยีน IgM heavy chain ของปลานิลโคลน HK 0156 
ร่วมกับการใช้ Universal primers (UPM) (ตารางที่ 3) ในการท าปฏิกิริยา 

 
 โดยส่วนผสมของการท าปฏิกิริยามีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
 

5'or 3' RACE First strand cDNA  1.25  ไมโครลิตร 
10x Universal primer (UPM)  2.5  ไมโครลิตร 
10 µM Gene-specific primer   1  ไมโครลิตร 
10x LA PCRTM Buffer II (Mg2+free) 2.5  ไมโครลิตร 
10 mM dNTP mix    0.5  ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2    2.5  ไมโครลิตร 
5 U/µl LA TaqTM DNA polymerase  0.5  ไมโครลิตร 
Sterilized distilled water   14.25  ไมโครลิตร 
   ปริมาตรรวม  25  ไมโครลิตร  

 
 น าส่วนผสมนี้ไปเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง Thermal cycler ที่ก าหนดให้ในช่วงแรก
ของปฏิกิริยาใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาท ีส่วนช่วงที่สองใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 55°C 
นาน 30 วินาที และ 72°C นาน 1 นาท ี30 วินาที เป็นจ านวน 25 รอบ และช่วงสุดท้ายใช้อุณหภูมิ 
72°C นาน 5 นาทีแล้วเก็บรักษา 5' และ 3' RACE PCR Product ที่ได้ ที่อุณหภูมิ -20°C 
 
 หลังจากนั้นท าการตรวจสอบผล 5' และ 3' RACE PCR Product ที่ได้ ด้วยการใช้ 
1.5% Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร์ 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) ที่ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตในเครื่อง UV light 
transilluminator (Hoefer, USA) 
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 1.3  การแยก DNA จาก Agarose gel และการท าให้ชิ้น DNA บริสุทธิ์ 
 
 การแยก DNA จาก Agarose gel และท าให้ชิ้น DNA บริสุทธิ์ โดยใช ้HiYieldTM 
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit ท าตามวิธีการของบริษัท Real Biotech โดยท าการตัด 
Agarose gel ซึ่งมีแถบ DNA ที่ต้องการ ใส่ลงใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม
บัฟเฟอร์ DF ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อน้ าหนักของ Agarose gel 300 มิลลิกรัม น าไปเขย่าด้วย
เครื่อง Vortex mixer หลังจากนั้นน าไปบ่มที่ 55°C เป็นเวลา 10-15 นาที พลิกหลอดกลับไปมาทุก ๆ 
2-3 นาที หลังจากนั้นน า DF column มาใส่ใน Collection tube แล้วใส่สารละลายตัวอย่างข้างต้น 
800 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งส่วนใสด้านล่างแล้ววาง DF 
column กลับเข้าท่ีเดิม เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm               
เป็นเวลา 30 วินาที ทิ้งส่วนใสด้านล่างแล้ววาง DF column กลับเข้าท่ีเดิม แล้วท าการปั่นเหวี่ยงที่ 
13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที อีกครั้งเพื่อให้ Column matrix แห้ง หลังจากนั้นท าการย้าย DF 
column ที่แห้งแล้วไปใส่ใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติม Elution 
buffer ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 2 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 
นาที แล้วเก็บรักษา DNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 
 
 ตรวจสอบผลของ Purified product ที่ได้ บน 1% Agarose gel electrophoresis ใน
บัฟเฟอร์ 1X TBE ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน Ethidium 
bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UV light transilluminator (Hoefer, USA) 
 
 1.4  การเชื่อมต่อ PCR Product กับ TA Cloning vector (pGEM®-T easy vector) 
 
 เชื่อมต่อ DNA เพ่ือสร้าง Plasmid DNA สายผสม โดยน าสารละลาย DNA ที ่
บริสุทธิ์ที่ได้จากข้อ 1.3 จ านวน 1.5 ไมโครลิตร ผสมกับ T4 DNA ligase 0.5 ไมโครลิตร 2x Rapid 
ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร และ pGEM®-T easy vector (Promega, USA) (ภาพที่ 3) 0.5 
ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาตรทั้งหมด 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 
16-18 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 3  แผนที่ของ DNA พาหะ (Cloning vector) และล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ในต าแหน่ง    
    Polylinker ของ pGEM-T Easy vector 
 
ที่มา: http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf (2012) 
 
 1.5  การเตรียม Competent Cell 
 
 น าเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 เลี้ยงในอาหาร LB Broth ปริมาตร                        
2 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นแบ่งเชื้อแบคทีเรีย 1 มิลลิลิตร               
ลงเลี้ยงต่อในอาหาร LB Broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วแช่ใน
น้ าแข็ง 10 นาที แบ่งใส่ Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 6 หลอด น าไปปั่นเหวี่ยงเก็บ
เซลล์ที่ความเร็ว 3,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้ง แล้วเติม 100 
mM CaCl2 625 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจาก
นั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 3 นาที และเทของเหลวด้านบนทิ้ง 
เติม 100 mM CaCl2 ที่เตรียมใน 15% Glycerol 375 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน ถ้ายังไม่
ใช้ให้น าไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80°C 
 

http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf
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 1.6  การน า DNA ลูกผสมเข้าสู่แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 
(Transformation) 
 
 ใช้วิธ ีHeat shock transformation โดยน า Competent cell ที่เตรียมไว้ในข้อ 1.5 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ Ligation product 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการดีดเบา ๆ 
แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 25 นาท ีแล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 50 วินาที น ากลับไปแช่ใน
น้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 3 นาที หลังจากนั้นเติม Super Optimal Culture medium (SOC medium) 
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ปิดปาก Microcentrifuge tubes ด้วย Parafilm น าไปบ่มใน Incubator 
shaker ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 1 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 rpm 
ที่อุณหภูมิ 28°C นาน 5 นาท ีลดปริมาตรของสารละลายลงให้เหลือเพียง 100 ไมโครลิตร ผสม
ตะกอนกับสารละลายให้เข้ากันโดยใช้ Micropipette แล้วน าสารละลาย 100 ไมโครลิตร ไปเกลี่ยลง
บนอาหาร LB Agar ที่มีสารละลาย Ampicillin ความเข้มข้น 0.01% ผสมอยู่ แล้วท าการเกลี่ย X-gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactoside) เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และ IPTG (Isopropylthio-ß-D-galactoside) เข้มข้น 100 mM ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงบนอาหาร LB Agar ที่มีสารละลาย Ampicillin ไว้ก่อนแล้ว น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นใช้ Micropipette tip ที่ปลอดเชื้อมาท าการคัดเลือกเอาโคโลนีที่
คาดว่าจะมีชิ้น Insert คือ เลือกเอาเฉพาะแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาว (Blue-white colony 
screening) มาเข่ียลงบนอาหาร LB Agar ที่มีสารละลาย Ampicillin และท าการเกลี่ยด้วย IPTG 
และ X-Gal ใหม่ แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เพ่ือท าเป็น Master plates 
 
 1.7  การตรวจสอบผลของการโคลน 
 
 การตรวจสอบผลของการโคลน จะใช้เทคนิค Colony PCR ซึ่งใช้ Universal primers 
2 ชนิด คือ M13 Forward และ M13 Reverse (ตารางที่ 3) และใช้โคโลนีสีขาวของแบคทีเรียเป็น 
Template ซึ่งสารละลายส่วนผสมของปฏิกิริยามีปริมาตรทั้งสิ้น 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
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  10X DreamTaqTM Buffer  1.5  ไมโครลิตร 
  2.5 mM dNTP     1.6  ไมโครลิตร 
  5 mM M13 forward primer   1.5  ไมโครลิตร 
  5 mM M13 reverse primer   1.5  ไมโครลิตร 
  25 mM MgCl2     1.875  ไมโครลิตร 
  5 U/µl DreamTaqTM DNA polymerase 0.2  ไมโครลิตร 
  Distilled water    6.825  ไมโครลิตร 
     ปริมาตรรวม  15 ไมโครลิตร 
 
 ท าการเขี่ยโคโลนีสีขาวของแบคทีเรียที่ต้องการตรวจสอบจาก Master plate โดยใช้
Micropipette tip ที่ปลอดเชื้อ ใส่ลงสารละลายที่เตรียมไว้ แล้วเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง 
Thermal cycler ที่ก าหนดให้ในช่วงแรกของปฏิกิริยาใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาท ีส่วนช่วงที่สอง
ใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาท ี55°C นาน 30 วินาที และ 72°C นาน 1 นาท ี30 วินาที เป็น
จ านวน 25 รอบ และช่วงสุดท้ายใช้อุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาท ี
 
 ตรวจสอบผลที่ได้ ด้วย 1% Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร์ 1X TBE 
(Tris-Borate-EDTA) ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน 
Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้
แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UV Light Transilluminator 
  
 1.8  การสกัด Plasmid เพ่ือน าไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
 ใช้ชุดสกัด Plasmid DNA Extraction Manual Kit จากแบคทีเรีย ของบริษัท                       
Bio Excellence (USA) โดยน าเชื้อแบคทีเรียโคโลนีสีขาวจาก Master plate ที่น าไปตรวจสอบด้วย
วิธ ีColony PCR แล้วได้ผลบวก โดยมีขนาดของชิ้น PCR Product ใกล้เคียงกับขนาดของชิ้น Insert           
ไปเลี้ยงในอาหาร LB broth ที่มีสารละลาย Ampicilin ความเข้มข้น 0.01% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร               
ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ข้ามคืนมาเขย่าใน
เครื่อง Vortex mixer แบ่งใส่ใน Microcentirfuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 3 นาที เทอาหารด้านบนทิ้ง และท าซ้ าจนเชื้อแบคทีเรียใน
หลอดทดลองที่เลี้ยงไว้หมดหลังจากนั้นเติม Cell suspension solution 200 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย
ตะกอน ผสมให้เข้ากันโดยใช้ปิเปต จากนั้นเติม Cell lysis solution 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
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โดยการพลิกหลอดกลับไปกลับมา แล้วเติม Neutralisation solution 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
โดยการพลิกหลอดกลับไปกลับมา หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 
25°C เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสใส่ใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ 
ระวังอย่าให้ตะกอนติดมาด้วย หลังจากนั้นเติม Isopopanol 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ว
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 25°C 5 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง แล้วท าการล้างตะกอน
โดยเติม 70% Ethanol 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm ที่
อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 5 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง แต่ต้องระวังอย่าให้ตะกอน DNA หลุดออกมาด้วย ซับ 
70% Ethanol ที่เหลือค้างอยู่โดยคว่ าปากหลอดลงบนกระดาษซับ ทิ้งไว้จน Ethanol ระเหยออกไป
หมด หลังจากนั้นเติม TE Buffer 20 ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65°C นาน 1 ชั่วโมง โดย
ต้องเขย่าหลอดเป็นระยะ ๆ หลังจากนั้นเก็บ Plasmid ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 
 
 1.9  การท า Restriction enzyme digestion 
 
 เนื่องจาก pGEM-T Easy เป็น Vector ที่มีจุดตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction 
enzyme) ชนิด Eco RI ซึ่งอยู่ขนาบข้างของชิ้น Insert บน Recombinant DNA (ภาพที่ 1) จึงใช้
เอนไซม์ชนิดนี้ในการตัด Recombinant DNA ที่ได้จากการโคลน เพ่ือยืนยันผล ซึ่งส่วนผสมของ
สารละลายที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา มีดังนี้ 
 
   Plasmid DNA   2  ไมโครลิตร 
   10X Buffer Eco RI  2  ไมโครลิตร 
   Eco RI    0.5  ไมโครลิตร 
   Distilled water  5.5  ไมโครลิตร 
    ปริมาตรรวม  10  ไมโครลิตร 
 
 ผสมส่วนผสมทั้งหมดใน Microcentrifuge tubes ขนาด 0.6 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นตรวจสอบผลของปฏิกิริยาด้วย 1% Agarose gel 
electrophoresis ในบัฟเฟอร์ 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต ์
ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง Ultaviolet Light 
Transilluminator และเปรียบเทียบขนาดของชิ้น DNA fragment ที่ได้ด้วยแถบ DNA มาตรฐาน 
(DNA ladder 100 bp plus) 
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 1.10  การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 
 
 เลือก Plasmid ที่มีชิ้นของ Insert ขนาดความยาวใกล้เคียงกับ 5' และ 3' RACE PCR 
Product มาท าการตรวจสอบหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5' และ 3' ของ cDNA โดยใช้ M13 
forward และ M13 reverse primers ด้วยวิธี Thermo Sequence Fluorescent Labeled 
Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham pharmacia biotech) โดยบริษัท Macrogen, Inc. 
(Korea) 

 
2.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy 
chain และการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน IgM heavy chain ของปลานิลกับ
สัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ  
 
 2.1  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ IgM heavy chain cDNA ของปลานิล 
 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ทั้งจากทางด้าน 5' และ 3' RACE มาท าการตัดส่วนที่เป็น
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Vector และ Adaptor ออก โดยใช้โปรแกรม VecScreen 
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/ VecScreen/Vecscreen.html) หลังจากนั้นน าเอาล าดับ                              
นิวคลีโอไทด์ที่ผ่านการตัดเอา Vector และ Adaptor ออกแล้วนั้น ไปท าการเปรียบเทียบกับล าดับ                    
นิวคลีโอไทด์ของยีนที่บันทึกไว้แล้วใน GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดย
ใช้โปรแกรม BLASTN ที่ก าหนดให้มีความเหมือนของนิวคลีโอไทด์มากกว่า 100 คู่เบส และต้องมีค่า
ความน่าจะเป็นของการเกิด Random matching (E-value) น้อยกว่า 10-4 และใช้โปรแกรม 
BLASTX เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนกันของกรดอะมิโน โดยตรงบริเวณท่ีเหมือนกันนั้นต้องมี
จ านวนของกรดอะมิโนไม่น้อยกว่า 10 Residues และมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกันไม่น้อยกว่า 45 
เปอร์เซ็นต์ และมีค่าความน่าจะเป็นของการเกิด Random matching (E-value) น้อยกว่า 10-4 
(Cao et al., 2001) หลังจากนั้นน าเอาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ผ่านการเปรียบเทียบโดยใช้โปรแกรม 
BLASTN และ BLASTX ซึ่งให้ผลเป็นยีน IgM heavy chain ทั้งทางด้าน 5' และ 3' RACE ที่ได้มาท า 
Alignment กัน พบว่ามีบริเวณซ้อนทับของล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งแสดงถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 
(Full length) ของ IgM heavy chain cDNA ของปลานิล หลังจากนั้นจึงท าการตรวจสอบส่วนของ 
Hydrophobic leader peptide sequence โดยใช้โปรแกรม SignalP 3.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)   
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
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2.2  การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ IgM 
Heavy chain ของปลานิลกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ  

 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนที่สมบูรณ์ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain 
ของปลานิล มาตัดส่วนของ 5' Untranslated region (UTR) และ 3' UTR ออก ให้ได้เฉพาะบริเวณ 
Open reading frame (ORF) มาท าการเปรียบเทียบความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และ
ความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในสัตว์มีกระดูกสันหลัง
ชนิดอื่น ๆ ในฐานข้อมูล GenBank Database โดยใช้โปรแกรม ClustalW 
(http://www.clustal.org) และ MatGat 2.02 (http://bitincka.com/ledion/matgat)  
 
 2.3  การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน IgM heavy chain ของปลานิล 
 
 น าเอาล าดับกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ 
จากฐานข้อมูลของ GenBank database มาตัดส่วนของ 5' UTR, Leader sequence, Variable 
domain และ 3' UTR ออก ให้ได้เฉพาะ Constant region (Cµ2-Cµ4) แล้ว มาท า Multiple 
alignment โดยใช้โปรแกรม ClustalW หลังจากนั้นท าการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ ด้วย
โปรแกรม MEGA version 4.0.2 (http://www.megasoftware.net) โดยใช้วิธี UPMGA ทั้งนี้
ก าหนดให้ค่าการสุ่ม (Bootstrap) เท่ากับ 1,000 ครั้ง 
 
3.  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Variable domain ของยีน Immunoglobulin M 
heavy chain ในปลานิล 
  
 3.1  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Variable (VH) domain ของยีน 
Immunoglobulin M heavy chain  
 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ Variable domain ของยีน Immunoglobulin M 
heavy chain ที่ได้ มาท าการแยกล าดับนิวคลีโอไทด์ออกเป็น VH segment, DH segment และ JH 
segment รวมทั้งท าการจ าแนก Frame work region (FR) และ Complementary determining 
region (CDR) ตามการจ าแนกของ ImMunoGeneTics (IMGT) Database 
(http://www.ebi.ac.uk/imgt/) แล้วท าการจัดกลุ่ม Family ของ VH segment ด้วยการน า                           
นิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ Start codon จนถึงล าดับนิวคลีโอไทด์สุดท้ายที่ Encode ให้เป็นส่วนของ VH 

http://www.clustal.org/
http://bitincka.com/ledion/matgat
http://www.megasoftware.net/
http://www.ebi.ac.uk/imgt/
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segment มาจัดกลุ่มด้วยการใช้โปรแกรม CAP3 (http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/ 
cap3.html) และท า Multiple alignment หลังจากนั้นตรวจสอบความเหมือนหรือความคล้ายคลึง
กันของกรดอะมิโนของ VH segment ด้วยการใช้โปรแกรม MatGat 2.02 เพ่ือท าการจัดกลุ่ม Family 
ซึ่งการจัดกลุ่มของ VH อาศัยหลักการความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์ต้องมีค่ามากกว่า 80% จึงจะ
จัดว่า VH นั้น ๆ เป็นกลุ่มเดียวกัน VH ต่างกลุ่มกันจะมีค่าความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์น้อยกว่า 
70% (Brodeur and Riblet, 1984) จากนั้นท าการวิเคราะห์ความหลากหลายของกรดอะมิโนในส่วน
ของ Variable domain ซึ่งประกอบด้วย Frame Work Region (FR) และ Complementary 
Determining Region (CDR) ของยีน Immunoglobulin M heavy chain ด้วยวิธี Shannon 
analysis (Shannon, 1948; Stewart et al., 1997) โดยการใช้โปรแกรม POPGENE version 1.31 
(http://www.ualberta.ca/~fyeh/) และวิธีการของ Kabat and Wu (Kabat and Wu, 1971) 
 
 3.2  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Diversity (DH) segment ของยีน 
Immunoglobulin M heavy chain 
 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DH segment มาท า Multiple alignment แล้วท าการจัด
จ าแนกกลุ่มของ DH segment และน ากรดอะมิโนของ DH segment มาหาค่าความถี่ในการใช้กรด 
อะมิโนเหล่านั้นในการจัดเรียงตัวของ DH segment ใน Variable region ของ IgM heavy chain  
 
 3.3  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Joining (JH) segment ของยีน Immunoglobulin 
M heavy chain 
 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ  JH segment มาจัดกลุ่มด้วยการใช้โปรแกรม 
CAP3 (http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html) และท า Multiple alignment 
หลังจากนั้นตรวจสอบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ 
JH segment ด้วยการใช้โปรแกรม MatGat 2.02 เพ่ือท าการจัดกลุ่ม Family ซึ่งการจัดกลุ่มของ JH 
อาศัยหลักการความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์ต้องมีค่ามากกว่า 80% จึงจะจัดว่า JH นั้น ๆ เป็นกลุ่ม
เดียวกัน JH ต่างกลุ่มกันจะมีค่าความเหมือนกันของนิวคลีโอไทด์น้อยกว่า 70% (Brodeur and 
Riblet, 1984) 

 

http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html
http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html
http://www.ualberta.ca/~fyeh/
http://bioweb.pasteur.fr/seqana/interface/cap3.html
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4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Immunoglobulin M heavy chain โดยวิธี Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และเทคนิค Quantitative Real-
time PCR ในเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ ของปลานิล 
 
 4.1  การสกัด Total RNA จากอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิล โดยใช้ TRI Reagent® 
 
 ท าการสกัด Total RNA จากเนื้อเยื่อของปลานิลปกติ ขนาดประมาณ 500 กรัม 13 
อวัยวะ ซึ่งประกอบด้วย สมอง เหงือก อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ หัวใจ กล้ามเนื้อ ไตส่วนหน้า                            
ไตส่วนหลัง ล าไส้ ตับ ม้าม กระเพาะอาหาร เม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต (Peripheral blood 
leukocytes; PBLs) และผิวหนัง ด้วย TRI Reagent® (Gibco-BRL, USA) ตามวิธีการในข้อ 1.2 แล้ว
เก็บรักษาตะกอน RNA ที่ได้ที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะใช้ 
 
 4.2  การตรวจสอบคุณภาพและการวัดปริมาณความเข้มข้นของ Total RNA 
 
 น า Total RNA ที่เก็บอยู่ใน 75% Ethanol มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 rpm ที่
อุณหภูมิ 4°C นาน 5 นาที แล้วดูดเอาส่วนของ 75% Ethanol ออก หลังจากนั้นเติม DEPC water 
เพ่ือละลายตะกอน Total RNA แล้วน าไปวัดปริมาณความเข้มข้นของ Total RNA ด้วยเครื่อง 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) 
 
 4.3  การสังเคราะห์ First strand cDNA 

 
 น า Total RNA ที่น าไปวัดปริมาณความเข้มข้นแล้วมาท าการสังเคราะห์ First strand 
cDNA โดยใช้ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม ของ Total RNA จากเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของปลานิลโดยการใช้ 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) โดยน า Total RNA 1 ไมโครกรัม 
มาท าการท าลาย Genomic DNA ออกก่อน ด้วยการใช้เอนไซม์ DNase I โดยมีส่วนผสมของ
สารละลายในการท าปฏิกิริยาดังนี้ 
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   Total RNA     1  ไมโครลิตร 
   DEPC water   7  ไมโครลิตร 
   10X buffer with MgCl2 1 ไมโครลิตร 
   DNase I   1 ไมโครลิตร 
    ปริมาตรรวม  10 ไมโครลิตร 
 
 น าสารละลายผสมข้างต้นมาบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม          
25 mM EDTA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ในแต่ละหลอด แล้วท าการบ่มที่ 65°C เป็นเวลา 10 นาที 
หลังจากนั้นเติม Oligo(dT)18 primer (0.5 µg/ml) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วท า
การเหวี่ยงอย่างรวดเร็วเป็นเวลา 3-5 วินาที จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
น ามาเติม 5x reaction buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, RiboLockTM Ribonuclease inhibitor (20 
U/µl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 10mM dNTP mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายทั้งหมด
ให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มที่ 37°C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน ามาเติม RevertAidTM M-MuLV Reverse 
Transcriptase (200 U/µl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งจะท าให้ปฏิกิริยาทั้งหมดมีปริมาตรเป็น 20 
ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 60 นาที และท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 10 นาที เก็บรักษา First strand cDNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 
จนกว่าจะน าไปใช้ 
 
 4.4  การศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิล
ปกติ ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ First strand cDNA ที่เตรียมได้จากอวัยวะต่าง ๆ ในข้อ 3.3 มา
เป็น Template โดยใช้ Specific primers ต่อ IgM (IgMuF1 primer และ IgMuR2 primer) (ตาราง
ที่ 3) และท าการเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีนมาตรฐาน ß-actin ซึ่งจะใช้เป็น Internal 
control โดยใช้ ß-actinF1 primer และ ß-actinR1 primer (ตารางที่ 3) ซึ่งส่วนผสมของปฏิกิริยามี
ปริมาตรทั้งสิ้น 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
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  10x DreamTaqTM Buffer  2.5  ไมโครลิตร 
  2.5 mM dNTP     2.5  ไมโครลิตร 
  10 mM forward primer   1  ไมโครลิตร 
  10 mM reverse primer   1  ไมโครลิตร 
  25 mM MgCl2     0.75  ไมโครลิตร 
  5 U/µl DreamTaqTM DNA polymerase 0.1  ไมโครลิตร 
  Distilled water    16.2  ไมโครลิตร 
     ปริมาตรรวม  25 ไมโครลิตร 
 
 ผสมสารละลายทั้งหมดใน PCR tubes น าสารละลายผสมนี้ไปเพิ่มปริมาณ Target 
DNA ด้วยเครื่อง Thermal cycler ที่ก าหนดให้มีสภาวะการท างานเป็นดังนี้ ในช่วงแรกใช้อุณหภูมิ 
95°C นาน 5 นาที ช่วงที่สองใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 55°C นาน 30 วินาที และ 72°C นาน     
1 นาที 30 วินาทีเป็นจ านวน 25 รอบ และช่วงที่สามใช้อุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาท ีแล้วเก็บรักษา 
PCR Products ที่ได้ที่อุณหภูมิ -20°C 
 
 ตรวจสอบผล PCR Product ที่ได้ของยีน IgM heavy chain และ ß-actin บน 1% 
Agarose ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ในบัฟเฟอร์ 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) ที่ความ
ต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน Ethidium bromide ความเข้มข้น 
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรแล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UV 
Light Transilluminator และเปรียบเทียบขนาดของชิ้น DNA ที่ได้ด้วยแถบ DNA มาตรฐาน (DNA 
ladder 100 bp plus) 
 
 4.5  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Immunoglobulin M heavy chain ของปลา
นิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR 
 
 น า First strand cDNA ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลที่ได้จากข้อ 3.3 มาเป็น 
Template โดยใช้ Specific primers ต่อ IgM (IgMuF1 primer และ IgMuR22 primer (ตารางที่ 
3) และท าการเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีนมาตรฐาน ß-actin ซึ่งจะใช้เป็น Internal 
control โดยใช้ ß-actinF2 primer และ ß-actinR2 primer (ตารางที่ 3) ซึ่งส่วนผสมของปฏิกิริยา
ต่อหนึ่งปฏิกิริยา (Reaction) มีปริมาตรทั้งสิ้น 12.5 ไมโครลิตร ประกอบด้วย First strand cDNA                 
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1 µg, 2x Brilliant®II SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene, USA), 10 µM Forward 
primer, 10 µM Reverse primer และ Distilled water โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 
    First strand cDNA     0.5  ไมโครลิตร 
  2x Brilliant®II SYBR® Green QPCR Master Mix 6.25  ไมโครลิตร  
  10 µM Forward Primer    0.5 ไมโครลิตร 
  10 µM Reverse Primer    0.5 ไมโครลิตร 
  Distilled water     4.75 ไมโครลิตร 
      ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร 
 
 ใส่สารละลายที่เตรียมไว้ลงใน 96 Well polypropylene plates โดยในแต่ละตัวอย่าง
จะทดสอบเป็นจ านวน 3 ซ้ า ซึ่งจะมีการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่เราสนใจกับยีน ß-actin 
ที่เป็น Internal control ในแต่ละตัวอย่างของ First strand cDNA จากนั้นน า 96 Well 
polypropylene plates ที่ได้ไปใส่ในเครื่อง Mx3005P Real-time PCR system (Stratagene, 
USA) ที่ก าหนดให้มีสภาวะการท างานเป็นดังนี้ ในช่วงแรกใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 10 นาที ช่วงที่สอง
ใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาท ี55°C นาน 30 วินาที และ 72°C นาน 1 นาท ีเป็นจ านวน 40 รอบ 
และในช่วงสุดท้ายใช้อุณหภูมิ 95°C นาน 1 นาท ี55°C นาน 30 วินาที และ 95°C  นาน 30 วินาที 
เป็นจ านวน 1 รอบ แล้วบันทึกผลค่า Threshold cycle หรือ CT ที่ได้เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์รูปแบบ
การแสดงออกของยีน IgM Heavy chain ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลต่อไป 
 
 4.6  การวิเคราะห์ผลที่ได้จาก Quantitative Real-time PCR และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
 น าค่า CT ที่ได้ของทุก ๆ กลุ่มทดลองในแต่ละช่วงเวลา มาท าการค านวณเพ่ือหาค่า 
Relative expression ratio ตามวิธีการของ Livak และ Schmittgen (2001) ซึ่งค่า Relative 
expression ratio จะมีสูตรในการค านวณ ดังนี้ 
 
    Relative expression ratio = 2-∆∆ CT 
 
 เมื่อ ∆CT คือความแตกต่างของค่า CT ของยีน IgM heavy chain กับค่า CT ของยีน                 
ß-actin ในแต่ละช่วงเวลา โดยสามารถเขียนเป็นสมการในการค านวณ ดังนี้ 
    ∆CT = CT, IgM heavy chain - CT, ß-actin 
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 จากนั้นน าค่า ∆CT ที่ได้จากช่วงเวลาที ่0 วัน [(∆CT)Time 0] มาใช้เป็น Calibrator เพ่ือ
ปรับค่า ∆CT ของแต่ละช่วงเวลา [(∆CT)Time X ] ให้ได้ค่าท่ีมีมาตรฐานเดียวกัน โดยค่าที่ได้จากการ
ค านวณดังกล่าว เรียกว่า “∆∆CT” 
 
    ∆∆CT = (∆CT) Time X - (∆CT) Time 0 
 
 น าค่า ∆∆CT ที่ได้มาท าการค านวณหาค่า Relative expression ratio ตามสูตรในการ
ค านวณข้างต้น  
 
 หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ความแตกต่างของการแสดงออกของยีน IgM heavy chain 
ในอวัยวะต่าง ๆ โดยใช้วิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละอวัยวะโดยใช้วิธี Duncan’s new multiple range test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05)  
 
5.  การประเมินจ านวนยีนและรูปแบบของ Immunoglobulin M heavy chain ที่อยู่บนสาร
พันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิล ด้วยวิธี Southern blot hybridization 
 
 5.1  การสกัดสารพันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิลจากเลือด (Whole blood) 
 
 ท าการสกัดสารพันธุกรรมทั้งหมดของปลานิลจากเลือด (Whole blood) โดยใช้วิธี 
Phenol-Chloroform ดัดแปลงจากวิธีของ Taggart et al. (1992) ซึ่งจะใช้เลือดจาก                
ปลานิลทั้งหมด 3 ตัวเพ่ือน ามาเป็นตัวแทนของปลานิลทั้งหมด น าตัวอย่างเลือดปริมาตร 20 
ไมโครลิตรใส่หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ TNES-Urea (10 mM Tris-
HCl pH 7.5, 125 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 7.5, 0.5% SDS, 4M Urea) ปริมาตร 350 
ไมโครลิตรและเติม Proteinase K (20 mg/ml) บ่มที่อุณหภูมิ 37°C ทิง้ไว้ข้ามคืน สกัดดีเอ็นเอ                    
ขั้นแรกด้วยการเติมสารละลายฟีนอลปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 
rpm นาน 10 นาที ดูดเฉพาะสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ ขั้นที่สอง เติมสารละลาย ฟีนอล : 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ ในอัตราส่วน 25:24:1 แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
14,000 rpm นาน 10 นาที ดูดเฉพาะสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ และข้ันที่สาม เติมสารละลาย
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ ในอัตราส่วน 24:1 แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 
rpm นาน 10 นาที ดูดเฉพาะสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย                              
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เอทานอล 95% ที่เย็นจัด ปริมาตร 1.5-2 เท่าของปริมาตรตัวอย่าง ล้างตะกอนดีเอ็นเอ 2 ครั้ง                      
ด้วยเอทานอล 70% ปริมาตร 0.5-1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm นาน 5 
นาท ีละลายตัวอย่างดีเอ็นเอในสารละลายบัฟเฟอร์ TE (10 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 mM EDTA 
pH 8.0) ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร แล้วน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20°C จนกว่าจะน าไปใช้ 
 
 5.2  การท า Restriction enzyme digestion 
 
 น า Genomic DNA ที่สกัดได้จากเลือด (Whole blood) ในข้างต้นที่กล่าวมาแล้ว มา
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Pst I โดยมีส่วนผสมของสารละลายที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา                    
มีดังนี้ 
 
    Genomic DNA   2  ไมโครลิตร 
    10x Buffer   2 ไมโครลิตร 
    Restriction enzyme     1 ไมโครลิตร   
    Distilled water  5  ไมโครลิตร 
     ปริมาตรรวม     10  ไมโครลิตร 
 
 ผสมส่วนผสมทั้งหมดใน Microcentrifuge tubes ขนาด 0.6 มิลลิลิตร โดยน า 
Genomic DNA ของปลาในแต่ละตัว ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม มาตัดด้วยเอนไซม์แต่ละชนิดแยก
หลอดกัน จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาด้วย Agarose gel electrophoresis บน 1% Agarose ในบัฟเฟอร์ 1xTBE (Tris-Borate-
EDTA) ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 50 โวลต์ ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน Ethidium bromide 
ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตด้วย
เครื่อง Ultaviolet Light Transilluminator และเปรียบเทียบขนาดของชิ้น DNA fragment ที่ได้
ด้วยแถบ DNA มาตรฐาน (Lamda (λ) Hind III DNA Ladder) 
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5.3  การท า Southern blot hybridization 
 

 น า Agarose gel ทีใ่ช้แยก Genomic DNA ของปลาทั้ง 3 ตัว ที่ถูกตัดด้วย 
Restriction enzyme แต่ละชนิด มาท าสัญลักษณ์ด้วยการตัดมุมบนด้านขวา แล้วท า Acid 
depurination โดยท าการแช่แผ่น Agarose gel นี้ด้วย 0.25 M HCl เขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 20 นาที 
ที่อุณหภูมิห้อง สี Band ของ DNA จะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองหรือน้ าตาล จากนั้นท าการ Denature 
DNA ด้วยการแช่เจลลงใน 0.4 M NaOH ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นท าการย้ายดีเอ็นเอจากเจลไปยัง Membrane โดยวิธี Capillary transfer ด้วย
การน า Agarose gel ไปวางบนแผ่นกระจกที่มีกระดาษกรอง Whatman 3MM Chromatography 
paper (USA) เป็นสะพานโดยคว่ าหน้าเจลกับแผ่นกระจกและปลายทั้งสองข้างของแผ่นกระดาษกรอง
จุ่มอยู่ในสารละลาย ใน 0.4 M NaOH จากนั้นน าแผ่น Hybond™-N+ Positively charged nylon 
membrane (Amersham, USA) ที่มีขนาดเท่ากับแผ่นเจล วางทับแผ่นเจลด้านหลังและอย่าให้มี
ฟองอากาศ จากนั้นวางกระดาษกรอง Whatman 3MM ทับบนแผ่น Nylon membrane ความสูง
ประมาณ 2 เซนติเมตร แล้ววางกระดาษซับให้มีความสูงประมาณ 4-6 เซนติเมตร วางแผ่นกระจกทับ
บนกระดาษซับ จากนั้นวางอุปกรณ์ท่ีมีน้ าหนักประมาณ 500 กรัม ทับบนกระจกตั้งทิ้งไว้ 12-18 
ชั่วโมง ดีเอ็นเอจะถูกถ่ายลงบนแผ่น Nylon membrane จากนั้นน าไปล้างใน 6x SSC (Saline-
Sodium Citrate) เขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง หลังจากนั้นตรึงดีเอ็นเอให้อยู่บนเมม
เบรนในตู้อบ ที่อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปเก็บรักษาไว้ที่ -20°C หรือน าไปท าการ 
Hybridization ต่อไป 
 
 5.4  การเตรียมดีเอ็นเอตรวจจับ (DNA Probe) ของยีน Constant region ของยีน IgM 
heavy chain  
 
 การเตรียม Probe ท าโดยการน า First strand cDNA ของปลานิลจากข้อ 3.3 มาเป็น 
Template ในปฏิกิริยา PCR ตามวิธีการและสภาวะตามข้อ 3.4 หลังจากนั้นตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาด้วยวิธีการ  Agarose gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% Agarose gel ในบัฟเฟอร์ 1X 
TBE (Tris-Borate-EDTA) ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยการย้อมใน 
Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ภายใต้
แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง Ultaviolet Light Transilluminator และเปรียบเทียบขนาดของชิ้น 
DNA ที่ได้ด้วยแถบ DNA มาตรฐาน (DNA ladder 100 bp plus) 
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 ท าการสกัด DNA จากแผ่น Agarose gel และท าให้บริสุทธิ์ ตามวิธีการในข้อ 1.3 แล้ว
น า DNA ที่ได้ไปติดฉลากแบบสุ่ม (Random primed labeling) ด้วย Digoxigenin (DIG) dUTP 
โดยน า DNA ตรวจจับยีนในส่วน Constant region ของยีน IgM heavy chain ต้มในน้ าเดือด เป็น
เวลา 10 นาที แล้วน าไปแช่น้ าแข็งทันที หลังจากนั้นเติม dNTP labeling (DIG High Prime, 
Roche) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หรือ
บ่มข้ามคืน และท าการหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 0.2 M EDTA pH 8.0 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
   
 5.5  การท า Hybridization 
 
 การท า Prehybridization โดยการน าแผ่น Nylon membrane ที่ได้รับการถ่าย DNA 
จากตัวอย่างที่ท าการทดลอง น ามาใส่ลงในถุงพลาสติก แล้วเติม Preheat DIG Easy Hyb Granules 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วท าการปิดผนึกถุง แล้วน าไปบ่มที่ 42°C เป็นเวลา 30 นาที  
 
 การท า Hybridization โดยเติม Denature DIG-labeled DNA probe (น า DIG-
labeled DNA probe (ข้อ 5.4) ที่ติดฉลากด้วย DIG ความเข้มข้น 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ไปต้ม
นาน 5 นาที แล้วแช่ในน้ าแข็งทันที) ที่เตรียมไว้แล้ว ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ต่อ 100 ตารางเซนติเมตร
ของแผ่น Nylon membrane อย่าให้มีฟองอากาศ แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 16 
ชั่วโมง 
 
 5.6  การตรวจสอบผลของการ Hybridization ด้วยการใช้แอนติบอดีต่อ DIG 
 
 หลังจากท า Hybridization ตามวิธีการในข้อ 5.5 แล้ว เทสารละลายทิ้ง แล้วน าแผ่น 
Nylon membrane ล้างใน Washing buffer เป็นเวลา 5 นาที แล้วแช่ใน Blocking solution 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าการเตรียมสารละลายแอนติบอดีต่อ DIG ที่จับ
กับ Alkaline phosphatase โดยเจือจางในอัตราส่วน 1:5,000 (150 mU/ ml) ในสารละลาย 
Blocking solution จากนั้นแช่แผ่น Nylon membrane ในสารละลายแอนติบอดี ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที แล้วท าการล้างด้วย Washing buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
15 นาที แล้วท าการล้างซ้ าอีกครั้ง แล้วน าไปแช่ใน Detection buffer เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเท
สารทิ้ง แล้วแช่แผ่น Nylon membrane ใน Colour substrate solution ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตั้ง
ทิ้งไว้ในที่มืด ปฏิกิริยาการเกิดสีจะเห็นภายใน 2-3 นาที และจะสิ้นสุดปฏิกิริยาภายใน 16 ชั่วโมง 
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จากนั้นท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการล้างในน้ ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที หลังจาก
นั้นวางแผ่น Nylon membrane ที่อุณหภูมิห้องให้แห้ง แล้วท าการบันทึกผล 
 

สถานที่และระยะเวลาการท าวิจัย 
 
1.  สถานที่ท าการวิจัย 
 
 ห้องปฏิบัติการการจัดการสุขภาพสัตว์น้ า ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า คณะประมง 
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ผลและวิจารณ์ 
 
1.  การโคลนและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด (Full length) ของ Complementary 
DNA (cDNA) ของยีน Immunoglobulin M heavy chain (IgM) ในปลานิล 
 
 จากการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล                     
จากห้องสมุด cDNAs ที่สร้างจากไตส่วนหน้าและม้ามของปลานิลที่ได้รับเชื้อ Streptococcus 
agalactiae โดยเทคนิค Expressed Sequence Tags (ESTs) (Srisapoome et al., 2008) ที่มี
การบันทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีโคลน ESTs ที่มีรายงานว่าเป็นยีน IgM heavy chain 
ทั้งหมด 22 โคลน เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ ESTs โคลนเหล่านี้มาเปรียบเทียบความ
คล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล 
GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTN และ BLASTX พบว่า ESTs โคลนเหล่านี้มีความคล้ายคลึงกันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนใกล้เคียงกับยีน IgM heavy chain ของปลากระดูกแข็งมากท่ีสุด 
หลังจากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ ESTs โคลนทั้งหมดมาจัดกลุ่มด้วยโปรแกรม CAP 3 
พบว่าสามารถจัดกลุ่มได้เพียงกลุ่มเดียวเท่านั้น 
 
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ ESTs โคลนทั้งหมดโดยการท า Multiple 
sequnce alignment พบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ cDNAs ของยีน IgM heavy chain ของ
ปลานิลในโคลน HK 0156 (Accession number FF279636) มีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์
ทางด้าน 5' มากที่สุด จึงได้น า cDNA โคลนนี้มาท าการเพ่ิมจ านวน (Cloning) ในเชื้อ E. coli สาย
พันธุ์ JM 109 แล้วท าการสกัดพลาสมิด หลังจากนั้นน าพลาสมิดของโคลนดังกล่าวมาตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I แล้วน าไปตรวจสอบขนาดของชิ้น Insert บน Agarose gel 
electrophoresis พบว่ามีขนาดประมาณ 1,900 bp (ภาพที่ 4) และเม่ือน าโคลน HK 0156 มาท า
การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) ทางด้าน 5' และ 3' ด้วย Universal primers ชนิด 
M13 reverse primer และ M13 forward primer ตามล าดับ ท าให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ 943 bp 
และ 904 bp ตามล าดับ  
 
 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5' นั้นไปเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของล าดับ                        
นิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม 
BLASTX พบว่ามีคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนใกล้เคียงกับยีน IgM heavy 
chain ของปลากระดูกแข็งมากท่ีสุด แต่ทั้งนี้ยังไม่พบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 5' Untranslated 
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region (5' UTR) และ Start codon (ATG) ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 3' นั้น พบล าดับ                          
นิวคลีโอไทด์ในส่วนของ Cµ4 ตามมาด้วย 3' UTR และ Poly A tail ตามล าดับ ซึ่งเมื่อน าไป
เปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ที่มีรายงาน
ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และ
กรดอะมิโนใกล้เคียงกับยีน IgM heavy chain secreted form ของปลากระดูกแข็งมากที่สุด เมื่อน า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองมาท าการ Alignment กัน พบว่ายังไม่แสดงถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ 
จึงน า EST โคลนนี้มาท าการออกแบบไพรเมอร์ทางด้าน 5' (ตารางที่ 3) เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
ส่วนที่ขาดหายไปทางด้านปลาย 5' ของ cDNA และเพ่ือเป็นการยืนยันความถูกต้องของล าดับนิวคลี-
โอไทด์ทางด้านปลาย 3' ที่ได้จาก EST โคลนนี้ รวมทั้งยังเป็นการค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
cDNAs ของยีน IgM heavy chain ที่แสดงรูปแบบเป็นคุณลักษณะของ Membrane-bound form 
ทางด้านปลาย 3' โดยใช้เทคนิค 5' และ 3' Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
ตามล าดับ PCR product ทางด้าน 5' และ 3' RACE ที่วิเคราะห์ได้มีความยาวประมาณ 850 bp 
และ 1,300 bp ตามล าดับ (ภาพที่ 5a) ซึ่งได้น า PCR product มาเชื่อมต่อเข้ากับ pGEM®-T easy 
vector แล้วท าการตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5' และ 3' โดยใช้ M13 forward และ M13 
reverse primers พบว่า PCR product ทางด้าน 5' และ 3' RACE มีความยาวทั้งสิ้นเท่ากับ 848 bp 
และ 1,285 bp ตามล าดับและเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 2 มาเชื่อมต่อกันท าให้ได้ cDNAs ที่
สมบูรณ์ของยีน IgM heavy chain ที่มีความยาวเท่ากับ 1,921 bp (ภาพที่ 5b)  
 

 
ภาพที่ 4  ขนาดของชิ้น Insert ของ cDNA ของ EST โคลน HK 0156 ภายหลังจากการตัดด้วย  
   เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ Xho I บน Agarose gel โดยที่ M คือ 100 bp Plus  
   DNA Ladder 
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        (a)      (b) 
 
ภาพที่ 5  การโคลนล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล 
   โดยใช้เทคนิค 3' และ 5' RACE (a) แถบ DNA แสดงขนาดของ PCR products ประมาณ 
   1,300 bp และ 850 bp โดยใช้เทคนิค 5' และ 3' RACE PCR ตามล าดับ (b) การเชื่อมต่อ
   กันของล าดับนิวคลีโอไทด์จาก 5' และ 3' RACEs PCR products เพ่ือให้ได้ล าดับนิวคลี- 
   โอไทด์ที่สมบูรณ์ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล โดยที่ M คือ 100 bp 
   Plus DNA Ladder 
 
2.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy 
chain และการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน IgM heavy chain ของปลานิลกับ
สัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ  
 
 2.1  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ IgM heavy chain cDNA ของปลานิล 
 
       เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล    
ที่ได้จากข้อ 1 ไปท าการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ
สิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ในฐานข้อมูลของ GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล มีความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์
และกรดอะมิโนมากที่สุดกับ IgM heavy chain ของปลากะรังจุดส้ม (Epinephelus coioides) 
(ภาพที่ 6) โดยมีค่า Score ของความคล้ายคลึงและ E-value เท่ากับ 572 และ 0.0 ตามล าดับ 
(ตารางที่ 4)  

5’ RACE (848 bp)

3’ RACE (1,285 bp)

AAAAAAAA

Oreochromis niloticus Immunoglobulin M heavy chain: 1,921 bp

HK 0156 (1,754 bp)
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ภาพที่ 6  การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของ cDNA ของยีน IgM   
             heavy chain ของปลานิล กับปลากะรังจุดส้ม (Epinephelus coioides) ในฐานข้อมูล   
             ของ GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX 
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ตารางท่ี 4  การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของ cDNA ของยีน IgM  
               heavy chain ของปลานิล กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ในฐานข้อมูลของ GenBank ที่มีค่า                    
                E-values สูงสุด 6 อันดับแรก โดยใช้โปรแกรม BLASTX 
 

 
       การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลานิล 
พบว่ามีความยาวทั้งสิ้น 1,921 bp โดยมี Open reading frame (ORF) ความยาว 1,740 bp โดยมี
ล าดับของ 5' และ 3' Untranslated region (UTR) มีความยาวเป็น 45 และ 140 bp ตามล าดับ 
โดยสามารถแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้เท่ากับ 580 residues เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนที่ได้มาท าการ
หาต าแหน่งของ Leader peptides ด้วยโปรแกรม SignalP 3.0 พบว่าสามารถแบ่งโครงสร้างของ
โปรตีน IgM heavy chain ของปลานิล ออกเป็น 2 ส่วนที่ประกอบด้วย Leader peptides เท่ากับ 
23 residues และอีก 557 residues เป็น Mature protein (ภาพที่ 7 และ 8)  และจากลักษณะ
โครงสร้างของ cDNA นี้พบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นส่วนของ Polyadenyl signal (AATAAA) จ านวน 
1 ต าแหน่ง โดยอยู่ระหว่างล าดับของ Poly A tail จากปลายส่วน 3' ประมาณ  37 bp ซึ่งล าดับ                     
นิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ได้
ถูกบันทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank โดยมี Accession number เป็น KC677037 (ภาพที่ 8)  
 
  และเม่ือพิจารณาโครงสร้างที่ประกอบจากกรดอะมิโนในส่วนของ ORF ของ cDNA ของ
ยีน IgM heavy chain ของปลานิล พบว่ามีรูปแบบตรงกับคุณลักษณะของ IgM heavy chain 
secreted form เนื่องจากมีโครงสร้างประกอบด้วย LH–VH–Cµ1-Cµ2-Cµ3-Cµ4 ซึ่งไม่พบส่วนล าดับ                 
นิวคลีโอไทด์ของ Transmembrane domain (TM) เป็นองค์ประกอบ (Saha et al., 2005; Tian 
et al., 2009)ดังนั้นจึงก าหนดชื่อของ cDNA นี้ว่า "On-sIgM" ซ่ึงโดยทั่วไปแล้วในปลากระดูกแข็งจะมี
ลักษณะของ Ig membrane-bound form ทีม่ีการจัดเรียงตัวของโครงสร้างเป็น                                    

Putative genes Closest species E-
values 

Scores 
(bits) 

Accession 
number 

IgM heavy chain Epinephelus coioides 0.0 571 AY885700   

IgM heavy chain precursor Larimichthys crocea 0.0 568 FJ589726 

IgM heavy chain Lutjanus sanguineus 0.0 567 HQ322494 

IgM heavy chain Latris lineata 0.0 565 FJ864715 

IgM heavy chain Channa argus 0.0 558 EU822510 

IgM heavy chain secretory form Notothenia coriiceps 0.0 555 AF437738 
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LH–VH–Cµ1-Cµ2-Cµ3-TM1-TM2 (LH, VH, Cµ และ TM คือ Leader sequence, variable domain, 
constant domain และ transmembrane domain ตามล าดับ) ซึ่งจากผลของการค้นหาล าดับ                      
นิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ด้วยวธิี 3' RACE PCR ในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า
สามารถค้นพบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ได้เพียงชนิดเดียวเท่านั้นคือ 
Secreted form (Soluble form) ทั้งนีอ้าจเนื่องมาจากมีการแสดงออกของยีน IgM membrane-
bound form ในปริมาณที่น้อยมากเม่ือเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน IgM secreted form 
จงึท าให้มีปริมาณ mRNA ของยีน IgM membrane-bound form น้อยจนไม่สามารถท าการเพ่ิม
จ านวนให้มีปริมาณมากพอที่จะปรากฏออกมาให้เห็นเป็นแถบดีเอ็นเอเมื่อน าไปตรวจสอบด้วย 
Agarose gel electrophoresis  
 
 นอกจากนี้ยังพบว่า On-sIgM มีกรดอะมิโนอนุรักษ์ (Conserved residues) และ 
Signature motif ที่ส าคัญต่อโครงสร้างและหน้าที่ของ IgM (Wang and Liu, 2007) ซึ่งประกอบด้วย
กรดอะมิโน Cysteine (C) และ Tryptophan (W) ที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ ทั้งหมด 10 และ 8 ต าแหน่ง 
ตามล าดับ ซึ่ง Cysteine (C) 8 ต าแหน่ง ที่อยู่ในบริเวณ Constant region มีความส าคัญต่อ
โครงสร้างของ Ig ในส่วนที่เป็น Inter และ Intra disulfide bridges รวมทั้งยังมีความเกี่ยวข้องกับ
รูปแบบโครงสร้างที่เป็น Tetrameric ของโมเลกุล IgM อีกด้วย (Amemiya and Litman, 1990; 
Saha et al., 2005; Wang and Liu, 2007; Coscia et al., 2012) และยังพบกรดอะมิโน 
Tryptophan (W) 6 ต าแหน่ง ที่อยู่ในบริเวณ Constant region ซึ่งมีความส าคัญต่อความเสถียรของ
โครงสร้างโปรตีนในระดับตติยภูมิ (Tertiary structure) (Williams and Barclay, 1988) และยังพบ
ต าแหน่ง Potential N-linked glycosylation sites บริเวณ Cµ2, Cµ3 และ Cµ4 เทา่กับ 1, 1 และ 
2 ต าแหน่ง ตามล าดับ โดยต าแหน่งนี้ประกอบด้วยกรดอะมิโน Asparagine (N)-X-Serine (S) และ 
Asparagine (N)-X-Threonine (T) [โดยที่ X คือกรดอะมิโนชนิดใด ๆ ที่ไม่ใช่ Proline (P)]      
(Shakin-Eshleman et al., 1996; Cheng et al., 2006) โดยสรุปแล้ว Potential N-linked 
glycosylation sites จะพบอยู่ในบริเวณ Constant region (Cµ2, Cµ3 และ Cµ4) ของ IgM heavy 
chain ของปลานิล ทั้งหมด 4 ต าแหน่ง ประกอบด้วย NSS, NKT, NTT และ NTT ตามล าดับ                    
ซ่ึง N-linked glycosylation sites เหล่านี้จะมีความส าคัญต่อโครงสร้างและหน้าที่ของโมเลกุล Ig 
(Wang et al., 2003) จากการรายงานของ Shulman et al. (1986) เมื่อท าการตัดต าแหน่งของ                  
N-linked glycosylation sites ในบริเวณ Cµ3 พบว่าจะมีผลต่อความสามารถในการกระตุ้นโมเลกุล 
Complement เช่นเดียวกับการรายงานของ Taylor et al. (1994) ที่พบว่าการตัดต าแหน่งของ                    
N-linked glycosylation sites ในบริเวณ Cµ3 จะมีผลต่อความสามารถในการจับกับโมเลกุล C1q 
ขณะที่การศึกษาวิจัยของ Bazin et al. (1992) เมื่อท าการกลายพันธุ์ใน Hybridoma cell line แบบ                    
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Point mutations เพ่ือก าจัด Glycosylation site ที่ต าแหน่ง N563 บริเวณ C-terminal ของโมเลกุล 
IgM heavy chain พบว่ามีความชอบในการจับ (Avidity) ของ Ab กับ Multivalent antigens                    
เพ่ิมมากข้ึน ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างในระดับตติยภูมิ (Quaternary 
structure) ของโมเลกุล Polymeric IgM นอกจากนี้ de Lalla et al. (1998) ได้ท าการศึกษาโดยใช้ 
Human cell line มาท าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยท าให้โมเลกุล IgM ไม่มีการเกิด Glycosylation                     
ที่ต าแหน่ง N563 พบว่าเกิดการ Polymerization ของโมเลกุล IgM มากกว่าปกติ ซึ่งส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการเชื่อมต่อกันระหว่างโมเลกุล IgM กับ J-chain เพ่ือให้อยู่ในรูปแบบ Polymeric 
IgM ลดลง นอกจากนี้ยังพบต าแหน่ง Motif 62GKGLEW67 ในบริเวณ FR2 และ 113YYCVR117 บริเวณ 
FR3 ทั้งสองต าแหน่งนี้อยู่ในบริเวณ Antigen binding site ของโมเลกุล Ig โดยมีความส าคัญในการ
ม้วนพับ (Folding) โครงสร้างโปรตีนให้มีความเหมาะสมต่อการจับกับแอนติเจน (Frazer and 
Capra, 1999; Saha et al., 2005; Tian et al., 2009) ต าแหน่ง 122FDYWGKGTTVTVTT135 
บริเวณ FR4 เป็นบริเวณอนุรักษ์ท่ีพบใน IgH ของปลาทุกชนิด ซึ่งยังไม่ทราบหน้าที่แน่ชัด (Cheng et 
al., 2006; Tian et al., 2009) ต าแหน่ง 216LQCAVTH222 เป็น Signature motif ที่อยู่บริเวณ Cµ1 
(Cheng et al., 2006; Tian et al., 2009) และต าแหน่ง 433HEDLIEP439 บริเวณ Cµ3 เป็นต าแหน่ง
ที่ใช้ในการจับกับโมเลกุล C1q ในการกระตุ้นระบบ Complement แบบ Classical pathway 
(Roitt et al., 1993; Cheng et al., 2006; Tian et al., 2009) (ภาพที่ 8) 
 

 
ภาพที่ 7  การตรวจสอบต าแหน่ง Leader peptide ของล าดับของกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน 
   IgM heavy chain ของปลานิล (On-sIgM) โดยใช้โปรแกรม SignalP 3.0 
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ภาพที่ 8  ล าดับนิวคลีโอไทด์ (อักษรแถวบนและตัวเลขด้านซ้าย) และล าดับกรดอะมิโน (อักษร   
             แถวล่างและตัวเลขด้านขวา) ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล                
  (On-sIgM) โดยกรอบสี่เหลี่ยมแสดงถึงต าแหน่งของกรดอะมิโน และ Tryptophan (W)
  Cysteines (C) ที่เป็นกรดอะมิโนอนุรักษ์ ทั้งหมด 8 และ 10 ต าแหน่ง ตามล าดับ    
             ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้แสดงถึงส่วนของบริเวณ Potential N-linked glycosylation sites  
  4 ต าแหน่ง ตัวอักษรแรเงาแสดงถึง Signature motif ที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ (Conserved 
  residues) เครื่องหมายดอกจันแสดงถึงต าแหน่งของ Stop codon (TAG) และตัวอักษรที่
  เป็นตัวเอียงและขีดเส้นใต้แสดงถึงต าแหน่งของ Polyadenyl signal (AATAAA) ส่วน  
  ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้แสดงถึง Domain ต่าง ๆ ของ IgM heavy chain   
 
 
 

FR1
1  ATGGGGACACCAATGTGGACCGGGCAGAGACAAATGGCTCCTACAATGAACCATCCAGCGTTGACGGCTGTTATTCTTGTCCTGTCAGTTTACTGGGTTGGTACTGGGGGTCAA      

M  N  H  P  A  L  T  A  V  I  L  V  L  S  V  Y  W  V  G  T  G  G  Q     23

115  ACATTGACAGAGTCTGAATCAGTGGTTAAACAGCCTGGACAATTCCACAGACTGACCTGTACATACTCAGGGTTCAGTGGTGATATCTATGCTAACTGGATCAGACAGGCTGCA     

T  L  T  E  S  E  S  V  V  K  Q  P  G  Q  F  H  R  L  T  C  T  Y  S  G  F  S  G  D  I  Y  A  N  W  I  R  Q  A  A     61

229  GGAAAAGGACTGGAATGGATCGCTTATATCAGTCATAGTAGTAGCAAGTACTACTCTCAGTCAGTCAGAGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAACAGCAGAAAGCAGGTGTAT      

G  K  G  L  E  W  I  A  Y  I  S  H  S  S  S  K  Y  Y  S  Q  S  V  R  G  R  F  T  I  S  R  D  N  S  R  K  Q  V  Y     99

343  CTGCAGATGAACAGCTTGACGACTGAGGATTCAGCTGTTTATTATTGTGTTCGATATAGTGATTACTTTGACTACTGGGGAAAAGGGACAACTGTGACTGTCACAACAGCCACT      

L  Q  M  N  S  L  T  T  E  D  S  A  V  Y  Y  C  V  R  Y  S  D  Y  F  D  Y  W  G  K  G  T  T  V  T  V  T  T  A  T    137

457  TCAACTGCACCCACTGTGTTTCCTCTGGTACCATGTGGTTCTGAGACTGGAGATATGGTCACTCTTGGCTGCCTTGCCACCGGATTTAACCCTCCTGCGGTGACTTTCTCGTGG      

S  T  A  P  T  V  F  P  L  V  P  C  G  S  E  T  G  D  M  V  T  L  G  C  L  A  T  G  F  N  P  P A  V  T  F  S  W    175

571  ACCAAAGGCGGCGCTGCCTTGACAGACTTCATCCAGTACCCTGCAGTACAGAAAGGCAATGTTTATACTGGAGTCAGTCAAGTCCGAGTGAGGAGACAGGACTGGAATGCACAA      

T  K  G  G  A  A  L  T  D  F  I  Q  Y  P  A  V  Q  K  G  N  V  Y  T  G  V  S  Q  V  R  V  R  R  Q  D  W  N  A  Q    213

685  CAGAATTTACAATGTGCTGTGACTCACGCTGCTGGGAATGCACAGACTATTGTCACACCACCACCACCACCACCACCGCCATTTAAGCAGAATCCGACTCTTAAAGCGTTTTCC     

Q  N  L  Q  C  A  V  T  H  A  A  G  N  A  Q  T  I  V  T  P  P  P  P  P  P  P  P  F  K  Q  N  P  T  L  K  A  F  S    251

799  TCCTCTTCTGATGAGGATGATACCTATACTGCCTCCTGCTTTGCCAAAGAGTTTGCACCAAAGACACATAACTTAAAATGGCAGAAAAACGGAGTAGACGTCGCCAGCACAATA     

S  S  S  D  E  D  D  T  Y  T  A  S  C  F  A  K  E  F  A  P  K  T  H  N  L  K  W  Q  K  N  G  V  D  V  A  S  T  I    289

913  GATCTGACCGAATCGAAAAATGCGGCTGGAAAAACACTGTACAATGCAGCAAGTTTTCTCACAGTAAATTCCAGTGACCTGAATGATCAGACTAGATTTACATGTGTGTTTACT   

D  L  T  E  S  K  N  A  A  G  K  T  L  Y  N  A  A  S  F  L  T  V  N  S  S  D  L  N  D  Q  T  R  F  T  C  V  F  T    327

1027  GGAGGAGAAGATGGATCTTTGAATAAAACTGTCATTTACAAAAAGAACCAATGTCCTGGTTGTGTTACATCTAATGTGAAAGTAGTAATCAGTGGCCCCACAACTGAGGACATG     

G  G  E  D  G  S  L  N  K  T  V  I  Y  K  K  N  Q  C  P  G  C  V  T  S  N  V  K  V  V  I  S  G  P  T  T  E  D  M    365

1141  CTTGTCCGTAAAAAAGGAACTATAACATGTGCAGTCACAGTACAAAAAGATGAACCCCAAATAACCTGGGAGGATGAGAAACTAGGGGACATAGCAAGTAACCCAGTCACTAAA     

L  V  R  K  K  G  T  I  T  C  A  V  T  V  Q  K  D  E  P  Q  I  T  W  E  D  E  K  L  G  D  I  A  S  N  P  V  T  K    403

1255  GTCGAAGACAATGGGAATACATACGTGTCTAAGCTTGACATCACCTATGACGAATGGACCAGGGGGGTAACACGCTTCTGTGTTGTTCACCACGAAGATTTGATTGAGCCTTTG 

V  E  D  N  G  N  T  Y  V  S  K  L  D  I  T  Y  D  E  W  T  R  G  V  T  R  F  C  V  V  H  H  E  D  L  I  E  P  L    441

1369  AGGGAACCGTATAAAAGGGATTTTGGAGGAAACCCTCAGCGTCCGTCAGTGTTTATGCTCCCTCCTTTAGAACAAACTAACAAAGCAGAGGTGACCCTGACTTGTTTTGTGAAA     

R  E  P  Y  K  R  D  F  G  G  N  P  Q  R  P  S  V  F  M  L  P  P  L  E  Q  T  N  K  A  E  V  T  L  T  C  F  V  K    479

1483  GACTTCTTCCCTAAGGAGGTTTTTGTGTCTTGGCTTGTGGATGACGAGGAAGCAGACTCAATTTATGCTTTTAATACCACAGAACCCATTGAAAACAATGGATTTTATTCTGCT     

D  F  F  P  K  E  V  F  V  S  W  L  V  D  D  E  E  A  D  S  I  Y  A  F  N  T  T  E  P  I  E  N  N  G  F  Y  S  A    517

1597  TATGGCCAGTTATTTGTCAGCCTTCACCAGTGGCAAAGGGATGATGCTGTCTATAGCTGTGTAGTGTACCACGAATCTGTGGTTAACACAACTAGAGCTATTGTCAGGTCCATT     

Y  G  Q  L  F  V  S  L  H  Q  W  Q  R  D  D  A  V  Y  S  C  V  V  Y  H  E  S  V  V  N  T  T  R  A  I  V  R  S  I    555

1711  GGGTACAGAACATTTGACAAAAACCGCATTGACCTCAACATGAACATCAACCAAGACTCCAAGTGCTCGCTCCAGTAGATGTTTCTCATGTCTCTGTCTGCTGTTTGTTCTTTA     

G  Y  R  T  F  D  K  N  R  I  D  L  N  M  N  I  N  Q  D  S  K  C  S  L  Q  * 

1825  ATGTCTGTTGCTTGTGATATGACATTGTGTTTGTGTGTTTTAATGCAGATTCAAAATAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  1921   

 

Cµ1

Cµ2

Cµ3

Cµ4

Leader sequence 

CDR1 FR2

CDR2 FR3

CDR3 FR4
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 2.2  การเปรียบเทียบความเหมือนและคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน
ของ cDNA ของยีน IgM Heavy chain ของปลานิล (On-sIgM) กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ 
 
   เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน On-sIgM (Accession 
number: KC677037) ในส่วน Constant region (Cµ1-Cµ4) มาท าการเปรียบเทียบความเหมือน 
(Identity) และคล้ายคลึง (Similarity) กันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตชนิด                
อ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่าความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide identity)              
มีค่าอยู่ระหว่าง 38.0-47.3% เมื่อท าการเปรียบเทียบกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ได้แก่ มนุษย์ ปลาโลมา 
วัว หนู และตุ่นปากเป็ด เป็นต้น และมีค่าระหว่าง 38.8-41.4% เมื่อท าการเปรียบเทียบกับ
สัตว์เลื้อยคลานและสัตว์ปีกได้แก่ ซาลาแมนเดอร์ เป็ดและไก่ เป็นต้น ส่วนในกลุ่มของปลาทั้งปลา
กระดูกแข็งและปลากระดูกอ่อนมีค่าความเหมือนของนิวคลีโอไทด์ระหว่าง 38.0-67.0%  และมีค่า
ความเหมือนกันของกรดอะมิโน (Amino acid identity) มีค่าอยู่ระหว่าง 25.8-28.8%                    
เมื่อท าการเปรียบเทียบกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และมีค่าระหว่าง 24.2-27.2% เมื่อท าการ
เปรียบเทียบกับสัตว์เลื้อยคลานและสัตว์ปีก ส่วนในกลุ่มของปลามีค่าความเหมือนของกรดอะมิโน
ระหว่าง 26.4- 55.4% (ตารางที่ 5) และเม่ือพิจารณาถึงค่าความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์
และกรดอะมิโน (Similarity) พบว่า On-sIgM ของปลานิล ในส่วน Constant region (Cµ1-Cµ4)                  
มีค่าสูงสุดกับ IgM heavy chain ในส่วน Constant region (Cµ1-Cµ4) ของปลา Orange-spotted 
grouper (Epinephelus coioides) โดยมีค่าเท่ากับ 75.0%  
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ตารางท่ี 5  การเปรียบเทียบความเหมือนและความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรด              
     อะมิโนของ cDNA ของยีน On-sIgM กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ในฐานข้อมูล GenBank 
 

Name Accession 
number 

Identity (%) Similarity 
(%) Nucleotide Amino acid 

Higher vertebrates     
Human (Homo sapiens) CAA47708  40.2 28.8 47.0 
Dolphin (Tursiops truncatus)  AAG40853  40.2 26.9 45.7 
Cow (Bos taurus) AAN60017  47.3 26.4 46.2 
Mouse (Mus musculus) CAC20701  41.2 25.8 46.2 
Platypus (Ornithorhynchus anatinus) AA037747 38.0 28.2 46.9 
Salamander (Pleurodeles waltl) CAE02685  41.4 27.2 47.6 
Duck (Anas platyrhynchos)   AAA68605  39.3 24.2 51.5 
Chicken (Gallus gallus) CAA25762  38.8 25.9 47.9 
Cartilaginous fish     
Antarctic skate (Bathyraja eatonii)  ACU11614  47.7 28.2 46.1 
Nurse shark (Ginglymostoma cirratum) AAT76789 38.1 28.9 49.0 
Teleost fish     
African lungfish (Protopterus aethiopicus) AAO52809 38.0 26.4 47.2 
Long nose gar (Lepisosteus osseus) AAC59688  41.9 33.9 52.1 
Bowfin (Amia calva) AAC59687  52.1 34.4 54.0 
European eel (Anguilla anguilla) ABM87939  52.0 34.7 57.5 
Zebrafish (Danio rerio) AAT67447  43.5 34.2 55.1 
Grass Carp (Ctenopharyngodon idella) ABD76396 43.6 34.1 54.2 
Haddock (Melanogrammus aeglefinus)  CAH04753 46.1 34.8 55.5 
Rainbow trout (Onchorynchus mykiss) AAB27359  50.6 41.2 64.9 
Atlantic salmon (Salmo salar)  AAB24064  50.8 40.3 64.0 
Japanese pufferfish (Takifugu rubripes) BAD26619  52.2 45.1 63.6 
Snakehead (Channa argus)  ACF49353  60.3 48.5 67.2 
Halibut (Hippoglossus hippoglossus) AAF69488 56.0 49.2 65.4 
Japanese flouder (Paralichthys olivaceus) BAB60868  56.6 49.2 66.1 
Grouper fish (Epinephelus coioides) AAX78211  62.6 55.4 75.0 
Mandarin fish (Siniperca chuatsi) AAQ14845  60.2 52.2 67.4 
Tristan klipfish (Bovichtus diacanthus) ACH87158  67.0 51.6 69.6 
Black rockcod (Notothenia coriiceps) AAL99934  58.2 49.1 65.9 
Antarctic fish (Histriodraco velifer) ABW77756  56.5 48.6 68.2 
Ploughfish (Gymnodraco acuticeps) ABY54906  57.9 48.8 66.1 
Antarctic fish (Pagetopsis macropterus) ABW77754  56.8 48.6 65.5 
Icefish (Chaenocephalus aceratus) AAL99930  64.4 49.9 67.2 
Antarctic fish (Chionodraco hamatus) ABW81218  57.6 48.7 66.5 
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  จากการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน                  
On-sIgM (Accession number: KC677037) บริเวณ Constant region (Cµ1-Cµ4) ของสาย 
Heavy chain กับล าดับกรดอะมิโนของ cDNA ของยีนนี้ในสิ่งมีชีวิตที่มีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ ใน
ฐานขอ้มูล GenBank ซึ่งได้แก่ Epinephelus coioides (Grouper fish; AAX78211), Siniperca 
chuatsi (Mandarin fish; AAQ14845), Bathyraja eatonii (Atlantic Skate; ACU11614), 
Ginglymostoma cirratum (Shark; AAT76789), Mus musculus (Mouse; CAC20701),                
Bos taurus (Cow; AAN60017) และ Homo sapiens (Human; CAA47708) โดยท า Multiple 
alignment ด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่าล าดับกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน On-sIgM บริเวณ 
Constant region (Cµ1-Cµ4) มีความยาวเท่ากับ 445 Residues ซึ่งมีความใกล้เคียงกับล าดับ                
กรดอะมิโนของ cDNA ของยีน sIgM บริเวณ Constant region (Cµ1-Cµ4) ในทุกสิ่งมีชีวิตที่น ามา
พิจารณาซึ่งมีความยาวของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 436-455 Residues โดย On-sIgM บริเวณ 
Constant region (Cµ1-Cµ4) นี้มีความยาวของล าดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับกลุ่มของปลากระดูกแข็ง
มากท่ีสุดได้แก่ปลา Grouper fish เท่ากับ 448 Residues และเม่ือพิจารณาถึงโครงสร้างของ                  
On-sIgM บริเวณ Constant region ของสาย Heavy chain สามารถแบ่งเป็น Domain ต่าง ๆ ได้          
4 Domains ได้แก่ Cµ1, Cµ2, Cµ3 และ Cµ4 (ภาพที่ 9) และพบว่ามีต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เป็น
บริเวณอนุรักษ์ (Conserved) ทั้งหมด 45 ต าแหน่ง ซึ่งได้แก่ กรดอะมิโนที่อยู่ภายในบริเวณ Cµ1 
ประกอบด้วย Proline (P) 3 ต าแหน่ง, Luecine (L) 2 ต าแหน่ง, Cysteine (C) 3 ต าแหน่ง, Glycine 
(G) 1 ต าแหน่ง, Tryptophan (W) 2 ต าแหน่งและ Serine (S) 1 ต าแหน่ง กรดอะมิโนที่อยู่ภายใน
บริเวณ Cµ2 ประกอบด้วย Cysteine (C) 2 ต าแหน่ง, Phenylalanine (F) 1 ต าแหน่ง, 
Tryptophan (W) 2 ต าแหน่ง, Serine (S) 1 ต าแหน่ง, Luecine (L) 1 ต าแหน่งและ Threonine (T) 
1 ต าแหน่ง กรดอะมิโนที่อยู่ภายในบริเวณ Cµ3 ประกอบด้วย Proline (P) 1 ต าแหน่ง, Cysteine (C) 
2 ต าแหน่ง, Tryptophan (W) 2 ต าแหน่ง, Valine (V) 1 ต าแหน่งและ Histidine (H) 1 ต าแหน่ง 
กรดอะมิโนที่อยู่ภายในบริเวณ Cµ4 ประกอบด้วย Proline (P) 3 ต าแหน่ง, Valine (V) 1 ต าแหน่ง, 
Luecine (L) 1 ต าแหน่ง, Glutamic acid (E) 1 ต าแหน่ง, Cysteine (C) 2 ต าแหน่ง, Tryptophan 
(W) 2 ต าแหน่ง, Phenylalanine (F) 1 ต าแหน่ง, Serine (S) 1 ต าแหน่ง, Histidine (H) 1 ต าแหน่ง, 
Glycine (G) 1 ต าแหน่งและ Threonine (T) 1 ต าแหน่ง ซึ่งในจ านวนเหล่านี้มีกรดอะมิโน Cysteine 
(C) และ Tryptophan (W) ที่พบเป็นบริเวณอนุรักษ์ที่มีความส าคัญต่อโครงสร้างตติยภูมิของโมเลกุล 
IgM heavy chain โดยกรดอะมิโน Cysteine (C)14 ในบริเวณ Cµ1 คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการ
สร้างพันธะ Inter disulfide bridge กับ Ig light chain และในบริเวณ Cµ1 ยังพบกรดอะมิโน 
Cysteine (C)26 ที่คาดว่าจะใช้ในการสร้างพันธะ Intra disulfide bride กับ กรดอะมิโน Cysteine 
(C)83, ในบริเวณ CH2 กรดอะมิโน Cysteine (C)129 จะสร้างพันธะ Intra disulfide bride กับ 
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กรดอะมิโน Cysteine (C)189, ในบริเวณ Cµ3 กรดอะมิโน Cysteine (C)240 จะสร้างพันธะ Intra 
disulfide bride กับ กรดอะมิโน Cysteine (C)295 และในบริเวณ Cµ4 กรดอะมิโน Cysteine (C)341 
จะสร้างพันธะ Intra disulfide bride กับ กรดอะมิโน Cysteine (C)402 โดยในระหว่างคู่ของกรด                
อะมิโน Cysteine (C) เหล่านี้จะมีกรดอะมิโน Tryptophan (W) แทรกอยู่ในต าแหน่งที่ 40, 75, 143, 
181, 253, 287, 355 และ 393 ตามล าดับ เพ่ือท าหน้าที่ในการสร้างความเสถียรของโครงสร้าง
โปรตีนในระดับตติยภูมิ (Tertiary structure) (Williams and Barclay, 1988) นอกจากนี้ยังพบ 
Cysteine (C)442 ซึ่งน่าจะมีส่วนส าคัญในการสร้างรูปแบบโครงสร้าง Tetrameric ของโมเลกุล IgM 
heavy chain เช่นเดียวกับท่ีพบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม, สัตว์ปีก, สัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า, ปลากระดูกอ่อน
และปลากระดูกแข็ง (Pilstrom and Bengten, 1996) (ภาพที่ 9) 
 
 2.3  การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับกรดอะมิโนของยีน On-sIgM กับ
สิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ 
 
   จากการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับกรดอะมิโนในบริเวณ Constant 
regions (Cµ2-Cµ4) ของยีน IgM heavy chain ในปลานิล (Accession number: KC677037) จาก
การสร้าง Phylogenetic tree ตามวิธีของ UPMGA โดยใช้โปรแกรม MEGA version 5.1 ที่
ก าหนดให้ค่า Bootstrap เท่ากับ 1,000 เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ที่มีการรายงานล าดับ
กรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain จากฐานข้อมูล GenBank ซึ่งประกอบด้วยสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ 
38 ชนิด ได้แก่ Human, Mouse, Rat, Cow, Dolphin, Platypus, Turtle, Slider, Duck, 
Chicken, Newt, Antarctic skate, Nurse shark, African lungfish, Bowfin, Longnose gar, 
European eel, Zebrafish, Grass Carp, Haddock, Rainbow trout, Atlantic salmon, 
Japanese pufferfish, Snakehead, Atlantic halibut, Japanese flouder, Orange-spotted 
grouper, Mandarin fish, Tristan klipfish, Striped trumpeter, Lage yellow croaker, 
Humphead snapper, Icefish, Antarctic teleost fish, Cod icefish, Antarctic hemoglobin-
free Fish, Blackfin icefish และ Antarctic fish (ตารางที่ 5) และน าล าดับกรดอะมิโนของยีน IgD 
heavy chain ในรูป Secreted form ของปลา Mandarin (Accession number: ACO88906) 
และ Grouper fish (Accession number: AEN71108) มาเป็น Out group พบว่า Phylogenetic 
tree ของยีน IgM heavy chain ในรูป Secreted form นี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ 
ได้แก่ กลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง (Superclass Tetrapoda) ประกอบด้วย สัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม สัตว์เลื้อยคลานและสัตว์ปีก IgM ของปลา (Superclass Pisces) ทีป่ระกอบด้วยกลุ่มของปลา
กระดูกอ่อน (Class Chondrichthyes) ซึ่งในการวิเคราะห์นี้พบว่า                                                       
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Lung fish (Class Sarcopterygii) ยังถูกจัดให้รวมอยู่ในกลุ่มนี้อีกด้วย อีกกลุ่มหนึ่งคือ กลุ่มของปลา 
(Superclass Pisces) ในกลุ่มของปลากระดูกแข็ง (Class Osteichthyes) เท่านั้น (ภาพที่ 10) ซ่ึง
จากการหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน IgM heavy chain ในรูป Secreted form ดังกล่าว
แสดงให้เห็นว่า IgM ของปลากระดูกอ่อน (Cartilaginous fish) เช่น ฉลามและกระเบน มีวิวัฒนาการ
จัดอยู่ในกลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูงซึ่งปลากระดูกอ่อนเหล่านี้จัดเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่ม
แรก ๆ ที่มีการตอบสนองทางด้านระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะในรูปสารน้ า (Humoral immune 
response) (Kumar and Hedges, 1998; Morrison and Nowak, 2002) ซึ่งระบบภูมิคุ้มกันชนิดนี้
สามารถพบได้ตั้งแต่ปลากระดูกอ่อนไปจนถึงสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเช่นมนุษย์แต่ยังไม่ปรากฏพบในสัตว์
ไม่มีกระดูกสันหลัง (Invertebrate) ทั้งในส่วนของแมลง ปูและกุ้ง (Du Pasquier, 2001) ส่วน
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของ IgM ในปลาปอด (Dipnoi) ที่ถูกจัดรวมอยู่ในกลุ่มของสัตว์มีกระดูก
สันหลังชั้นสูงเนื่องมาจากปลาปอดเป็นปลาที่มีอวัยวะในการหายใจคล้ายกับปอดของสัตว์มีกระดูก                 
สันหลังชั้นสูง โดยไม่ใช้เหงือกเหมือนปลาชนิดอื่น ๆ (Romer, 1967) ซ่ึง Romer (1963) กล่าวว่า
ปลาปอดมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันกับกลุ่มของ Crossopterygians (Coelacanths) ซึ่งเป็นบรรพ
บุรุษของสัตว์เลื้อยคลาน (Amphibians) และสัตว์ชั้นสูง (Higher vertebrates) และสอดคล้องกับ
การรายงานของ Ota et al. (2002) ที่กล่าวว่า IgM heavy chain ของปลาปอดมีความคล้ายคลึงกับ 
IgM heavy chain ของสัตว์ในกลุ่ม Tetrapods มากกว่ากลุ่มของปลา Neopterygian ได้แก่ 
Bowfins และ Sturgeons 
 
  ส่วน On-sIgM ของปลานิลนั้นจัดอยู่ในกลุ่มของปลากระดูกแข็ง โดยมีความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการมากที่สุดกับปลาในกลุ่มของ Order Perciformes ได้แก่ Orange-spotted grouper, 
Mandarin fish, Tristan klipfish, Striped trumpeter, Lage yellow croaker, Humphead 
snapper และ Snakehead และมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการรองลงมากับปลากลุ่ม Antarctic 
notothenioid fishes (Order: Perciformes, Suborder: Notothenioidei) ได้แก่ Icefish, 
Antarctic teleost fish, Cod icefish, Antarctic hemoglobin-free Fish, Blackfin icefish และ 
Antarctic fish นอกจากนี้ On-sIgM ยังมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการกับปลาในกลุ่มของ                        
Order Pleuronectiformes ได้แก่ Halibut และ Japanese flounder ซึ่งปลาในกลุ่มนี้มี
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการกับปลาในกลุ่มของ Order Tetraodontiformes ได้แก่ Pufferfish อีก
ด้วย ซึ่งจากผลที่ได้จากความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน On-sIgM กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ในครั้ง
นี้มีความสอดคล้องกับผลที่ได้จากการศึกษาความเหมือนและความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโน
ของยีน On-sIgM กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ที่ได้ท าการศึกษาก่อนหน้านี้ (ตารางที่ 5) โดยพบว่าล าดับ                   
นิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน IgM มีค่าความเหมือนและความคล้ายคลึงกับ IgM heavy chain 
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ของปลา Orange-spotted grouper fish มากที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่ายีน IgM heavy chain ของ
สิ่งมีชีวิตของทั้ง 2 กลุ่มแยกออกมาจากกลุ่ม Control out group ซึ่งได้แก่ IgD ของ Siniperca 
chuatsi (Mandarin fish; ACO88906) และ Epinephelus coioides (Grouper fish; AEN71108) 
อย่างชัดเจน (ภาพที่ 10) 

 
ภาพที่ 9  การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน On-sIgM กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ โดย
   ใช้วิธี Multiple alignment กรอบสี่เหลี่ยมและตัวอักษรแรเงาแสดงถึงกรดอะมิโนอนุรักษ์ 
   Cysteine (C) และ Tryptophan (W) ตามล าดับ สัญลักษณ์ * แสดงต าแหน่งกรดอะมิโนที่
   มีความเหมือนกัน สัญลักษณ์ . แสดงต าแหน่งกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงกันสูงและ  
   ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้แสดงถึงส่วนเริ่มต้นของ Domain ต่าง ๆ ของ IgM heavy chain   
   บริเวณ Constant region 

Cµ1 Cµ2

Cµ3 Cµ4

                                                                                                                                                                                

                                                                                                                                                                                                   

                                                                                                                                                                                                       

                                                                                                                                                                                                                  

                              

Nile tilapia ATSTAPTVFPLVP-CGTDSGEM--VTLGCLATGFNPPAVTFSWT-K-GGAALTDFIQYPAVQ-KGNVYTGVSQVRVRRQD--WNAQQNLQCAVTHAAGNAQTIVTPPPPPPPPF 106

Grouper fish     ATSTGPTVFPLMQ-CGSGTGDT--VTLGCLATGFTPSSLTFTWS-K-NGAALTDFIQYPPVQ-KGNVYTGVSQIRVRRQD--WDARESFQCAVTHPAGNAQTDI--PHKHNTPE 104

Mandarin fish    ATPNAPTVFPLMQ-CGSGTGNT--VTLGCLATSFTPSSLTYSWN-IVNGAALTDFIQYPPVL-KDNLYTGISQVKVSKQD--WDALKSFRCDVRHTAGDQHVII--TKPKEIYQ 105

Atlantic skate   AAASAPSPFILFT-CEDDGSSGSFT-YGCLVLGYSPVGAGVSWK-KDDTGLTTGVKTYPAVFNKKGTYTRSSELTITEAG---AGGGDIFCVVQHDQNENIV---KVQVPVVVH 105

Nurse shark      VTPSSPTLYGLVSSCQQQTNDGSVI-FGCLAMDYSPDTTSVTWK-KRGEPITTGIKTYPSVRNKKGTYTLSSQLALNEPD---AECSQISCEVRHSGSDKST---GMPCGNG-D 105

Mouse            ESQSFPNVFPLVS-CESPLSDKNLVAMGCLARDFLPSTISFTWNYQNNTEVIQGIRTFPTLR-TGGKYLATSQVLLSPKSILEGSDEYLVCKIHYGGKNRDL---HVPIPAVAE 109

Cow              EGESHPRVFPLVS-CVSSPSDESTVALGCLARDFVPNSVSFSWKFNNSTVSSERFWTFPEVL-RDGLWSASSQVVLPSSSAFQGPDDYLVCEVQHPKGGKTVGTVRVVATKAEV 112

Human            --ASAPTLFPLVS-CENSPSDTSSVAVGCLAQDFLPDSITFSWKYKNNSD-ISSTRGFPSVL-RGGKYAATSQVLLPSKDVMQGTDEHVVCKVQHPNGNKEK---NVPLPVIAE 106

                                                                                                                                             

Nile tilapia KQNPTLKAFSSSSD----EDDTYTASCFAKEFAPKTHNLKWQKNGVDVASTI-----DLTESKNAAGKTLYNAASFLTVNSSDWNDQTRFTCVFTG-GEDGS--LNKTVI--YK 206

Grouper fish     VPPTELKVLASSGE----EQEA-SFSCFAGDFSPKDYEIKWLKNEAEIPNKIYEIKMPLEERQDKNGTTLYSAASFLTVPASEWTVDTKFTCEFEGKGENGATFMNSSVT--YK 211

Mandarin fish    LP--TLKVMTCSDE----GTET-TLSCFAKDFSPKDFEFKWLKNQAEITTGITNIKTPFDEKKTENGT-LYSAASFLTVPSSEWTETNTYTCEFTGKGEKGPTYVNSSATKHCA 211

Atlantic skate   -HPNVAIAITAPDEIK--RSREAIAVCLVTDFTPAQFTVNWLKNGKPLDSGI--VTSPA---FQVNGEGNSSASSQLTIPASEWFVGSVYTCQVN---HEEYLKSQNISR---- 204

Nurse shark      -PPTVLLTVSSSEEIE--SIKFATIVCSIIDFHSKSISVNWLKNGGSVHSDI--LTSPV---CEVNG--SFSATSRLRVPYAEWFDKAVYTCQVT---YDGDVQSWNIT----- 201

Mouse            MNPNVNVFVPPRDGFSGPAPRKSKLICEATNFTPKPITVSWLKDGKLVESGF--TTDPVTIENKGSTPQTYKVISTLTISEIDWLNLNVYTCRVD---HRGLTFLKNVSS---- 214

Cow              LSPVVSVFVPPRNSLSGDGNSKSSLICQATDFSPKQISLSWFRDGKRIVSGI--SEGQV--ETVQSSPVTFRAYSMLTITERDWLSQNVYTCQVE---HNKETFQKNVSS---- 215

Human            LPPKVSVFVPPRDGFFG-NPRKSKLICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGV--TTDQVQAEAKESGPTTYKVTSTLTIKESDWLGQSMFTCRVD---HRGLTFQQNASS---- 210

Nile tilapia     KNQCPGCVTSNVKVVISGPTTEDMLVRKKGTITCAVT-VQKDE-PQITWEDEKLGDIASN-PV-TKVEDNGNTYVSKLDITYDEWTRGVTRFCVVHHEDLIEPLREPYKRDFGG 316

Grouper fish     HTTPGNCDKEDVDIKITGPTLADMFLNRKGTIVCQVK-VNEPYVGRILWEDEKGNEMAGA----SKTFNDKGTFSLPLEITYDEWSKGIKRYCVVEHENLIEPLKELYERSFGG 320

Mandarin fish    DVIGPVCVEADVEVTIIEPTMEDFVLNGKGDVKCQVK-INKPSVHKIFWETHDGKDIPDAVPV-KPPAGHKGTYVALLPITFEEWRQGEKFICIVEHEDWIEPRKEIYKRTTGG 323

Atlantic skate   --SQDCSSCGETKITILPPPVEQELFEMTVTLTCLVSDAP--FGIEVSWNRKN-IPLESE--I--QPTEHADIVESKVNISTRDWLSGDNFECVVKHEEIPTAKTEQINWKKGQ 309

Nurse shark      --GPQVSECHGYTAKILPPPVEQVLLEATVTLTCVVSNLH--SGVNFTWMQGK-KTLKSE--IAHDSGEHSDGTISKLDISTESWLSEVVFDCVVNHQYLPTPLRDSIHKETIK 308

Mouse            --TCAASPSTDILTFTIPPSFADIFLSKSANLTCLVSNLATYETLNISWASQSGEPLETKIKIMESHPNGTFSAKGVASVCVEDWNNRKEFVCTVTHRDLPSPQKKFISKPNEV 326

Cow              --SCDVAPPSPIGVFTIPPSFADIFLTKSAKLSCLVTNLASYDGLNISWSRQNGKALETHTYF-ERHLNDTFSARGEASVCSEDWESGEEFTCTVAHSDLPFPEKNTVSKPKDV 326

Human            --MCVPDQDIAIRVFAIPPSFASIFLTKSTKLTCLVTDLTTYDSVTISWTRQNGEAVKTHTNISESHPNATFSAVGEASICEDDWNSGERFTCTVTHTDLPSPLKQTISRPKGV 322

Nile tilapia NPQRPSVFMLPPL-EQTN-KAEVTLTCFVKDFFPKEVFVSWLVDDEEAD-SIYAFNTTEPIENNGF-YSAYGQLFVSLHQWQRDDAVYSCVVYHESV--VNTTRAIVRSIGYRT 424

Grouper fish     QTQRPAVFMLPPV-EHTR-KETVTLTCYVKDFFPQEVLVTWLVDDEEAD-SRCKFYTTNPVESNGS-YFAYGQLSLSLEQWKKNDVVYSCVVHHQSL--VNTTNAIVRSIGHRT 428

Mandarin fish    PPQRPSVFMLPPL-EHIK-TETVTLTCYVKDFFPREVYVSWLVDDEEAD-SKYKFHTTTPVENDGS-YSAYGQLTLTLQQWKNDDTVFSCAVHHESV--VNTTRAIVRSIGHRT 431

Atlantic skate   HLLTPSVSVLLPPTEEISAHKTITLTCFVRGFSPRRVFVTWTVDDKRVRRSKYRNTEVVAENGNNS-FFMYSLLSVGSEQWASGAS-FSCLVGHESLPMKTIVRTVNKSSGKPS 421

Nurse shark      NPLEPSVSVLLPTTEELSAQRFVSLTCLVRGFRPREIFVKWTTNDKPVNPSNYKNTEVTAESDNTS-FFLYSLLSIAAEEWASGAS-YSCVVGHEAIPLKIINRTVDKSSGKPS 420

Mouse            HKHPPAVYLLPPAREQLNLRESATVTCLVKGFSPADISVQWLQRGQLLPQEKYVTSAPMPEPGAPGFYFTHSILTVTEEEWNSGET-YTCVVGHEALPHLVTERTVDKSTGKPT 439

Cow              AMKPPSVYLLPPTREQLSLRESASVTCLVKGFAPADVFVQWLQRGEPVTKSKYVTSSPAPEPQDPSVYFVHSILTVAEEDWSKGET-YTCVVGHEALPHMVTERTVDKSTGKPT 439

Human            ALHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCLVTGFSPADVFVQWMQRGQPLSPEKYVTSAPMPEPQAPGRYFAHSILTVSEEEWNTGET-YTCVVAHEALPNRVTERTVDKSTGKPT 435

Nile tilapia FDK-NRIDLNMNINQDSKCSLQ                                                                                             445

Grouper fish     FENTNLVNLNMNIPETCKAQ-- 448

Mandarin fish    FEKTNMVNLNMNIPETCKAQ-- 451

Atlantic skate   FVNVSLVLMDTVNSCQ------ 437

Nurse shark      FVNISLALMDTINSCQ------ 436

Mouse            LYNVSLIMSDTGGTCY------ 455

Cow              LYNVSLVLSDTASTCY------ 455

Human            LYNVSLVMSDTAGTCY------ 451
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ภาพที่ 10  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน IgM heavy chain 
              ในปลานิล (On-sIgM) กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ที่มีรายงานไว้ในฐานข้อมูล GenBank    
     พยัญชนะตัวเอียงแสดงถึงชื่อ Species ของสิ่งมีชีวิต ส่วนที่อยู่ในวงเล็บคือชื่อสามัญและ 
     Accession number ในฐานข้อมูล GenBank ตามล าดับ  

Homo sapiens (Human; CAA47708)

Mus musculus (Mouse; CAC20701)

Rattus norvegicus (Rat; CAA48392)

Bos taurus (Cow; AAN60017)

Tursiops truncatus (Dolphin; AAG40853)

Ornithorthynchus anatinus (Platypus; AAO37747)

Pelodiscus sinensis (Turtle; ACU45376)

Trachemys scripta elegans (Slider; AAB03838)

Anus platyrhynchos (Duck; AAA68605)

Gallus gallus (Chicken; CAA25762)

Pleurodeles waltl (Newt; CAE02685)

Bathyraja eatonii (Skate; ACU11614)

Ginglymostoma cirratum (Shark; AAT76789)

Protopterus aethiopicus (Lungfish; AAO52809)

Amia calva (Bowfin; AAC59687)

Lepisosteus osseus (Gar; AAC59688)

Anguilla anguilla (Eel; ABM87939)

Melanogrammus aeglefinus (Haddock; CAH04753)

Ctenopharyngodon idella (Carp; ABD76396)

Danio rerio (Zebrafish; AAT67447)

Onchorynchus mykiss (Rainbow trout; AAB27359)

Salmo salar (Salmon; AAB24064)

Takifugu rubripes (Pufferfish; BAD26619)

Hippoglossus hippoglossus (Halibut; AAF69488)

Paralichthys olivaceus (Japanese flouder; BAB60868)

Oreochromis niloticus (Nile tilapia; KC677037)

Epinephelus coioides (Grouper fish; AAX78211)

Bovichtus diacanthus (Klipfish; ACH87158)

Siniperca chuatsi (Mandarin fish; AAQ14845)

Latris lineata (Striped trumpeter; ADC45386)

Larimichthys crocea (Large yellow croaker; ACM24795)

Lutjanus sanguineus (Humphead snapper; ADX01345)

Channa argus (Snakehead; ACF49353)

Notothenia coriiceps (Icefish; AAL99934)

Gymnodraco acuticeps (Antarctic fish; ABY54906)

Histriodraco velifer (Cod icefish; ABW77756)

Pagetopsis macropterus (Antarctic fish; ABW77754)

Chionodraco hamatus (Blackfin; ABW81218)

Chaenocephalus aceratus (Antarctic fish; AAL99930)

IgD Siniperca chuatsi (Mandarin fish; ACO88906)

IgD Epinephelus coioides (Grouper fish; AEN71108)
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 จากข้อมูลการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ cDNA ของยีน IgM heavy chain ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน
พบว่าได้มีการศึกษาทั้งในกลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูงและกลุ่มของปลา โดยการศึกษา cDNA 
ของยีน IgM heavy chain ในกลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง ได้แก่ สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม
สัตว์เลื้อยคลาน สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก และสัตว์ปีก เป็นต้น ส่วนในกลุ่มของปลาแบ่งออกได้เป็น
กลุ่มของปลากระดูกอ่อนและปลากระดูกแข็งหลายชนิด ได้แก่ ปลา Bowfin (Amia calva) และ 
Longnose gar (Lepisosteus osseus) (Wilson et al., 1995), Bottlenose dolphin (Tursiops 
truncatus) (Lundqvist et al., 2002) ปลา Pufferfish (Takifugu rubripes) (Saha et al., 
2005) ปลา Grouper fish (Epinephelus coioides) (Cheng et al., 2006) ปลา Russian 
sturgeon (Acipenser gueldenstaedtii), Sterlte sturgeon (Acipenser ruthenus), Amur 
sturgeon (Acipenser schrenckii), Chinese sturgeon (Acipenser sinensis) และ Great 
sturgeon (Huso huso) (Wang and Liu, 2007) ปลา European eel (Anguilla anguilla) 
(Jianjun et al., 2009) ปลา Large yellow croaker (Pseudosciaena crocea) (Tian et al., 
2009) ปลา Antarctic skate species ประกอบด้วย Bathyraja eatonii, Bathyraja 
albomaculata, Bathyraja brachyurops และ Amblyraja georgiana (Coscia et al., 2012) 
ปลา Red-spotted grouper (Epinephelus akaara) (Mao et al., 2012) และปลา Spiny 
dogfish (Squalus acanthias) (Smith et al., 2012) เป็นต้น 
 
 จากการศึกษาวิจัยของ Wilson et al. (1995) ในปลา Holostean เช่นปลา Bowfin (Amia 
calva) และ Longnose gar (Lepisosteus osseus) โดยท าการสกัด mRNA จากม้ามเพ่ือน ามาท า
เป็นแม่แบบ (DNA template) ในการโคลน cDNA ของยีน IgM heavy chain ด้วยวิธี RACE PCR 
ซึ่งได้ท าการศึกษาคุณลักษณะพบว่าเป็น cDNA ของยีน IgM heavy chain ในรูป Secretory form 
นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโนอนุรักษ์ชนิด Cysteines ในบริเวณ Cµ4 ซึ่งมีความส าคัญในการเป็น 
Intradomain disulfide bridges และเก่ียวข้องกับ IgM polymerization และกรดอะมิโนอนุรักษ์
ชนิด Cysteines ในบริเวณ Cµ1 มีความเก่ียวข้องกับ H-L chain disulfide bonding และคาดว่า
กรดอะมโิน Cysteines ในบริเวณ Cµ2 และ Cµ3 จะมีความส าคัญในการเกิดInter heavy chain 
disulfide bonding นอกจากนี้ยังพบบริเวณ Cryptic splice donor sites ซึ่งมีส่วนส าคัญใน
กระบวนการ Alternative splicing ที่ใช้ในการสร้าง IgM membrane-bound form (Pilstrom 
and Bengten, 1996) ทางด้านปลาย 3' ใกล้กับบริเวณ Cµ3 และ Cµ4 อีกด้วย 
 
 Lundqvist et al. (2002) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain ใน Bottlenose 
dolphin (Tursiops truncatus) ที่ได้มาจากห้องสมุด cDNA ของ Peripheral blood luekocytes 
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พบว่า cDNA ของยีน IgM heavy chain มีส่วนที่เป็น Secretory tail ประกอบอยู่ นอกจากนี้ยังมี
การค้นพบ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในรูป Membrane-bound form ซึ่งได้มาจากการท า 
3' RACE PCR รวมทั้งพบบริเวณ Cryptic splice site ภายใน Exon 4 อีกด้วย การศึกษาคุณลักษณะ
ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในรูป Secretory form พบกรดอะมิโนอนุรักษ์ชนิด 
Cysteines ที่มีความส าคัญในการเกิดพันธะ Disulfide ของ Inter และ Intra H chain และการเกิด 
H-L chain disulfide bonding นอกจากนี้ผลที่ได้จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่า
ยีน IgM heavy chain ในปลา Bottlenose dolphin มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมมากที่สุด 
  
 Saha et al. (2005) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลา Pufferfish 
(Takifugu rubripes) ซึ่งได้มาจากการท า RACE PCR โดยใช้ DNA template จากห้องสมุด cDNA 
ของม้าม เมื่อท าการศึกษาคุณลักษณะพบว่าสามารถพบ cDNA ของยีน IgM heavy chain ได้ทั้งใน
รูป Secreted form และ Membrane-bound form โดยในรูป Membrane-bound form นั้นจะ
ไม่พบบริเวณ Cµ4 domain และ Transmembrane domain ไปเชื่อมต่ออยู่กับปลาย 3' ของ Cµ3 
domain เช่นเดียวกับในปลากระดูกแข็งชนิดอ่ืน ๆ นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโนอนุรักษ์ Cysteine 
และ Tryptophan ซึ่งมีความส าคัญต่อโครงสร้างและการคงตัวของ Tertiary structure ของโปรตีน 
IgM รวมทั้งยังพบ Putative N-linked glycosylation sites (N-X-S/T) 5 ต าแหน่ง อีกด้วย 
 
 Cheng et al. (2006) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain จาก Whole serum 
ของปลา Grouper fish (Epinephelus coioides) พบว่าเป็น cDNA ของยีน IgM heavy chain ใน
รูป Secreted form และมี Conserved cysteine (C) residues 3 ต าแหน่ง ซึ่งมีความส าคัญในการ
เกิด Inter- และ intra-chain disulfide bridges รวมทัง้มี Tryptophan (W) residues 9 ต าแหน่ง
ที่พบในบริเวณ Constant region นอกจากนี้ยังพบบริเวณอนุรักษ์ของ Potential glycosylation 
sites ประกอบด้วย NGT, NSS และ NTT ที่ต าแหน่ง Cµ2 and Cµ4 domains และยังพบ Amino 
acid motifs ประกอบด้วย 304Phe/ Tyr–X–Cys–X–Val–X–His310 และ 310His–X–Asp–X– 
X–X–Pro316 พบในบริเวณ Cµ3 domain อีกด้วย 
 
 Tian et al. (2009) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain จากปลา Large 
yellow croaker (Pseudosciaena crocea) จากห้องสมุด cDNA ของม้าม ซึ่งพบว่าเป็น IgM 
secretory form เมื่อท าการศึกษาความเหมือนและความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์และ
กรดอะมิโนของ cDNA ของยีน IgM heavy chain กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ พบว่ามีค่าความเหมือน
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เท่ากับ 35.0-61.0% เมื่อเปรียบเทียบกับปลาชนิดอ่ืน ๆ และมีค่าความเหมือนเท่ากับ 27.78, 23.95 
และ 31.50% เมื่อเปรียบเทียบกับคน (Homo sapiens), หน ู(Mus musculus) และกบ (Xenopus 
laevis) ตามล าดับ และพบว่ามีค่าความเหมือนสูงสุดกับปลา Epinephelus coioides เท่ากับ 
61.0% นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโนอนุรักษ์ Cysteine residues 3 ต าแหน่ง  กรดอะมิโนอนุรักษ์ 
Trypsin residues 8 ต าแหน่ง และ Potential N-glycosylated sites 3 ต าแหน่ง ในบริเวณ 
Constant region นอกจากนี้ยังพบ Motif ต่าง ๆ ได้แก่ 61GKGLEW66, 123FDYWGKGT–VTV-S136,  
217FQCAVTH223 และ 439HSEWLEP445 อีกด้วย  
 
 Coscia et al. (2012) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลา Antarctic 
skates ที่ได้จากการท า RT-PCR โดยมี mRNA ที่สกัดได้จากม้ามเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ ซึ่งโครงสร้าง
ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ประกอบด้วย Cµ1, Cµ2, Cµ3, Cµ4 และ Secretory region 
และพบต าแหน่ง Putative N-glycosylation site 1 ต าแหน่งที่บริเวณ Cµ1 domain บริเวณ Cµ2 2 
ต าแหน่ง บริเวณ Cµ3 1 ต าแหน่งและบริเวณ Cµ4 3 ต าแหน่ง นอกจากนี้ยังพบ Extracysteines 4 
ต าแหน่งที่ไม่เก่ียวข้องกับ Intradomain bonds พบในบริเวณ Cµ1 domain 1 แหน่ง ซึ่งท าหน้าที่
เชื่อมต่อ Heavy chain กับ Light chain และพบ 2 ต าแหน่งที่บริเวณ Cµ3 และอีก 1 ต าแหน่งที่
บริเวณ Secretory tailpiece 
 
 Mao et al. (2012) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM mu chain ในปลา Red-spotted 
grouper (Epinephelus akaara) โดยท าการสกัด mRNA จาก Thymus และ Head kidney แล้ว
มาท า RACE PCR เพ่ือให้ได้ cDNA ของยีน IgM mu chain ที่สมบูรณ์ที่ประกอบด้วย Leader 
peptide (L), Variable domain (VH), Constant domain Cµ1, Cµ2, Hinge, Cµ3, Cµ4, และ C-
terminus ซึ่งเป็นคุณลักษณะของ IgM ในรูป Secretory form 
 
 Smith et al. (2012) ท าการศึกษา cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลา Spiny 
dogfish (Squalus acanthias) โดยท าการสกัด mRNA จากม้ามแล้วมาท า 5' และ 3' RACE PCR 
ซึ่งจากการศึกษาคุณลักษณะพบว่าเป็น Secretory form และเม่ือท าการเปรียบเทียบความ
เหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์กับ Elasmobranch ชนิดอื่น ๆ พบว่า Spiny dogfish IgM H 
chain มีความคล้ายคลึงกับ Horn shark (75%) และ Banded houndshark (70%) นอกจากนี้จาก
การศึกษาคุณลักษณะยังพบว่า cDNA ของยีน IgM heavy chain  นี้ไม่พบกรดอะมิโนอนุรักษ์ 
Cysteine ในบริเวณ C1–C2 domain เลย 
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3.  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Variable domain ของยีน Immunoglobulin M 
heavy chain ในปลานิล 
  
 3.1  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Variable (VH) segments ของ cDNA ของยีน IgM 
heavy chain 
 
  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของ Variable (VH) domain ของ cDNA ของยีน IgM 
heavy chain ในปลานิล โดยการสร้าง cDNA library ของ Variable (VH) domain ของ cDNA ของ
ยีน Ig heavy chain ด้วยเทคนิค 5' RACE PCR โดยใช้ 5' RACE cDNA template ที่สังเคราะห์จาก
ม้ามและไตส่วนหน้าของปลานิล ท าให้ได้ PCR product ขนาดประมาณ 700-900 bp (ภาพที่ 11)                    
และเม่ือโคลนเข้าสู่ pGEM-T Easy Vector และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) 
ทางด้าน 5' และ 3' ด้วย Universal primers ชนิด M13 reverse primer และ M13 forward 
primer ตามล าดับ แล้วท าให้ได้ cDNA โคลนที่บรรจุข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน Variable 
(VH) domain ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain จ านวนทั้งสิ้น 210 โคลนและเมื่อท าการ
คัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกันออกท าให้ได้โคลนที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Variable (VH) 
domain ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ที่ไม่ซ้ ากันจ านวนทั้งสิ้น 126 โคลน ซึ่งคิดเป็นค่า
ความซ้ าซ้อนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (Redundancy) ที่ได้จากการโคลนเท่ากับ 40% โดย cDNAs 
ทั้ง 126 โคลนนี้ได้ถูกบันทึกไว้ใน GenBank database โดยมี Accession number ตั้งแต่ 
KC708098-KC708223 
 

 
ภาพที่ 11  ขนาดของ 5' RACE PCR products ของ Variable (VH) domain ของยีน IgM heavy  
               chain ของปลานิล บน Agarose gel โดยที่ M คือ 100 bp Plus DNA Ladder 
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 ในการสร้างความหลากหลายของโมเลกุล Immunoglobulin ในระบบภูมิคุ้มกันแบบ
จ าเพาะเจาะจงของสัตว์มีกระดูกสันหลัง ซึ่งเกิดขึ้นเฉพาะใน B cells เท่านั้น ซึ่งถือว่าเป็น
ปรากฏการณ์ที่มีความจ าเป็น ทั้งนี้เพ่ือเป็นการเพิ่มความสามารถในการตอบสนองต่อเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมที่มีท้ังจ านวนและความหลากหลายสูง ซึ่งจากการรายงานของ Abbas et al. (2007) 
พบว่าใน 1 วงชีวิต (Life span) ของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ อาจต้องเผชิญกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม
มากกว่า 109 ชนิด อย่างไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงองค์ประกอบของยีน ซึ่งใช้ในการสร้างโมเลกุลของ 
Immunoglobulin ที่เกิดจากการรวมตัวกันของ Segments ต่าง ๆ (Somatic rearrangement) ไม่
ว่าจะเป็น VH, DH, JH และ CH ของ Heavy chain genes ซึ่งมีอยู่อย่างจ ากัด จะพบว่าองค์ประกอบที่
มีอยู่เหล่านี้จะไม่เพียงพอต่อการสร้าง Immunoglobulin ให้ตอบสนองต่อจ านวนของเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมที่มีอยู่อย่างมหาศาลดังกล่าวได้ อย่างไรก็ตามจากการศึกษาอย่างต่อเนื่องท าให้ทราบว่า
ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเจาะจงของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูงจะมีกลไกพิเศษหลาย ๆ กลไกมา
ช่วยในการสร้างความหลากหลายของโมเลกุลของ Immunoglobulin ให้มีจ านวนเพียงพอส าหรับ
รองรับกับปริมาณเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่จะบุกรุกเข้ามาในร่างกาย ที่ส าคัญ ๆ มีอยู่ 7 กลไก 
(Warr, 1995) คือ 1) การมี Multiple germ-line segments ของยีนทีใ่ช้ในการสร้าง 
Immunoglobulin ทั้ง Heavy และ Light chains ซ่ึงมีจ านวนยีนมากมายหลายชุด โดยจะพบว่ายีน 
Immunoglobulin heavy chain ประกอบไปด้วยยีน VH, DH และ JH เชื่อมต่อถึง CH genes เรียง
ต่อกัน ส าหรับ Light chain ประกอบไปด้วยยีน VL และ JL เชื่อมต่อถึง CL genes เรียงต่อกันเป็น
รูปแบบที่จ าเพาะที่เรียกว่า "Translocal models หรือ Translocal arrangement" 
2) Combinatorial V(D)J joining กระบวนการนี้จะเกิดข้ึนในช่วงการพัฒนาตัวของ B cells ในระยะ 
Pro-B cells โดยจะมีการเชื่อมต่อกันของยีน VH, DH และ JH แบบสุ่ม ซึ่งถูกควบคุมโดยเอนไซม์ซึ่ง
สร้างจาก Rearrangement activating gene (RAG) เพ่ือให้ได้รูปแบบของ VDJ เพียง 1 แบบต่อ B 
cell 1 เซลล์ ดังนั้นจึงท าให้ได้ Variable region มากมาย 3) Junctional imprecision เป็นขั้นตอน
ซึ่งเกิดขึ้นระหว่างการพัฒนาตัวของ B cells จากระยะ Pro-B cells ไปเป็น Pre-B cells โดย DH 
segments ที่อาจเกิด P หรือ N nucleotide แล้วจะมาเชื่อมต่อกันกับ VH และ JH อย่างอิสระไร้
ทิศทาง ท าให้เกิด Nucleotides หรือ Peptides สายใหม่ของ Immunoglobulin ได้เช่นกัน                          
4) Combinatorial diversity of heavy and light chains (HL pairing) กระบวนการนี้เป็นการ
สร้างความหลากหลายของโมเลกุล Immunoglobulin โดยอาศัยการรวมตัวกันของ Heavy และ 
Light chains ซึ่งจะเกิดขึ้นระหว่างการพัฒนาตัวของ B cells ในระยะ Pre-B cells ไปจนถึงระยะ 
Immature B cells ซ่ึงในการสร้างโมเลกุล Immunoglobulin ที่สมบูรณ์นั้นจะเกิดการรวมตัวกัน
ของ Heavy และ Light chains อย่างสุ่ม 5) Junctional diversity เป็นกระบวนการที่ใช้ในการสร้าง
ความหลากหลายของ Variable region บนโครงสร้างของ Immunoglobulin ในบริเวณ 
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Complementarity determining region 3 (CDR3) ซึ่งสามารถเกิดขึ้นได้ทั้งใน Heavy และ Light 
chains โดยจะมีการน า P และ N nucleotides ซึ่งเป็น Nucleotides ที่ไม่ได้อยู่ใน Germline มา
เพ่ิมหรือลดบนต าแหน่งที่เชื่อมต่อระหว่าง VH-DH และ DH-JH โดยเป็นผลมาจากการท างานของ
เอนไซม์ Terminaldeoxytransferase (TdT) ซึ่งจะส่งผลท าให้เกิดล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับของ
กรดอะมิโนที่เป็นโปรตีนชนิดใหม่ที่สามารถจับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมได้อย่างหลากหลายมาก
ยิ่งขึ้น 6) Somatic hypermutation ขั้นตอนนี้จะเกิดข้ึนบนต าแหน่งของ Variable region ของ 
Immunoglobulin ภายหลังจากท่ี NaÏve B cells ได้พบกับเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมที่มี
ความจ าเพาะและเริ่มพัฒนาตัวเองให้กลายไปเป็น Mature B cells ในระหว่างการพัฒนานี้จะเกิด
การเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนเพื่อให้ได้โครงสร้างของโปรตีน Immunoglobulin ที่มี
ความจ าเพาะต่อเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมชนิดนั้น ๆ ได้มากและแข็งแรงยิ่งขึ้น 7) Gene 
conversion เป็นกระบวนการที่ใช้ในการสร้างความหลากหลายของ Variable region ที่พบในกลุ่ม
สิ่งมีชีวิตบางชนิดเท่านั้น เช่น สัตว์ปีก กระต่าย วัว หมูและม้า ซึ่งพบว่าบนโครงสร้างของ Translocal 
model จะมี Pseudo V gene (ΨVH's) จ านวนมากอยู่ทางด้านหน้าของ Functional V gene ที่มี
เพียง 1 Segment ของทั้งสาย H และ L chains โดยกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นหลังจากชิ้นส่วน 
Nucleotides สายสั้น ๆ ของ  Pseudo V gene มาเชื่อมต่อกับ Functional VH segment gene 
แบบสุ่มท าให้ได้ VH segments อันใหม่ที่มีความหลากหลาย หลังจากนั้นจึงรวมตัวกับ DH และ JH 
ก่อนที่จะรวมตัวกับ CH ในขั้นตอนสุดท้ายเพ่ือสร้างล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ที่ใช้ในการผลิต 
Immunoglobulin ต่อไป (Arakawa and Buerstedde, 2004) 
 
 โดยเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNAs ทั้ง 126 โคลน ตั้งแต่ Leader sequence, 
FR1, CDR1, FR2, CDR2 และ FR3 มาท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์และ
กรดอะมิโน (Nucleotide and amino acid identity) เพ่ือใช้ในการจัดแบ่งกลุ่มของ VH family โดย
จะใช้เกณฑ์ความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide identity) ที่มีค่ามากกว่า 80% ให้
จัดอยู่ใน Family เดียวกัน จากการแบ่งกลุ่มดังกล่าวพบว่าสามารถจัดกลุ่มของ VH family ได้เป็น 9 
กลุ่ม ได้แก่ VH I family มีสมาชิกท่ีมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันจ านวน 13 โคลน 
(Accession number: KC708098- KC708110) คิดเป็น 10.32% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากัน
ทั้งหมด 126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในกลุ่มมีค่าอยู่
ในช่วง 80.1-99.7% และ 80.4-99.1% ตามล าดับ VH II family มีสมาชิกที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มี
ความแตกต่างกันจ านวน 38 โคลน (Accession number: KC708111-KC708148) คิดเป็น 30.16% 
ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรด                
อะมิโนภายในกลุ่มมีค่าอยู่ในช่วง 80.2-99.7% และ 80.5-99.1% ตามล าดับ VH III family มีสมาชิก
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ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันจ านวน 23 โคลน (Accession number: KC708149-
KC708171) คิดเป็น 18.25% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในกลุ่มมีค่าอยู่ในช่วง 80.2-99.2% และ 82.2-95.8% 
ตามล าดับ VH IV family มีสมาชิกที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันจ านวน 34 โคลน 
(Accession number: KC708172-KC708205) คิดเป็น 26.98% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 
126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในกลุ่มมีค่าอยู่ในช่วง 81.3-
97.1% และ 80.2-96.6% ตามล าดับ  VH V family มีสมาชิกท่ีมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่าง
กันจ านวน 10 โคลน (Accession number: KC708206-KC708215) คิดเป็น 7.94% ของจ านวน
โคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายใน
กลุ่มมีค่าอยู่ในช่วง 98.0-99.7% และ 88.2-99.1% ตามล าดับ VH VI family มีสมาชิกที่มีล าดับ                   
นิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันจ านวน 4 โคลน (Accession number: KC708216-KC708219) 
คิดเป็น 3.17% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 126 โคลน ซึ่งความเหมือนกันของล าดับ                            
นิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในกลุ่มมีค่าอยู่ในช่วง 89.8-90.1% และ 80.5-81.4% ตามล าดับ VH 
VII family มีสมาชิกที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความแตกต่างกันจ านวน 2 โคลน (Accession 
number: KC708220-KC708221) คิดเป็น 1.59% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันทั้งหมด 126 โคลน 
ซึ่งความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในกลุ่มมีค่าเท่ากับ 94.1% และ 92.4% 
ตามล าดับ VH VIII family (Accession number: KC708222) และ VH IX family (Accession 
number: KC708223) มีสมาชิกกลุ่มละ 1 โคลน คิดเป็น 0.79% ของจ านวนโคลนที่ไม่ซ้ ากันท้ังหมด 
126 โคลน ซึ่ง VH แต่ละ Family มีความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 
51.5-66.5% และ 25.8-58.6% ตามล าดับ (ภาพที่ 12) จากการจัดกลุ่ม VH family ดังกล่าวยังพบว่า 
VH II และ VH IV family มีความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในแต่ละกลุ่ม
สูงกว่า VH families อ่ืน ๆ นอกจากนี้ในส่วนของ VHII family จ านวน 34 โคลน จะมีรหัสเริ่มต้นที่
แตกต่างจาก VH families อ่ืน ๆ ซึ่งเริ่มด้วย "AUGAUG " ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่ AUG codon 
เหล่านี้น่าจะมีส่วนส่งเสริมท าให้กระบวนการแปลรหัสของ VH families ทั้ง 2 นี้เกิดข้ึนได้อย่าง
รวดเร็วและง่ายยิ่งขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับความถี่ที่พบในการศึกษาครั้งนี้ที่พบสูงถึง 30.16% (Kozak, 
1998) ซึ่งลักษณะดังกล่าวก็สามารถพบได้ใน VH families ในปลาหลายชนิดเช่น Emerald rockcod 
(Trematomus bernacchii), ปลา Channel catfish และปลา Zebrafish อีกด้วย (Coscia and 
Oreste, 2003) 
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ภาพที่ 12  การจัดกลุ่มของ Variable (VH) domain family ของปลานิล โดยที่สัญลักษณ์ * แสดงต าแหน่งกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกัน   
              สัญลักษณ์ . แสดงต าแหน่งกรดอะมิโนที่มีความคล้ายคลึงกันสูงและต าแหน่งที่มีลูกศรชี้แสดงถึงส่วนเริ่มต้นของ Domain ต่าง ๆ ของ 
              IgM heavy chain ตัวอักษรในกรอบสี่เหลี่ยมสีเข้มและสีอ่อนแสดงถึงกรดอะมิโนในต าแหน่งของส่วน DH และ JH ตามล าดับ 

JHDH

001   1:MFSVALLLLLAAE-CVKCEQLTQPASMLVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSGNTVTLTGQNVQPEDTAVYYCARRSGSWGYGYFDYWGKGTQVTVTS  130

002   1:MFSVALLLLLAAE-CVKCEQLNQPASMLVQPGQRLTVTCQVSYSLSTYYTVWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLRNKFSVELGSSSNTVTLTGQNLQPEDTAVYYCARRKG--G-DYFDYWGKGTTVTVTT  127

003   1:MLSVALLLLLAAS-CVKCEQLTQPASMLLQPGQRLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSLDT-----DVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLKGQNLQPEDTALYYCARRRGG-GYYAFDYWGRGTMVTVTS  129

004   1:MFSVALLLLLAAE-CVKCEQLTQPASMLVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLTGRNVQPEGTAVYYCARRSGSWGCGYFDYWGKGTQVTVTS  130

005   1:MFSVALLLLLAAE-CVKCEQLTQPASMLVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLTGQNVQPEDTAVYYCARRSGSWGYGYFDYWGKGTRVTVTS  130

006   1:MFSVALLPLLAAE-CVKCEQLTQPASMLVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLTGQNVQPEDTAVYYCARRSGSWGYGYFDYWGKETQVTVTS  130

007   1:M--VALSIVLGKSMCDSVNSSQQPARWSVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLTGQNVQPEDTAVYYCARRGGSWGYGYFDYWGKGTQVTVTS  129

008   1:MFSVALLLLLAAE-CVKCEQLTQPASMLVQPGQPLTITCQVSYSLSTYYTAWIRQPAGKVLEWMSQDT-----AVKDSLKNKFSVELDSSSNTVTLTGQNVQPEDTAVYYCARRSGSWGYGYFDYWGKGTQVTVTS  130

009   1:MFSVALLLLLAAGSCVKCAQLTQPPSVIVQPGQRLTITCQVSYSFGFY-TAWIRQPAGKGLEWIGMRYTS-GTYYKDSLKSEFSIDLDSSSNTVTLNGQNMQPEDTAVYYCARVMGA-RDAAFDYWGKGTMVTVTT  133

010   1:MFSVALLLLLLAGSRVNSETLTQPASMIVRPGEHLTITCQVSYSLSSYPTAWIRQPAGKGLEWIGRAGDGWTTYYKDSLKNKFSISFESSSKTVTLKGTNVQPEDTAVYYCAREYG--GND-FDYWGKGTTVTVTT  133

011   1:MFSVALLLLLLAGSRVNSETLTQPASMIVRPGERLTITCQVSYSLSSYPTAWIRQPAGKGLEWIGRAGDGWTTYYKDSLKNKFSISFESSSKTVTLKGTNVQPEDTAVYYCARGGGN-GYGYFDYWGKGTQVTVTS  135

012   1:MFFVALLLLLATS-CVECEQLNQPASETVQPGQRLTITCQVSYSVSGYWTHWIRQPAGKRLEWIGMAATGYTTYYKDSLKSKFSISTDSSSKTVTLTGQNVQPDDTAVYYCAREYS---DGAFDYWGKGTTVTVSS  132

013   1:MFSVALLLLLAAGYCVKCEQLTQPEFVTVQPGQRLTITCQVSYSLSSYRTSWIRQPAGKGLEWIGSVRDGYSTYYKDSLKNKFTINLDTSSKTVTLNGQNMQAEDTAVYYCARMAG--TYDYFDYRGKGTTVTVTT  134

*..***...*..  ........**......**. **.*******...*.*.********.***....... .****...*......*..****.*.*.*...**.*****. .  ....***.*..* ***.. 

Leader peptide FR1
CDR1

FR2 CDR2 CDR3 FR4

VH I
FR3

JHDH

014  1:-MMDCRTALPFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIGWVRQAPGKGLEWIAT-D-GGSSYKYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----QTAYFDYWGKGTTVTVTT  135

015  1:-MMELKDRTAVLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTPGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVSS  136

016  1:-MMDCRTALLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMVWTRQAPGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMDSLKTEDSAVYYCARE----QN-YFDYWGKGTTVTVTT  134

017  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPVVKRPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-GGSSSIYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD---VYN-AFDYWGKGTMVTVTS  135

018  1:-MMDCRTGLLLLT-LCWAGVDGQTLTES-ESVIKRPGESHRLTCTASGFTFSSYWMAWVRQAPGKGLEWIAS-N-YDSSNIYY-SQSFRGRFTISRDNSKQQLYLQMNSLKTEDSGVYYCARD-GVATNWAFDYWGKGTMVTVTS  138

019  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPVVRRPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-GGSSSIYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD---VYN-AFDYWGKGTMVTVTS  135

020  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVAVSS  136

021  1:-MMDCRIGLLLLT-LCYAGVFGQTLTES-DPAVKQPGESHRLTCTASGFIFSSYWMAWVRQAPGKGLEWISTVR-NDGGNSYY-AQSVQGRFTISRDDSRQQVYLQMNSLKTEDSAVYYCARG--YSGAAAFDYWGKGTTVTVTT  138

022  1:-MMDCRIGLLFLT-LCYAGVFGQTLTES-DPAVKQPGESHRLTCTASGFIFSSYWMAWVRQAPGKGLEWISTVR-NDGGNSYY-AQSVQGRFTISRDDSRQQVYLQMNSLKTEDSAVYYCARG---GGTDYFDYWGKGTTVTVTT  137

023  1:-MMDCMTGLLLLT-LCWAGVDGQTLTES-EPVIKRPGESHTLTCTASGFTFSDYAMAWVRQAPGKGLEWIAFLTQPTGSTKSY-SQSVQGRFTISRNNDKQQVYLEMNSLKTEDSAVYYCGR------SGYFDYWGKGTTVTVTT  135

024  1:-MMDCRTALLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMVWIRQAPGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----QN-YFDYWGKGTTVTVAT  134

025  1:-MMDCRTALLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHTLTCTTSGFTLSSYWIGWVRQAPGKGLEWIAT-D-GGSTTKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----QN-YFDYWGKGTTVTVTT  134

026  1:-MMDCRTALLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIGWVRQATGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----QN-YFDYWGKGTTMTVTT  134

027  1:-MMDCRTGLLLIT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-TTSSTKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMDSLKTEDSAVYYCARHTVNSGHGAFDYWGKGTTVTVSS  139

028  1:-MMDCRTGLLLLT-IFCAGIDGQTLTES-EPVVKRPGESHTLTCTTSGFTFRNYSMVWVRQAPGKGLEWIASISYPSGSNKYY-SQTVQGRFTISRDNDKQQVYLQMSSLTTADSAVYYCARR--WWDNAAFDYWGKGTTVTVTT  139

029  1:-MMDCRMRLLFLT-LCFAGVNGQTLTES-EPAVKQPGESHRLTCTTSGISFSSYGMAWIRQAPGKGLEWIAYIS-SNSAYIYY-SHSVRDRFTISRDNGREQLYLQMNSLRTEDSAVYYCARE--YSGAA-FDYWGKGTTVTVTT  137

030  1:-MMDCRMRLLFLT-LCFAGVNGQTLTES-EPAVKQPGESHRLTCTTSGISFSSYGMAWIRQAPGKGLEWIAYIS-SNSAYIYY-SHSVRDRFTISRDNGREQLYLQMNSLRTEDSAVYYCARE--YSGAA-FDYWGKGTTVTVTT  137

031  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGRSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWARQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSPKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVSS  136

032  1:-MMDCRTGLLLLT-MFWAGADGQAVANS-EPVIKRPGESHRLTYTASGFTFSGYWMAWMREAPGKRLEWIGFSS-PDGSSQYY-SQSVQGRFTISRDNNRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----RNHAFDYWGKGTMVTVTS  136

033  1:-MMDCRTGLLLIT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-TTSSTKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMDSLKTEDSAVYYCARH----SD-YFDYWGKGTTVTVTT  134

034  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPVVKRPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-GGSSSIYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD---VYN-AFEYWGKGTMVTVTS  135

035  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPVVKRPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-GGSSSIYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD---VYN-AFDYWGKGTMVTVTS  135

036  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVNGQTVTQS-EPAVKQPGESHRLTCTTSGLSFSSYGMAWIRQTPGKGLEWIATIS-SSGSSTWY-SQSVQGRFTISRDNSREQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE--DGNAA-FDYWGKGTTVTVTT  137

037  1:-MMDCVTGLAAFN-SCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVS- 135

038  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVDGQTLTES-EPVVKRPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIHWIRQAPGKGLEWIAA-D-GGSSSIYY-SQSVQGRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD---VYN-AFDYWGKGTVVTVTS  135

039  1:-MMDCRTGLLLLT-IFCAGIDGQTLTES-EPVVKRPGESHTLTCTTSGFTFRNYSMVWVRQAPGKGLEWIASISYPSGSNKYY-SQTVQGRFTISRDNDKQQVCLQMSSLTTADSAVYYCARR--WWDNAAFDYWGKGTTVTVTT  139

040  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPSSKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQVNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVSS  136

041  1:-MMDCRIGLLLLT-LCYAGVFGQTLTES-DPAVKQPGESHRLTCTASGFIFSSYWMAWVRQAPGKGLEWISTVR-NDGGNSYY-AQSVQGRFTISRDDSRQQVYLQMNSLKTEDSAVYYCARG--YSGAAAFDYWGKGTTVTVTT  138

042  1:-MMDCRTGLLLLT-IFCAGIDGQTLTES-EPVVKRPGESHTLTCTTSGFTFRNYSMVWVRQAPGKGLEWIASISYPSGSNKYLLSDSPRSVYHLQETTTKQQVYLQMSSLTTADSAVYYCARR--WWDNAAFDYWGKGTTVTVTT  140

043  1:-MMDCRTGLLLLT-LCWAGVDGQTLTES-GSVIKRPGESHTLTCTASGFTFSSYWMAWVRQAPGKGLEWIAS-N-YGSSNIYY-SQSFRGRFTISRDNSKQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARD-GENYG-AFDYWGKGTMVTVTS  137

044  1:-MMDCRTGLLLLT-IFCAGIDGQTLTES-EPVVKRPGESHTLTCTTSGFTFRNYSMVWVRQAPGKGLEWIASISYPSGSNKYY-SQTVQGRFTISRDNDKQQVYLQMSSLTTADSAVYYCARR--WWDNAAFDYWGKGTTVTVTT  139

045  1:-MMDCRTGLLF-T-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVSS  135

046  1:-MMDCRTGLLFLT-LCLAGVNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLKTEDSAVYYCTRH---GYGGAFDYWGKGTTVTVSS  136

047  1:-MMDWRTGLLFFNSLAWQVVNGQDSDRNLNQQLNKPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWMGWVRQAAGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQDRFTVSRDNSRQQLYLQMNSLTTEDSAVYYCVR-----YSDYFDYWGKGTTVTVTT  136

048  1:--MDCRTALLFLN-PLLGRCNGQTLTES-EPAVKQPGQSHRLTCTTSGFTLSSYWIGWVRQAPGKGLEWIAT-D-GGSSSKYY-SQSVQGRFTVSRDNSREQLYLQMNSLKTEDSAVYYCARE----QN-YFDYWGKGTTVTVTT  133

049  1:--MDFRAGLLLLT-LFVAGVDSQTITQS-EPVAKRPGESHRLTCTGSNIEFSSYWMAWVRQGPGKGLEWVASIR-YDSAYIYY-FQSVQGRFTISRDNSKEQLYLQMDSLKTEDTAVYYCARE---DYNNAFEYWGKGTMVTVTS  136

050  1:--MDISARLLIIL-LFWGGVDGQTLTES-EPVIKRPGESHRLTCTASGFTFSSYDIHWVRQDPGKVLEWVAEVS--TGSSKYY-SQSVQGRFTISRDNSRQQVYLQMNSLKTEDSAVYYCARE-GNSGYGYFDYWGKGTQVTVIS  137

051  1:MDKHRQACRFFLI-RY-AGIDGQSLTES-EPVVKRPGESHTLTCTTSGFTFRNYSMVWVRQAPGKGLEWIASISYPSGSNKYY-SQTVQGRFTISRDNDKQQVYLQMSSLTTADSAVYYCARR--WWDNAAFDYWGKGTTVTVTT  139

............ ...... .*..... ......**.**.**.*........*.. *.*...**.***..  .  ....... .................*..*...*..*.*..****.*        .*.****** ...*.. 
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ภาพที่ 12 (ต่อ) 

075   1:--MFSVAPILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

076   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTINNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDCWGKGTMVTVTS  133

077   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPKDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

078   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

079   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

080   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

081   1:--MFSVALILLLAAASCVYGVDLIQPDSLIVQPGQSLTITCRVSGYSLTSSSYATSWIRQRDGKQMDWIFTMWYDGSTSKNDALKNKFSMSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR -GSYGAFDYWGKGTTVTVSS  135

082   1:--MFSVALILLLAAASCVYGIDLIQPDSLIVQPGQSLTITCRVSGYSLTSSSYATSWIRQRDGKQMDWIFTMWYDGTTVKNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-MKSGTFDYWGKGTTVTVTT  135

083   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATAWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

084   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGSTTNNDALKNKFSVSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

085   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

086   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINTIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

087   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAH-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

088   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

089   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

090   1:--MFSVALILLLAAGSCVHGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEGTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

091   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVAR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

092   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSTIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTQQDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

093   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGDPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

094   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYYAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

095   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSTIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

096   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

097   1:--MFSVALILLLAARSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALRNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

098   1:--MFSVALILLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQPLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGTTTNNDALKNKFSLSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  133

099   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYPLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR -F-SDYFDYWGKGTTVTVTT  132

100   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTTVCQVSGYPLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSKDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-F-SDYFDYWGKGTTVTVTT  132

101   1:--MFT--LIPLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYPLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-F-SDYFDYWGKGTTVTVTT  132

102   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYSLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLRPEDTAVYYCARSVAAGAFDY WGKETTVTVSS  134

103   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYSLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARAVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-FHGNAFDYWGKGTMVTVTS  133

104   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYSFDDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-F-SDYFDYWGKGTTVTVTT  132

105   1:--MFT--LILLLAAGSCVYSIDLIQPDSRVLQPGQPLTIVCQVSGYPLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-F-SDYFDYWGKGTTVTVTT  132

106   1:--M--LALILLLSAGSCVYSIDLIQPDARSVQPGQSLTITCQVSGYSVTDNSYATGWIRQRERKAMDWIFHQWGGGSFYKNDALKNKFSYSRDTSAGTVTITGQNMQTEDMGVYYCVR -YRNWGFDYWGKGTTVTVTT  133

107   1:--MFHSDYCCWLLDHVCTVLISSNQI-SRVLQPGQPLTIVCQVSGYPLTDSSYGTCWVRQRQRQQMDWINCMWYNGNTANNDALKNKFSVSRDTSARTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-FSD-YFDYWGKGTTVTVTT  133

108   1:MNHVLSGSDLLLAAGSCVYGVDLIQPDSMIVQPGQSLTITCQVSGYSVTR--YATVWVRQREGNPLEWINIIWSDGSTTNNDALKNKFSVSRDTSAQTVTITGQNLQPEDTAVYYCAR-YNNWAFDYWGKGTMVTVTS  135

.........*....*.......*......****.**..*.****....  *.*.*.***......**...*..*.....***.****.*.****..*******.......***... . ....**.***.*.***..            
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JHDHVH IV

JHDH

052  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQSHRLTCTYSGFSGDIYAAWVRQAAGKGLEWIALISDSSSDIYYSQSVQGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCARVTTTDY--FDYWGKGTSVTVTT  138

053  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQSHRLTCTYSGFSGDIYAAWIRQAAGKGLEWIAYISPSST-IYYSQSFRGRFTISRDNSRKQVYLQMSSLTTEDSAVYYCARD--ETYNAFDYWGKGTMVTVTT  137

054  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQFHRLTCTYSGFSGDIYANWIRQAAGKGLEWIAYISHSSS-KYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCVR--YSDY--FDYWGKGTTVTVTT  135

055  1:MNHPALMAVILVLSVYWVGTEGQTLTESESVVKQPGQSHRLTCTYSGFSGDIDADWIRQAPGKGLEWIAYINPGGSYISYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLEMSSLTTEDSGVYYCARE-DGDY--FDYWGKGTTVTVTT  137

056  1:MNHPALMAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQSHRLTCTYSGFSGDIDADWIRQAAGKGLEWIAYINPGGSYISYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCARE-DGDY--FDYWGKGTTVTVTT  137

057  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQSHKLTCTYSGFSGDIYVAWIRQAAGKGLEWIAYISPSSS-IYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCARD--HAAGAFDYWGKGTTVTVSS  137

058  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQSHRLTCTYSGFSGDIYAAWIRQAAGKGLEWIAYISPSSS-IYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCARDPYAGYHSFDYWGKGTMVTISS  139

059  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQFHRLTCTYSGFSGDIYTNWIRQAAGKGLEWIAYISHSSS-KYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCVR--YSDY--FDYWGKGTTVTVTT  135

060  1:MNHPKFVVVFLIIPIYWAGTESQTLTESESVIKRPGDSHRLTCTYSGFGGDIHVGWIRQAAGKGLEWIAFIWSDNSGSFYCESVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTDDSAVYYCAR---EGYGYFDYWGKGTQVTVTS  137

061  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQFHRLTCTYSGFSGDIYANWIRQAAGKGLEWIAYISHSSS-KYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCVR--YSDY--FDYWGKGTTVTVTT  135

062  1:MNHPALTAVILVLSVYWVGTGGQTLTESESVVKQPGQFHRLTCTYSGFSGDIYANWIRQAAGKGLEWIAYISHSSS-KYYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCVR--YSDY--FDYWGKGQ-LTVTT  134

063  1:MNCPGFTFVFLIVSVYWAGTEGQTLTESEAVIKRPGDSHRLTCTYSGFGWDIHAVWIRQAAGKGLEWIAWIRSDSSNIHYSQSFRGRVTISRDNSRQQLYLQMNSLTTEDSAVYYCARES-HDA--FDYWGKGTMVTVTT  137

064  1:MNCPEITFVFLIVSVYWAGTEGQTLTQSESVIKRPGDSHRLTCTYSGFGWDIHAAWIRQAAGKRPEWVGWIHSNGNEISYSQSFRGRFTIYRENSRQQLYLQMNSLTTEGSAVYYCAQE--QRY--FDYWGKGTTVTVTT  136

065  1:MNCLRLPLFFL-VSVYWAGTEGQTLTESESVVKRPGDSHRLTCTYSGFGWDIHAAWIRQAAGKRPEWVGWIHSNGNEIHYSQSFRGRFTISRDNSRQQLYLQMNSLTTEDSAVYYCAQE--RGY--FDYWGKGTTVTVTT  135

066  1:MTGPVHLVVFLIQFFFLAGTESQTLTQSESVVKRPGDSHRLTCTYSGFSSDIYATWIRQAAGKGLEWIAYIYPGSDNIYYSQSFRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCARN-DGVEDYFDYWGKGTTVTVTT  139

067  1:MIRSVYLVVYVILFSFLTGTEGQTLTESESVVKRPGDSHRLTCTYSGFSGDYSNAWIRQAAGKGLEWIALINCGSST-WYSQSFRGRFTISRRQQQKAGVSADEQLDDEDSAVYYCARN-SGSWGYFDYWGEGTTVTVTT  138

068  1:MIRSVYLVILHILFCFLAGSESQTLTQSEPVVKRPGESHGLTCTYSGFSSDFATAWIRQAAGKGLEWIAYISSGSGTIYYSESFRGRFTTTRDNSRKQVYLQMNSLTTEDTAVYYCARE-GAH--SFDYWGKGTMVTVSS  137

069  1:MIRSVYLVILHILFCFLAGSESQTLTQSEPVVKRPGESHRLTCTYSGFSSDFATAWIRQAAGKGLEWIAYISSGSGTIYYSESFRGRFTTTRDNSRKQVYLQMNSLMPEDSAVYYCARE-GGA--AFDYWGKGTTVTVTT  137

070  1:MIRSVYLVILHILFCFLAGSESQTLTQSEPVVKRPGESHRLTCTYSGFSSDFATAWIRQAAGKGLEWIAYISSGSGSIYYSESFRGRFTTTRDNSRKQVYLQMNSLMPEDSAVYYCAR--GWD--GFDYWGKGTTVTVTT  136

071  1:MIRSVYLVILHILFCFLAGSESQTLTQSEPVVKRPGESHRLTCTYSGFSSDFATAWIRQAAGKGLEWIAYISSGSGSIYYSESFRGRFTTTRDNSRKQVYLQMNSLMPEDSAVYYCARE-PLNYGYFDYWGKGTQVTVTS  139

072  1:MIRSVYLVVYVILFSFLTGTEGQTLTESESVVKRPGDSHRLTCTYSGFSGDYSNAWIRQAAGKGLEWIALINSGSST-WYSQSFRGRFTISRDNSRKQVYLQMSSLTTEDSAVYYCARN-SGSWGYFDYWGKGTTVTVTT  138

073  1:MIRPNCLVVSLILFSILAGTEGQTLTESERVIKRPGDSHRLTCTYSGFSSDIDAAWIRQAAGKGLEWIAYCSSGSGTISYSQSVRGRFTITRDNSRKQVYLQMSSLTTEDSAVYYCARV-PAR--YFDYWGKGTTVTVTT  137

074  1:MMRTVYLVVFLILFCFLTGTDGQTLSGSEPVVKKAWRLPQTDLYILRVQQDIHAAWIRQAAGKGLEWIAIIWRDSSGSVYSQSVRGRFTISRDNSRKQVYLQMNSLTTEDSAVYYCAS---GGTGAFDYWGKGTTVTVSS  137

*. .    . ....... *...***..**.*.*... .............*. ..*.***.**..**.....  .. ..*..*..**.*..*.............*......****..   .  *****.*...*...          

Leader peptide FR1
CDR1

FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

VH III 
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ภาพที่ 12 (ต่อ)

JHDH

JHDH

JHDH

JHDH

JHDH

109  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDY WGKGTTVTVTT  137

110  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTHTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDYWGKGTTVTVTT  137

111  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGRSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILYRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDYWGKGTTVTVTT  137

112  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVKPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQLEDTAVYYCVRSAAAGASFDY WGKGTTVTVTT  137

113  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLRHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDY WGKGTTVTVTT  137

114  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDYWGKGTTVTVTT  137

115  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSTDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLPHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDY WGKGTTVTVTT  137

116  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASSDY WGKGTTVTVTT  137

117  1:MLSVTLMLLLVV-GSCVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGYSLTDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGASFDYWGKGTTVTVTT  137

118  1:MRSVTLMLLPGSWDAGVYSIDLIQSDSEVVQPGQSVTITCQVSGLFFDDRNYATGWIRRSEGKALEWILHRWGNGDVAQNNALKNKLLHHTYTSNSSVTLTGVNLQPEDTAVYYCVRSAAAGAS FDYWGKGTTVTVTT  138

*.*******... ...***.**********.**.**********....*********************.*****************..**.**************.************** ***.*************            

VH V

Leader peptide FR1 CDR1 FR2
CDR2

FR3 CDR3 FR4

119  1:MTQTLTLLLVASLLHCVTGQSMESIPSSPVVKRPGETLSLSCRGSGFTFTCCTMNSVRQQPGKALEWMGVGYSSSSRNRYVSSLSGRIEISRDDSNSMVHLRLSSLKPEDSAVYYCAKSDNSGY GAFDYWGKGTTVTVSS  140

120  1:MTQTLTLLLVASLLHCVTGQSMESIPSSPVVKRPGETLSLSCRGSGFTFTCCTMNRVRQQPGKALEWMGVGYSSSSRNRYVSSLSGRIEISRDDSNSMVHLRLSSLKPEDSAVYYCAKSDNSGY GAFDYWGKGTTVTVSS  140

121  1:MTQTLTLLLVASLLHCVTGQSMESIPSSPVMKRPGETLSVSCRGSGFTFTCCTMNWIRQKPGKALEWMGVGYSSSSRNRYVSSLSGRIEISRDDSNSMVHLRLSSLKPEDSAVYYCAKG --SG-DAFDYWGKGTMVTVTT  137

122  1:MTQTLALLLVAFSLPCVTGQSMESIPSSPVVKRPGETLSLSCRGSGFTFTCCGMPWIRQQPGKGLEWIGIGFSSSSSNSYASSLRGRIEISRDNSNSMTYLRLSNLKTEDSAVYYCARH -GGSWGYFDYWGKGTTVTVTT  139

*****.*****..*.***************.********.************.*.  **.***.***.*.*.****.*.*.***.********.****..****.**.*********.   . . ..********.***            

Leader peptide FR1 CDR1
FR2

CDR2
FR3 CDR3 FR4

VH VI

123  1:MLLSLSALLTVLCLPRLNGQAMESIPSTPVLKNPQETLSLSCRGTGFSFGSYAMHWIRQPAGKTLEWLGIIWYDASKTVYASSVEGRIEITRDNSNSMVYLRLSSLKPEDSAVYYCARQSSGYD AFDYWGKGTMVTVTS  139

124  1:MLLSLSALLTVLCLPCLNGQAMESIPSTPVLKNPQEALSLSCRGSGFNFGSYGMHWIRQPTGKALEWLGVIWSDASKTVYASSVEGRIEITRDNSNSMVYLRLSSLKPEDSAVYYCAR -YDG-SAFDYWGKGTMVTVTS  137

*************** ******************** ******* ** **** ******* ** ***** ** *********************************************   *  ***************           

VH VII

Leader peptide FR1 CDR1 FR2CDR2 FR3 CDR3 FR4

125  1:MTVATLQSLLLLTFISAARCQSLTSSEPVVSRPGQSVTLSCRVQGLSLAWLHWIRQKPGKGLEWIGRIDSGTGTIFAQSLQGQFSITKDTSQNHVNLVVNSLKQEDSAVYFCARERERAFDYWG KGTMVTVTS  133

Leader peptide FR1
CDR1

FR2
CDR2

FR3 FR4

VH VIII

126 1:MLSLTAIMLVLSGSWVCAGDHTQPESESVQKRQSQFLRCHVSYSWVSGYISVRCIQQEARKGEEIIVICSDGSSNNNDQSMREFSIICDDYSRTQTITGQNKQPADASAYYCARHNNGSFDYWGKGTMVTVTT  133

VH IX

Leader peptide FR1 CDR1 FR2 CDR2
FR3 FR4

CDR3

CDR3
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3.2  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Diversity (DH) segment ของ cDNA ของยีน IgM heavy 
chain ของปลานิล 
  
  จากการศึกษาความหลากหลายของบริเวณ DH segments จาก cDNAs ทั้งหมด 126 
โคลน โดยส่วนใหญ่จะเป็นต าแหน่งของกรดอะมิโนที่อยู่ระหว่าง VH segments โดยมี Conserved 
motif ที่สิ้นสุดเป็น YYCAR และ JH segments ที่มี Conserved motif ที่เริ่มต้นเป็น FDYWG พบว่า
จะมีกลไกท่ีมีการเติม (Addition) P และ N nucleotide บริเวณส่วนของ DH segment อย่างชัดเจน 
ซ่ึง P nucleotide ที่พบประกอบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้เหมือนกันทั้งจากหน้าไปหลังและ
หลังไปหน้า (Palindromic sequences) ได้แก่ GCGC, CGCG, GCGGCGCCGC, GCTAGC, 
CGTACG, CCGG, CAGCTG, AGCT, ACGT, TTTAAA, GGATCC และ AATT และพบ N 
nucleotide ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ GC กระจายตัวอยู่ทางด้าน 3' และ 5' ของ DH segment 
เช่นเดียวกับการรายงานในปลา Emerald rockcod Coscia and Oreste (2003) และในกบ (Hsu 
et al., 1989) รวมทั้งยังพบการสร้างความหลากหลายแบบ Inversion (D-D joining) เกิดข้ึนอยู่
ภายในล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DH segment อีกด้วย (Hsu et al., 1989)  ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์หลัก
ของ DH segment ได้แก่ TGGGG เกิดการ Inversion เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ GGGGT ในกลุ่มของ 
DHIII และมีการ Nucleotide addition ของล าดับนิวคลีโอไทด์ GGGGT และ GGGGCT เข้าไปอยู่ใน
กลุ่มของ DHII และ DHV ตามล าดับ รวมทั้งยังมีการเกิด Nucleotide deletion ของล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ในกลุ่มของ DHVI อีกด้วย นอกจากนี้จากการจัดกลุ่ม DH segment ตาม Motif ที่มีความ
เหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าสามารถจัดกลุ่ม DH เป็น 6 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มของ DHI ถึง DHVI 
ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์หลักเป็น GCGGCG, TGGGA, GGCTAC, GGTGCT, GACGAA และ TACAA 
ตามล าดับ โดย DHI มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 25 โคลน คิดเป็น 19.84% ซึ่งมีล าดับ                                    
นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 10 โคลนและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากัน 
(Redundancy) จ านวน 15 โคลน คิดเปน็ 11.90% DHII มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 11 โคลน คิดเป็น 
8.73% ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 7 โคลนและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ า
กันจ านวน 4 โคลน คิดเป็น 3.17% DHIII มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 36 โคลน คิดเป็น 28.57% ซึ่งมี
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 24 โคลนและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันจ านวน 
12 โคลน คิดเป็น 9.52% DHIV มีจ านวนสมาชิกน้อยที่สุดเท่ากับ 7 โคลน คิดเป็น 3.17% ซึ่งมีล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 7 โคลนและไม่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันเลย (0%) 
DHV มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 9 โคลน คิดเป็น 7.14% ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่ม
เท่ากับ 7 โคลนและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันจ านวน 2 โคลน คิดเป็น 3.17% และ DHVI มีจ านวน
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สมาชิกมากที่สุดเท่ากับ 38 โคลน คิดเป็น 30.16% ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในกลุ่ม
เท่ากับ 7 โคลนและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ ากันจ านวน 31 โคลน คิดเป็น 24.60% (ภาพที่ 13)  
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ภาพที่ 13  ความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ DH segments โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ 
              ทางด้านซ้ายมือคือ VH segments และล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้านขวามือคือ JH    
     segments ซึ่งตัวอักษรทึบหนาแสดงถึงล าดับนิวคลีโอไทด์หลักของ DH segments    
     ตัวอักษรที่ขีดเส้นใต้แสดงถึง Palindomic sequences กรอบสี่เหลี่ยมแสดงถึง  
     Insertion ของ DH segments ที่มาจากกลุ่มอ่ืน ตัวอักษรหนาและเอียงแสดงถึง  
     Inversion sequences และตัวอักษรที่อยู่ในกรอบสี่เหลี่ยมสีเข้มแสดงถึง Deletion 
     sequences ในกลุ่มของ DHVI 

VH JH

Tyr Cys Phe Asp Tyr

Y   C F   D   Y

DH I

121    TAC TGT GCC AAA                     GGAAGCGGCGATGCT TTT GAC TAC 

069    TAT TGT GCT CGA                     GAAGGCGGCGCTGCT TTT GAT TAC 

029    TAT TGT GCC CGA                  GAGTATAGCGGCGCTGCT TTT GAT TAC 

021    TAT TGT GCT CGG                  GGGTATAGCGGCGCCGCTGCT TTT GAT TAC 

118    TAT TGT GTG CGT                        AGCGCGGCAGCTGGGGCTAGC TTT GAC TAC

041    TAT TGT GCT CGG                  GGGTATAGCGGCGCCGCT TTT GAT TAC 

045    TAT TGT ACT CGA                 CACGGATACGGCGGTGCT TTT GAC TAT

013    TAC TGT GCC AGA                       ATGGCGGGAACGTACGACTAC TTT GAC TAC 

068    TAT TGT GCT CGA                     GAAGGGGCGCATTCT   TTT GAC TAC

010    TAC TGT GCC AGA                  GAGTATGGCGGGAACGAC                    TTT GAC TAC

DH II

009    TAC TGT GCC AGA                  GTGATGGGAGCGCGGGACGCTGCT      TTT GAC TAC

051    TAT TGT GCT CGA                CGCTGGTGGGATAACGCTGCT             TTT GAT TAC

036    TAT TGT GCC CGA                 GAGGATGGGAACGCTGCT               TTT GAT TAC

124    TAC TGT GCC AGA                 TACGATGGGAGCGCT                 TTT GAC TAC

070    TAT TGT GCT CGA                   GGCTGGGACGGT        TTT GAC TAC

066    TAT TGT GCC AGA                 AACGATGGGGTGGAGGACTAC                  TTT GAC TAC

106    TAC TGT GTG AGA             TACCGGAACTGGGGC                            TTT GAC TAC

DH III

011    TAC TGT GCC AGA      GGAGGCGGGAACGGGTATGGCTAC TTT GAC TAC 

058    TAT TGT GCT CGA            GACCCCTACGCGGGCTACCATTCT TTT GAC TAC          

023    TAT TGT GGT CGA                     AGCGGCTAC TTT GAC TAC

065    TAT TGT GCC CAA                  GAGCGCGGCTAC TTT GAC TAC 

003    TAC TGT GCC AGA            AGGAGAGGGGGTGGCTACTACGCT TTT GAC TAC

072    TAC TGT GCT CGG         AATAGTGGCAGCTGGGGCTAC TTT GAC TAC

018    TAT TGT GCT CGA                GACGGAGTGGCTACGAACTGGGC    TTC GAC TAC           

123    TAC TGT GCC AGA               CAGAGCAGTGGCTACGACGCT TTT GAC TAC

119    TAC TGC GCC AAA            TCGGATAACAGTGGCTACGGTGCT                    TTT GAC TAT

050    TAT TGT GCT CGA      GAGGGTAACAGTGGCTATGGCTAC TTT GAC TAC

122    TAC TGT GCC AGA         CACGGTGGCAGCTGGGGCTAC TTT GAC TAC

060    TAT TGT GCT CGA               GAGGGCTATGGCTAC TTT GAC TAC

071    TAT TGT GCT CGA         GAACCTTTAAACTATGGCTAC TTT GAC TAC

007    TAC TGT GCC AGA   AGGGGTGGTAGCTGGGGCTATGGGTAC TTT GAC TAC

005    TAC TGT GCC AGA   AGGAGTGGTAGCTGGGGCTATGGGTAC TTT GAC TAC

014    TAT TGT GCT CGA               GAGCAAACGGCCTAC TTT GAC TAC

073    TAC TGT GCT CGA               GTTCCGGCGCGCTAC                          TTT GAC TAC 

064    TAT TGT GCC CAA                  GAGCAGCGCTAC TTT GAC TAC

022    TAT TGT GCT CGG            GGTGGTGGAACCGACTAC TTT GAC TAC

055    TAT TGT GCT CGA               GAGGACGGAGACTAC TTT GAC TAC

099    TAC TGT GCA CGT                  TTCTCCGACTAC TTT GAC TAC

002    TAC TGT GCC AGA            AGGAAAGGTGGCGACTAC TTT GAC TAC

052    TAT TGT GCT CGA            GTCACTACTACGGACTAC TTT GAC TAC

033    TAT TGT GCT CGA                  CACAGCGACTAC TTT GAC TAC

DH IV 

102    TAC TGT GCA CGT                TCAGTGGCAGCTGGTGCT TTT GAC TAT

027    TAT TGT GCT CGA       CACACTGTTAACAGTGGCCACGGTGCT TTT GAC TAT 

012    TAT TGT GCT CGA                GAGTATAGCGACGGTGCT TTT GAC TAT

074    TAC TGT GCC AGT                   GGTGGAACCGGTGCT TTT GAC TAT

057    TAT TGT GCT CGA                GACCACGCAGCGGGTGCT TTT GAC TAT

081    TAC TGT GCA CGT                   GGATCCTACGGTGCT TTT GAC TAT             

063    TAT TGT GCC AGA                   GAGAGCCACGATGCT TTT GAC TAC

DH V

053    TAT TGT GCT CGA                    GACGAAACGTACAACGCT                  TTT GAC TAC

024    TAT TGT GCT CGA                    GAGCAAAATTAC                        TTT GAC TAC

043    TAT TGT GCT CGA                    GACGGGGAAAATTACGGGGCT TTT GAC TAC

125    TAC TGT GCA CGG                    GAGCGGGAACGCGCT                     TTT GAC TAC

082    TAC TGT GCA CGT                  ATGAAGAGCGGCACC                       TTT GAC TAC

DH VI

108    TAC TGT GCA CGT                      TATAACAACTGGGCT               TTT GAC TAC 

126    TAC TGC GCT AGA                      CATAACAACGGGTCT              TTT GAC TAC

035    TAT TGT GCT CGA                  GATGTATACAACGCT                      TTT GAC TAC

038    TAT TGT GCT CGA                   GACGTATACAACGCT                  TTT GAC TAC

049    TAT TGT GCT CGA                   GAGGATTACAACAACGCT                   TTT GAC TAC

062    TAT TGT GTT CGA                      TATAGTGATTAC                      TTT GAC TAC

032    TAT TGT GCT CGG                   GAGCGGAACCACGCT                      TTT GAC TAC
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 3.3  การวิเคราะห์ความหลากหลายของ Joining (JH) segments ของยีน IgM heavy 
chain ของปลานิล 
 
  จากการศึกษาความหลากหลายของ JH segments จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน IgM 
heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ Variable region ทั้งหมด 126 โคลน โดยเริ่มตั้งแต่ Codon ที่ 
Encode motif FDYWG พบว่าสามารถจัดกลุ่มบริเวณ JH segment ได้ 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มของ JHI 
มีจ านวนสมาชิกน้อยที่สุดเท่ากับ 10 โคลน คิดเป็น 7.94% มีความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์
ภายในกลุ่มอยู่ในช่วง 95.2-97.6% และมีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 4 โคลน กลุ่ม
ของ JHII มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 45 โคลน คิดเป็น 35.71% มีความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์
ภายในกลุ่มอยู่ในช่วง 81.0-97.6% และมีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 14 โคลน กลุ่ม
ของ JHIII มีจ านวนสมาชิกมากท่ีสุดเท่ากับ 55 โคลน คิดเป็น 43.65% มีความเหมือนกันของล าดับ                 
นิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่มอยู่ในช่วง 84.4-97.6% และมีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันภายในกลุ่มเท่ากับ 
11 โคลน และกลุ่มของ JHIV มีจ านวนสมาชิกเท่ากับ 16 โคลน คิดเป็น 12.70% มีความเหมือนกัน
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่มอยู่ในช่วง 95.2-97.6% และมีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันภายในกลุ่ม
เท่ากับ 4 โคลน ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ JH segment ในแต่ละกลุ่มพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันเพียง 1 Residue เท่านั้น ซึ่งอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์เกิดข้ึนที่ยีน (Allelic variants) Stenvik et al. (2000) ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่ม JHI พบ
การเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันเพียง 1 Residue ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่ม 
JHII พบการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน 1-5 Residues ล าดับนิวคลีโอไทด์
ภายในกลุ่ม JHIII พบการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน 1-2 Residues นอกจากนี้
ในกลุ่ม JHIII พบการเกิด Deletion และ Addition เกิดข้ึนในโคลนที่ 014 และ 062 อีกด้วย ล าดับ                  
นิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่ม JHIV พบการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน 1 และ 9 
Residues (ภาพที่ 14)  
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ภาพที่ 14  การจัดกลุ่มของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ JH segment ที่ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
     IgM heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ Variable region ทั้งหมด 126 โคลน 
  
 3.4  การวิเคราะห์ความหลากหลายและความแปรปรวนของกรดอะมิโนบนบริเวณ 
Complementarity determining region 3 (CDR3) ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล 
 
 เป็นที่ทราบโดยทั่วไปว่า CDR3 บน Variable domain ของโมเลกุล 
Immunoglobulin จัดเป็นส่วนที่ส าคัญอย่างยิ่งในการจับกับส่วนของ Epitopes ของเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมอย่างจ าเพาะเจาะจง โดยเป็นส่วนที่เกิดข้ึนจากการรวมตัวของ VH, DH และ JH 
segments และยังเป็นส่วนที่พบความแปรปรวนของกรดอะมิโนสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณอ่ืน 
ๆ ของ Variable domain ในการศึกษาครั้งนี้จากการตรวจสอบความหลากหลายของบริเวณ CDR3 
จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ Variable region ทั้งหมด 
126 โคลนพบว่าบริเวณ CDR3 มีขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 24 ถึง 42 bp หรือคิดเป็น
กรดอะมิโนได้ 8 ถึง 14 residues ซึ่งพบว่าที่ความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 10 Residues 

JH segments                   

001  TTTGACTACTGGGGGAAAGGAACACAAGTCACAGTAACTTCT

005  -------------------------G----------------

050  -------------------------------------T----

006  -------------------A----------------------

108  TTTGACTACTGGGGGAAAGGTACAATGGTTACAGTCACATCA    

076  -------G----------------------------------

080  -----------------------G------------------

018  --C---------------------------------------

034  -----G--------------C--------C--G--T------

126  --------------------G------------------A--

017  --------------------C--------C--G--T------

038  --------------------C---G----C--G--T------

053  --------------A-----C--------C--G--T------

003  ----------------G------------------C------

058  --------------------------------TA-C-GT---

121  --------------------------------T------A--

009  --------------------------------T--C---A--

068  --------------------------------T--C-GT---

014  TTTGACTACTGGGGAAAAGGGACAACTGTGACTGTCACAACA    

062  -----------------G--ACA-CTGACTGTCACA---T--

066  --------------------------C---------------

067  ---------------G--------------------------

116  --C---------------------------------------

023  --------------G---------------------------

024  ------------------------------------G-----

026  ---------------------------A--------------

065  --------------------A---------------------

013  ---------A--------------------------------

052  ------------------------T-C---------------

015  TTTGACTATTGGGGAAAGGGGACAACAGTCACTGTTTCATCA

021  -----T--C--------A--A--C--G--------CA--A--

020  ------------------------------G-----------

102  -------------------A----------------------

JH I

JH II

JH III

JH IV
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เป็นความยาวของล าดับกรดอะมิโนที่พบมากที่สุดในบริเวณ CDR3 โดยมีจ านวน 46 โคลน และมี
ค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 10.97 และพบว่ามีการกระจายตัวของความยาว
ของล าดับกรดอะมิโน (Length distribution) หรือความหลากหลายของความยาวของล าดับกรด                
อะมิโน (Length variability) เท่ากับ 1.99 (ภาพที่ 15) ซึ่งจากการศึกษา CDR3 region ในสัตว์มี
กระดูกสันหลังหลายชนิด เช่นในมนุษยท์ี่ได้ท าการศึกษาในระดับ Transcription พบว่า cDNA ของ 
VH 177 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region ตั้งแต่ 2-26 Residues โดยมี
ค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 13.1 และพบว่ามีความหลากหลายของความยาว
ของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 19.5 ในหน ูcDNA ของ VH 1,004 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโน
บริเวณ CDR3 region ตั้งแต่ 2-17 Residues โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโน
เท่ากับ 9.4 และพบว่ามีความหลากหลายของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 8.1 กระต่ายพบ 
cDNA ของ VH 70 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region ตั้งแต ่4-19 Residues 
โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 12.4 และพบว่ามีความหลากหลายของความ
ยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 10.8 (Wu et al., 1993) นอกจากนี้การศึกษาการกระจายตัวของ
ความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 regionของ Wu et al. (2012) ได้รายงานว่าจาก CDR3 
regions ของมนุษย์ 11,423 โคลน หนู 5,054 โคลนและลูกไก่ 1,269 โคลน พบว่าช่วงความยาวของ 
CDR3 regions ในมนุษย์มีการกระจายตัวแบบปกติอยู่ในช่วงกว้าง 5-37 Amino acid residues 
และมีค่าเฉลี่ยความยาวเท่ากับ 16.1±4.1 ในหนูมี CDR3 repertoire ที่สั้นกว่ามากอยู่ในช่วง 5-26 
Amino acid residues และมีค่าเฉลี่ยความยาวเท่ากับ 11.8±2.4 และในลูกไก่มีการกระจายตัวแบบ
ไม่เป็นปกติและมีความยาวของกรดอะมิโนยาวกว่าในมนุษย์เท่ากับ 8-32 Amino acid residues แต่
กลับพบว่ามีค่าเฉลี่ยความยาวเท่ากับ 16.2±3.2 ซึ่งใกล้เคียงกับค่าเฉลี่ยความยาวของ CDR3 region 
ในมนุษย์ นอกจากนี้การศึกษาการกระจายตัวของความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region ใน
กบ (Adult frog) พบ cDNA ทั้งหมด 52 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region 
ตั้งแต่ 3-16 Residues โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 8.9 และพบว่ามี
ความหลากหลายของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 7.7 (Roman et al., 1995) และวัว 
(Adult cattle) พบ cDNA ทั้งหมด 23 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region 
ตั้งแต่ 3-26 Residues โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 19.8 และพบว่ามี
ความหลากหลายของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 26.9 (Berens et al., 1997) ในปลา 
Rainbow trout ตัวเต็มวัย จากการศึกษา cDNA ทั้งหมด 84 โคลน พบว่ามีความยาวของกรดอะมิโน
บริเวณ CDR3 region ตั้งแต่ 4-11 Residues โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโน
เท่ากับ 8.4 และพบว่ามีความหลากหลายของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 2.7 CDR3 
region ในปลา Atlantic cod พบ cDNA ทั้งหมด 112 โคลน มีความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ 
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CDR3 region ตั้งแต่ 6-17 Residues ซึ่งในช่วงความยาวของกรดอะมิโนตั้งแต่ 8-13 Residues 
พบว่ามีจ านวนโคลนมากที่สุด โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 10.2 และ
พบว่ามีความหลากหลายของความยาวของล าดับกรดอะมิโนเท่ากับ 3.6 (Stenvik et al., 2000)                 
ซึ่งโดยปกติแล้วความยาวของ CDR3 region นี้มีความส าคัญต่อความสามารถในการจับกับ Antigen 
โดยความยาวของ CDR3 region ที่เพ่ิมมากขึ้นจะมีผลต่อความหลากหลายของโครงสร้างโปรตีนให้มี
เพ่ิมมากข้ึนเช่นเดียวกัน นอกจากนี้ความยาวของ CDR3 region ที่มีขนาดสั้นที่พบมากในสัตว์
เลือดเย็น (Cold-blooded vertebrates) นั้นอาจจะไปจ ากัดความหลากหลายของโมเลกุล 
Antibody ในการจับกับ Antigen ก็เปน็ได้ (Roman et al., 1995) ซึ่ง CDR3 region ที่มีความ
หลากหลายของกรดอะมิโนสูงพบว่ามีบทบาททางด้านความจ าเพาะและความชอบจับกับ Antigen ได้
มากเช่นเดียวกัน (Casali and Schettino, 1996; Kabat and Wu, 1991) นอกจากนี้ Wu et al. 
(1993) ได้แสดงให้เห็นว่าความยาวของกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 region จะมีผลโดยตรงต่อ
โครงสร้างของ CDR3 region ในการจับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมด้วย โดยได้ให้ข้อสังเกตว่า 
ความยาวของ CDR3 region ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน 8 Residues จะมีโครงสร้างของโปรตีน
ค่อนข้างแบน (Flat) และจะ Form เป็นแอ่งหลุม (Pocket) ในขณะที่ CDR3 region ที่มีความยาว
มากกว่าจะมีโครงสร้างที่มีการยื่นออกมา (Protrudes out) จากโมเลกุลของโปรตีน
Immunoglobulin 
 

 
ภาพที่ 15  การกระจายตัวของความยาวของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ CDR3 regions จากล าดับ                           
              นิวคลีโอไทด์ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ทั้งหมด 126 โคลน โดยที่  
     และ s2 แสดงถึงค่าเฉลี่ยและความแปรปรวนของ Amino acid residues ตามล าดับ 
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 จากข้อมูลการศึกษาวิจัยความหลากหลายของ Variable region ของ cDNA ของยีน
Immunoglobulin heavy chain ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันทั้งในระดับ Transcription และ 
Genome พบว่ามีการศึกษาทั้งในสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง ซ่ึงได้แก่ สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม สัตว์
สะเทินน้ าสะเทินบก สัตว์เลื้อยคลาน และสัตว์ปีก รวมทั้งปลากระดูกอ่อนและปลากระดูกแข็งที่ยังมี
อยู่อย่างจ ากัด โดยในกลุ่มของสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง เช่น การศึกษาของ Haire et al. (1990) ได้
ท าการศึกษาความหลากหลายบน Variable region ของ cDNA ของยีน Immunoglobulin heavy 
chain ในกบ (Xenopus laevis) โดยการท า cDNA Library ของ mRNA ที่ได้จากม้าม โดยพบโคลน
ที่ Encode variable region ทั้งหมด 40 โคลน ซ่ึงเมื่อใช้เกณฑ์ความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ (Nucleotide identity) ที่มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 70% ให้จัดอยู่ต่าง Family กัน (Brodeur 
and Riblet, 1984) พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มของ VH family ที่แตกต่างกันได้อย่างน้อย 11 Families 
นอกจากนี้ยังพบว่าความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในแต่ละ Family มีค่ามากกว่า 90% 
โดย VH family ทั้ง 11 กลุ่มนี้พบว่ามีบริเวณ  Hyperconserved sequence ประกอบด้วย YYC ซ่ึง
อยู่ภายในบริเวณปลายของส่วน FR3 ซึ่งสามารถพบได้ใน IgM heavy chain ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด
รวมทั้งปลานิลในการศึกษาครั้งนี้ด้วย ในส่วนของ DH segment พบว่ามีความยาวของล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ตั้งแต่ 4-29 Residues ซึ่งแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 1-10 Residues โดยมีเกณฑ์ในการจัดกลุ่ม
ด้วยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์อย่างน้อย 4 Bases ที่มีความเหมือนกันในแต่ละโคลนอย่างน้อย 2 
โคลน ซึ่งสามารถจัดกลุ่มได้ 4-5 กลุ่มและที่ไม่ได้ท าการจัดอยู่ในกลุ่มเหล่านี้อีก 13 Families และยัง
พบการสร้างความหลากหลายทั้งแบบ Junctional และ N-type diversity ของ DH segment ใน 4 
กลุ่มนี้ ในส่วนของ JH segment สามารถจัดกลุ่มได้ 10 กลุ่ม ซึ่งมีการสร้างความหลากหลายด้วยการ
เปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์มากกว่า 3  Nucleotides และพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ VH 
family ที่แตกต่างกันจะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ JH segments เหมือนกันและล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ VH family กลุ่มเดียวกันจะมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ JH segments ที่แตกต่างกันได้ Ota and 
Nei (1995) ท าการศึกษา Variable region ของยีน Immunoglobulin heavy chain ในไก่ 
(Gallus gallus) ในระดับ Genome พบว่ามี Single functional gene (VH1) ที่ Code ให้เป็น 
Variable region และความหลากหลายของ Ig จะถูกสร้างจากกระบวนการ Gene conversion ของ
ยีน VH1 จากการเชื่อมต่อของ Pseudogenes (ΨVH's) ซึ่งพบว่ามีมากกว่า 80 ยีนที่อยู่ทางด้านปลาย 
5' ของยีน VH1 ซึ่งทางด้านปลาย 3' ของยีน  ΨVH's พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกับ 
Genomic D genes ซึ่งมีท้ังหมด 16 ยีน (Reynaud et al., 1989; Reynaud et al., 1991) ซ่ึง
โดยทั่วไปแล้ว V region ของ Immunoglobulins จะประกอบด้วย Complementarity-
determining regions (CDRs) และ Framework regions (FRs) ซ่ึง CDRs ท าหน้าที่เก่ียวข้องกับ 
Antigen binding และมีความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์สูงซึ่งเกิดจากการ Insertions และ 



86 
 

Deletions ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน Matsuda et al. (1998) ท าการศึกษา Variable 
region ของยีน Ig heavy chain ในบริเวณ Variable (VH) region locus จาก Genomic DNA ใน
มนุษย์ (Homo sapians) พบว่ามี VH regions ทั้งหมด 123 VH segments โดยท าการจัดกลุ่มแล้ว
ได้ VH ทั้งหมด 7 families และจากการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับกรดอะมิโน (Amino acid 
homology) พบว่ามีความเหมือนกับสัตว์มีกระดูกสันหลังหลายชนิด ประกอบด้วยหนู Mouse 
38.8%, หนู Rat 30.0%, Rabbit 38.6%, Dog 34.4%, Caiman 36.4%, Xenopus 33.7%, 
Teleost fish 36.7% และ Horned shark 28.6% เป็นต้น ในส่วนของ Diversity (DH) region 
gene พบอย่างน้อย 5 กลุ่มและในส่วนของ Joining (JH) region gene พบอย่างน้อย 6 กลุ่ม 
(Ravetch et al., 1981) เพ่ือน ามาใช้ในการสร้างความหลากหลายให้กับริเวณ Antigen combining 
sites ของโมเลกุลของ Immunoglobulin  
 
 ในกลุ่มของปลา การศึกษาวิจัยความหลากหลายของ Variable region ของยีน Ig heavy 
chain ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน ก็ได้มีการรายงานทั้งในระดับ cDNA และ Genomic DNA ทั้งใน ปลา
กระดูกอ่อนและปลากระดูกแข็ง เช่น ปลาทอง Carassius auratus (Order Cypriniformes) พบ 
VH family 3 กลุ่ม (Wilson et al., 1991) ปลาปักเป้า Takifugu rubripes (Order 
Tetradontiformes) พบ VH gene 8 segments ซึ่งสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 2 VH families (Peixoto 
and Brenner, 2000) ปลา Atlantic salmon (Salmo salar) (Order Salmoniformes) พบ VH 
family 9 กลุ่ม (Solem et al., 2001) ปลาม้าลาย (Danio rerio) (Order Cypriniformes) ได้
ท าการศึกษาในระดับ cDNA จากทั้งหมด VH 75 Segments และสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 7 VH 
families (Danilova et al., 2005) ปลา Siberian sturgeon (Acipenser baeri) (Order 
Acipenseriformes) ได้ท าการศึกษาจาก cDNA ของ VH ทั้งหมด 41 โคลน ซึ่งสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 
3 VH families (Lundqvist et al., 1998) ปลา Channel catfish (Ictalurus punctatus)                        
(Order Siluriformes) ได้ท าการศึกษาจากทั้งหมด 560 โคลน สามารถจัดกลุ่ม VH family ได้ 13 
Families ซึ่งพบว่ามีกลุ่ม VH family มากที่สุดในบรรดาสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นต่ าที่ได้มีการศึกษามา
ก่อนหน้านี้ Yang et al. (2003) 
  
 Roman et al. (1996) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของ Variable domain ในระดับ 
cDNA ของปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Order Salmoniformes) ที่ได้จาก
การโคลนโดยใช้ mRNA ที่สกัดจากม้าม พบว่าได้โคลนของ VH ทั้งหมด 46 โคลน แล้วมาท าการจัด
กลุ่ม VH family ได้ทั้งหมด 11 กลุ่ม เช่นเดียวกับ Andersson and Matsunaga (1998) ได้
ท าการศึกษา cDNA ของ VH clones จากปลา Arctic charr (Salvelinus alpinus) (Order 
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Salmoniformes) พบว่าสามารถจัดกลุ่ม VH family ของ Arctic charr ได้ 8 กลุ่ม จาก VH cDNA 
13 โคลน ต่อมา Stenvik et al. (2000) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของ Variable region ของ
ยีน Ig heavy chain ในปลา Atlantic cod (Gadus morhua L.) (Order Gadiformes) จาก
หอ้งสมุด cDNA ที่สร้างจากม้ามและไตส่วนหน้าทั้งหมด 115 โคลน พบว่าสามารถจัดกลุ่ม VH family 
ได้ 4 Families และสามารถจัดกลุ่มของ JH segments ได้ 3 กลุ่ม ที่มีความแตกต่างกันของล าดับ                
นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ JHI, JHIIa และ JHIIb ซ่ึง JHIIa และ JHIIb มีการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์
ต่างกันเพียง 1 Residue เท่านั้น ซึ่งอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์เกิดขึ้นที่ยีน 
(Allelic variants) นอกจากนี้ยังพบว่าจ านวนกรดอะมิโนของ JHIIa และ JHIIb น้อยกว่า JHI เท่ากับ 1 
Residue เนื่องมาจาก Somatic D-JH rearrangement เป็นผลท าให้เกิด JH ที่มีขนาดสั้นลง (JH 
truncation) Coscia and Oreste (2003) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของ Variable region 
ของยีน Ig heavy chain ในปลา Emerald rockcod (Trematomus bernacchii) โดยท าการสกัด 
mRNA จากม้ามเพ่ือน ามาสร้าง VH cDNA library จากเทคนิค 5' RACE PCR จาก cDNA โคลน
ทั้งหมด 45 โคลน ซึ่งทุกโคลนมีค่าความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 52-100% และมี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 79.9% นอกจากนี้ VH sequences ส่วนมากยังพบการแปลรหัสที่ไม่ปกติซึ่งเริ่มด้วย 
AUGAUG  ซึ่งคาดว่า AUG codon ตัวแรกน่าจะเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีเพ่ิมอัตราในการแปลรหัส
ของ VH domain ในกลุ่มนี้ (Kozak, 1998) ซึ่งสามารถจัดกลุ่ม VH family ได้ 2 กลุ่มและพบว่าความ
เหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างกลุ่มมีค่าเท่ากับ 50-64% ในส่วนของการจัดเรียงตัวของ 
VH/D/JH segments พบว่าทางด้านปลาย 5' และ 3' ของ D segment อาจจะประกอบด้วย N- หรือ 
P-region additions โดยใช้เกณฑ์ในการจัดกลุ่มให้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเหมือนกันอย่างน้อย 4 
Base pairs เป็น D หลักและต้องมีสมาชิกอย่างน้อย 2 โคลนที่มี D หลักเหมือนกันให้จัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกัน ซึ่งสามารถจัดกลุ่มได้ 4 กลุ่ม โดยมีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ 4-19 Residues ในส่วน
ของ JH segment สามารถจัดกลุ่มได้ 8 กลุ่ม ซึ่งมีค่าความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ในช่วง 
67-98% ซ่ึง JH segment แต่ละกลุ่มก็จะไปเชื่อมต่อกับ VH segment ที่ต่างกันไป การศึกษาวิจัย
ของ Rumfelt et al. (2004) ในปลากระดูกอ่อน Newborn nurse shark (Ginglymostoma 
cirratum) โดยท าการสกัด mRNA จาก Primary และ Secondary lymphoid tissues เพ่ือมาสร้าง 
VH cDNA clones ซึ่งพบ Positive clones ทั้งหมด 25 โคลน โดยสามารถจัดกลุ่ม VH family ได้ 5 
กลุ่ม ที่มีความแตกต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Leader, FR และ CDR ซึ่งมาจาก 
Conventional VH family 1 กลุ่ม เช่นเดียวกับท่ีพบใน Adult horn shark, Sandbar shark และ 
Ratfish ในส่วนของยีน DH พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับที่พบใน Horn shark ซ่ึง
ประกอบด้วย DHI และ DHII โดยพบว่ามีการสร้างความหลากหลายจาก Putative N-region 
additions ซึ่งประกอบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ G และ C อีกด้วย Brown et al. (2006) ท าการศึกษา
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ความหลากหลายของ Variable region ของยีน Immunoglobulin heavy chain ปลา Rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) จากห้องสมุด cDNA ที่สร้างจากไตส่วนหน้าทั้งหมด 130 โคลน 
สามารถจัดกลุ่ม VH family ได้ 13 Families โดยก่อนหน้านี้ Roman et al. (1996) สามารถจัดกลุ่ม 
DH segment ได้ 10 กลุ่ม สามารถจัดกลุ่ม JH segment ได้ 6 กลุ่ม และจากการวิเคราะห์ VH-DH 
และ DH-JH junctions สามารถพบ N nucleotides อยู่ในบริเวณนี้ด้วย Di et al. (2009) 
ท าการศึกษาความหลากหลายของ Variable region ของยีน Immunoglobulin heavy chain ใน
ปลา Amur sturgeons (Acipenser schrenskii) จากการท า RT-PCR โดยใช้ mRNA ที่สกัดได้จาก
ม้ามมาเป็น Template ในการสร้าง cDNA ของ Variable region จากทั้งหมด 31 โคลน และเม่ือท า
การหาความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดพบว่ามีค่ามากกว่า 70% ซึ่งสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 
2 Sub-cluster แต่ถึงอย่างไรก็ตามเม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Leader sequence มาท าการ
เปรียบเทียบกันทั้ง 31 โคลน พบว่ามีค่าความเหมือนกันมากกว่า 90% จึงสรุปได้ว่ามี VH family 
เพียง 1 กลุ่มเท่านั้น ในส่วนของ D segments ประกอบด้วยกรดอะมิโน 7-35 Residues ซึ่งพบว่ามี
ความแตกต่างกันทั้งล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม ในส่วน
ของ JH segments พบ 15 โคลน ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันและเมื่อท าการจัดกลุ่มแล้วพบว่า
มี JH segments ทั้งหมด 12 กลุ่ม นอกจากนี้ยังพบว่ามีกรดอะมิโนอนุรักษ์ชนิด Cys และ Trp อีก
ด้วย ซึ่งจากผลที่ได้มาท้ังหมดนี้แสดงให้เห็นว่าในกระบวนการ Rearrangement ของ Variable 
repertoire ในปลานั้น V segment หนึ่ง ๆ ที่แตกต่างกันก็สามารถใช้ J segment อันเดียวกันหรือ
กลุ่มเดียวกันได้  
 
 จากผลของการศึกษาข้างต้นได้แสดงให้เห็นว่า IgM heavy chain ของปลานิลจะมีการสร้าง
ความหลากหลายบนบริเวณ Variable domain โดยอาศัยองค์ประกอบของ VH, DH และ JH อย่าง
น้อย 9, 6 และ 4 families ของแต่ละ Segment ตามล าดับ ในการเกิดกลไก Junctional diversity 
ซึ่งยังไม่สามารถชี้ชัดได้ถึงจ านวนที่แท้จริงของ Gene segments ต่าง ๆ ซึ่งจะต้องอาศัยการศึกษา
การตรวจสอบล าดับ Nucleotides บน Genome ของปลานิล ในการศึกษาในอนาคต และเม่ือ
พิจารณาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ CDR3 ของ Variable regions จะพบว่า Variable domain ของ 
IgM heavy chain ของปลานิล ยังใช้กลไกอ่ืน ๆ ที่มีความส าคัญในการสร้างความหลากหลายของ
กรดอะมิโนเพื่อใช้จับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่ส าคัญได้แก่ กลไก Junctional imprecision, 
P- และ N- nucleotides, D-D combination, Gene inversion, Deletion และ Addition เป็นต้น  
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 3.5  การศึกษาความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของ     
ปลานิล ในบริเวณ Variable region 
 
 จากการศึกษาความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของ     
ปลานิล ในบริเวณ Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ Leader peptide ทั้งหมด 
126 โคลน ด้วยวธิีของ Kabat and Wu (1971) พบว่าค่าความหลากหลาย (Variability) เฉลี่ยของ
บริเวณ FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 และ FR4 เท่ากับ 10.58, 21.78, 7.94, 28.86, 9.11, 
52.16 และ 2.82 ตามล าดับ จากค่าที่ได้ดังกล่าวจะแสดงให้เห็นว่าบริเวณ Frame work region (FR) 
มีความหลากหลายของกรดอะมิโนน้อยกว่าบริเวณ Complementarity determining region 
(CDR) อย่างชัดเจน ซึ่งบริเวณ FR4 มีความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนน้อยที่สุดรองลงมาคือ 
FR2, FR3 และ FR1 ตามล าดับ และในบริเวณ CDR3 มีความหลากหลายของกรดอะมิโนมากที่สุด
รองลงมาคือ CDR2 และ CDR1 ตามล าดับ โดยที่ต าแหน่งที่มีความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโน
มากที่สุดคือ ต าแหน่งที่ 106 ในบริเวณ CDR3 มีค่าความหลากหลายเท่ากับ 80.64 (ภาพที่ 16) ซ่ึง
ให้ผลคล้ายกันกับผลการศึกษาที่ได้จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน 
IgM heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ 
Leader peptide ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธี Shannon analysis (Stewart et al., 1997) โดย
พบว่าค่า Shannon entropy (H) เฉลี่ยของบริเวณ FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 และ FR4 
มีค่าเท่ากับ 0.82, 1.25, 0.68, 1.37, 0.78, 1.66 และ 0.21 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าบริเวณ CDR 
มีความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนมากกว่าบริเวณ FR โดยที่ CDR3 มีความหลากหลายของ
ล าดับกรดอะมิโนมากท่ีสุดที่ต าแหน่ง 106 ซึ่งมีค่า Shannon entropy (H) เท่ากับ 2.38 รองลงมา
คือ CDR2 และ CDR1 ตามล าดับ ส่วนบริเวณทีม่ีความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนน้อยได้แก่ 
บริเวณ FRs ทั้งหมดโดยมีค่า H ตั้งแต่ FR1-FR4 มีค่าอยู่ระหว่าง 0.21-0.82 โดยพบว่าบริเวณท่ีมี
ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนน้อยที่สุดคือ FR4 ซึ่งให้ผลคล้ายกันกับการวิเคราะห์ความ
หลากหลายด้วยวิธี Kabat and Wu (1971) ในข้างต้น (ภาพที่ 17) 
 
 จากโครงสร้างของ Variable region ของ Immunoglobulin heavy chain ซึ่งเป็น
ต าแหน่งส าคัญที่ท าหน้าที่ในการเป็น Antigen-binding site ทีป่ระกอบด้วย VH, DH และ JH ซ่ึง
บริเวณ Variable region นี้ถูกก าหนดให้เป็นต าแหน่งของ Complementarity-determining 
regions (CDRs) จากการท า Variability plot ของล าดับกรดอะมิโนของ V region จ านวนมากใน
มนุษย์ หนู กระต่าย ม้าและฉลาม (Wu and Kabat 1970; Kabat and Wu, 1971) ซ่ึง V region นี้
จะประกอบด้วยบริเวณ FR และ CDR ซ่ึงบริเวณนี้จะมี CDR 3 ต าแหน่งด้วยกัน โดย CDR1 และ 
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CDR2 จะถูก Encoded อยู่ใน Germ-line V segment ส่วน CDR3 จะถูก Encoded โดย VHDHJH 
junctional regions (Hsu et al., 1989) ซึ่งจากการศึกษาความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโน
ของ cDNA ยีน Ig heavy chain ในบริเวณ Variable region ในกบ หนู มนุษย์และฉลามพบว่า
บริเวณ FR2, ทางด้านปลายของ FR3 และ JH (FR4) มีความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนน้อย
ที่สุดและเป็นบริเวณอนุรักษ์ของสิ่งมีชีวิตทั้ง 4 ชนิดอีกด้วย (Hsu et al., 1989) นอกจากนี้ Haire et 
al. (1990) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีน Ig heavy 
chain บริเวณ Variable region ในกบเปรียบเทียบกับมนุษย์และหนูพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
cDNA ของ VH domain ในบริเวณ Framework region (FR1) ตั้งแต่ Codons ต าแหน่งที่ 6-24 
และ Codons ต าแหน่งที่ 67-85 เป็นต าแหน่งของ FR3 (Codons 2-23) ซึ่งทั้งสองต าแหน่งนี้มีความ
เหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์มากที่สุดเมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในกลุ่มของ
แต่ละกลุ่ม VH family และมีความหลากหลายอยู่ในช่วงกว้างเมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ระหว่างกลุ่มของ VH family ในสิ่งมีชีวิตเหล่านั้น ซึ่งจากวิธีการในการเปรียบเทียบแบบนี้จะเป็น
ประโยชน์ในการท าความเข้าใจความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของ VH family ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ 
ได้ (Schroeder et al., 1990) ส่วน FR2 พบว่ามีความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ค่อนข้าง
น้อยในแต่ละกลุ่มของ VH family เช่นเดียวกันกับบริเวณ Complementarity determining 
regions (CDR1 และ CDR2) ซึ่งมีความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์น้อยกว่าบริเวณ CDR3 ใน
บริเวณ FR3 พบว่ามีบริเวณอนุรักษ์ท่ีมีความเหมือนกันทั้งใน VH 11 families ประกอบด้วย Tyr (Y)-
Tyr (Y)-Cys (C) นอกจากนี้เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนบริเวณ FR1 และ FR2 กับมนุษย์ 
หนู ฉลาม จระเข้ ไก่และปลากระดูกแข็ง พบว่าเป็นบริเวณที่มีความหลากหลายน้อยมากในแต่ละ
สิ่งมีชีวิต ซึ่ง VH family ในกบพบว่าจะมีการเปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนเพียง 1 หรือมากกว่านั้น
ในต าแหน่งนี้ เมื่อท าการเปรียบเทียบความหลากหลายบริเวณ CDR1 และ CDR2 ภายใน V gene 
family เดียวกันพบว่าระดับการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ CDR2 ของกบเม่ือ
เปรียบเทียบกับหนูแสดงให้เห็นว่าค่าเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ในหนูมีค่า 5-10 
Nucleotides ใน 51-57 โคลน และในกบมีค่าเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 8 
Nucleotides ใน 48 โคลน ในส่วนของบริเวณ CDR1 ของกบมีการเปลี่ยนแปลงมากกว่าในหนู 
นอกจากนี้ยังพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ใน VH family เดียวกันจะมีบริเวณ CDR1 ที่เหมือนกันได้
เช่นเดียวกับในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดอื่น ๆ (Bothwell et al., 1981) นอกจากนี้การศึกษาของ 
Ota and Nei (1995) ที่ศึกษาความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีน Ig heavy 
chain บริเวณ Variable region ในไก่เปรียบเทียบกับในหนูและมนุษย์พบว่าบริเวณ CDR มีความ
หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์มากกว่าบริเวณ FR ในสิ่งมีชีวิตทั้ง 3 ชนิดที่กล่าวมา Stenvik et 
al. (2000) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีน Ig heavy 



91 
 

chain บริเวณ Variable region ในปลา Atlantic cod ด้วยวิธีการของ Kabat and Wu (1971) 
เปรียบเทียบกับกระต่าย โดยการใช้ cDNA ของ VH region ของ Ig heavy chain ในปลา Cod 
จ านวน 100 โคลน ท าการเปรียบเทียบกับ cDNA ของ VH region ของ IgM heavy chain ใน
กระต่ายจ านวน 90 โคลน พบว่าความหลากหลายบริเวณ FR1-FR3 ในกระต่ายมีค่าค่อนข้างมากกว่า
ในปลา Cod ขณะที่บริเวณ CDR3 มีความหลากหลายสูงและคล้ายกันทั้งในปลา Cod และกระต่าย 
แต่เมื่อท าการเปรียบเทียบโดยใช้ cDNA ของ VH region ของ Ig heavy chain ในปลา Cod จ านวน 
100 โคลน กับ cDNA ของ VH region ของ IgM heavy chain ในกระต่ายจ านวน 377 โคลน พบว่า
ความหลากหลายบริเวณ FR1-FR3 ของทั้งกระต่ายและปลา Cod มีความคล้ายกัน ขณะที่บริเวณ 
CDR3 ของปลา Cod จะมีความหลากหลายมากกว่ากระต่าย ซึ่งเมื่อท าการพิจารณาในแต่ละบริเวณ
พบว่า CDR 1 ในปลากระดูกแข็งหลายชนิดมีความยาวของกรดอะมิโนได้ 3-9 Residues และเม่ือท า
การเปรียบเทียบความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนในบริเวณ CDR1 และ CDR2 ในปลากระดูก-
แข็งหลายชนิดพบว่ามีความคล้ายคลึงกันมาก ต่างจากในปลา Cod ที่ค่อนข้างมีความหลากหลายของ 
บริเวณ CDR1 และ CDR2 มากกว่าในปลากระดูกแข็งชนิดอื่น ๆ ส่วนบริเวณ CDR2 ในสัตว์เลี้ยงลูก-
ด้วยนมพบว่ามีความยาวของล าดับกรดอะมิโนได้ 16-19 Residues ซ่ึงต่างจากปลา Cod ที่มีความ
ยาวของล าดับกรดอะมิโนได้ 15-18 Residues และมีบางโคลนที่มีความยาวของล าดับกรดอะมิโน
เท่ากับ 11 Residues ในส่วนของบริเวณ CDR3 ในปลา Cod พบว่ามีความหลากหลายของความยาว
ของล าดับกรดอะมิโนได้ 6-17 Residues และท่ีความยาวของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 8-13 
Residues พบว่ามีจ านวนมากท่ีสุด โดยมีค่าเฉลี่ยของความยาวของ CDR3 มากกว่าปลา Trout, กบ
และหนู ขณะที่ความหลากหลายของ CDR3 ในปลา Cod และ Trout มีค่อนข้างจ ากัดมากกว่าในกบ
และหนูอย่างเห็นได้ชัด ขณะที่กระต่าย มนุษย์และวัวมีความยาวและความหลากหลายของบริเวณ 
CDR3 มากกว่าในสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืน ๆ Coscia and Oreste (2003) ได้ท าการศึกษาความ
หลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน Ig heavy chain บริเวณ Variable region ในปลา 
Emerald rockcod ด้วยวิธีการหาค่า Shannon entropy (H) (Shannon, 1948; Stewart et al., 
1997) โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 45 โคลน พบว่าบริเวณ CDR2 มีค่า H มากกว่า CDR1 โดย 
CDR2 มีความยาวของล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 5-11 Residues และมีค่าเฉลี่ยของความยาว
เท่ากับ 8.4 Residues ซึ่งเป็นความหลากหลายของความยาวที่สูงกว่าในปลาชนิดอ่ืน ๆ และเป็น 
CDR2 ที่มีความยาวมากที่สุด ขณะที่ CDR3 มีค่า Entropy มากที่สุดเท่ากับ 3.5 โดยความยาวของ
ล าดับกรดอะมิโนอยู่ในช่วง  7-13 Residues และมีค่าเฉลี่ยของความยาวเท่ากับ 11.6 Residues ซ่ึง
มีความแตกต่างกันของความยาวที่น้อยกว่าในปลาชนิดอ่ืน ๆ ในทางตรงกันข้ามบริเวณ FR มีความ
หลากหลายน้อยและมีค่า Entropy ต่ ากว่า 1.5 นอกจากนี้ Di et al. (2009) ยังได้ท าการศึกษาความ
หลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน Ig heavy chain บริเวณ Variable region ในปลา Amur 
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sturgeon ด้วยวิธีการของ Kabat et al. (1991) พบว่าบริเวณท่ีมีความหลากหลายมากคือ CDR โดย 
CDR1 มีจ านวนกรดอะมิโนเท่ากับ 5 Residues CDR2 มีจ านวนกรดอะมิโนเท่ากับ 15-19 Residues 
และ CDR3 มีจ านวนกรดอะมิโนเท่ากับ 4-11 Residues โดยพบว่า CDR2 มีความยาวมากกว่า 
CDR1 และ CDR3 ซ่ึง CDR3 มีความหลากหลายของกรดอะมิโนมากที่สุดและเมื่อท าการเปรียบเทียบ
ความยาวของบริเวณ CDR3 กับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ พบว่า CDR3 ของปลา Amur sturgeon มีความ
ยาวน้อยกว่าในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมซึ่ง Roman et al. (1995) ได้ให้ข้อสังเกตว่าความยาวของ CDR3 
จะเพ่ิมมากขึ้นตามล าดับวิวัฒนาการในสัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง 
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ภาพที่ 16  ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ  Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ    
     Leader peptide ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธีของ Kabat and Wu (1971) 
 

 
ภาพที่ 17  ความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ในบริเวณ Variable region โดยไม่มีล าดับกรดอะมิโนในส่วนของ   
     Leader peptide ทั้งหมด 126 โคลน ด้วยวิธี Shannon analysis (Stewart et al., 1997)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 10
0

10
1

10
2

10
3

10
4

10
5

10
6

10
7

10
8

10
9

11
0

11
1

11
2

11
3

11
4

11
5

11
6

11
7

11
8

11
9

12
0

12
1

12
2

12
3

12
4

12
5

12
6

V
ar

ia
bi

lit
y

Residue numbers
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Regions of variable domains

0

0.5

1

1.5

2

2.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1
0

1
1

1
2

1
3

1
4

1
5

1
6

1
7

1
8

1
9

2
0

2
1

2
2

2
3

2
4

2
5

2
6

2
7

2
8

2
9

3
0

3
1

3
2

3
3

3
4

3
5

3
6

3
7

3
8

3
9

4
0

4
1

4
2

4
3

4
4

4
5

4
6

4
7

4
8

4
9

5
0

5
1

5
2

5
3

5
4

5
5

5
6

5
7

5
8

5
9

6
0

6
1

6
2

6
3

6
4

6
5

6
6

6
7

6
8

6
9

7
0

7
1

7
2

7
3

7
4

7
5

7
6

7
7

7
8

7
9

8
0

8
1

8
2

8
3

8
4

8
5

8
6

8
7

8
8

8
9

9
0

9
1

9
2

9
3

9
4

9
5

9
6

9
7

9
8

9
9

1
0

0

1
0

1

1
0

2

1
0

3

1
0

4

1
0

5

1
0

6

1
0

7

1
0

8

1
0

9

1
1

0

1
1

1

1
1

2

1
1

3

1
1

4

1
1

5

1
1

6

1
1

7

1
1

8

1
1

9

1
2

0

1
2

1

1
2

2

1
2

3

1
2

4

1
2

5

1
2

6

S
h

an
n

on
 e

n
tr

op
y 

(H
)

Residue numbers
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Regions of variable domains



94 

ความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์และความจ าเพาะของ VH domains ถูกสร้างจากการรวมตัว
กันของ VH, DH และ JH gene segments โดยกระบวนการ Combinatorial and junctional 
shuffling ที่เกิดขึ้นในระหว่างการพัฒนาตัวของ B cell และกระบวนการ Somatic mutations ของ 
VH domains ซึ่งข้ันตอนนี้จะเกิดข้ึนบนต าแหน่งของ Variable region ของ Immunoglobulin 
ภายหลังจากท่ี NaÏve B cells ได้พบกับเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมท่ีมีความจ าเพาะและเริ่มพัฒนา
ตัวเองให้กลายไปเป็น Mature B cells ในระหว่างการพัฒนานี้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บางส่วนเพ่ือให้ได้โครงสร้างของโปรตีน Immunoglobulin ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อโรคหรือสิ่ง
แปลกปลอมชนิดนั้น ๆ ได้มากและแข็งแรงยิ่งขึ้น แสดงให้เห็นว่าความรู้ในเรื่องของ Gene 
segments ต่าง ๆ ที่จะมาประกอบหรือรวมตัวกันใหม่เพ่ือให้ได้โมเลกุล Antibodies นั้นเป็นความรู้
พ้ืนฐานส าคัญอย่างมาก เพ่ือที่จะเข้าใจในธรรมชาติของระบบภูมิคุ้มกัน (De Bono et al., 2004) ซ่ึง
จากผลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่ากลไกการสร้างความหลากหลายของบริเวณ 
Variable region ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลานิลปกตินั้นมาจากกระบวนการ 
Combinatorial diversity และ Junctional imprecision โดยการน า VH, DH และ JH อย่างน้อย 9, 
6 และ 4 Families ตามล าดับ มาเชื่อมต่อกันใหม่แบบสุ่มโดยการท างานของเอนไซม์ RAG 
(Tonegawa, 1983) ซ่ึง VH family เดียวกันสามารถมี DH และ JH ที่เหมือนกันหรือต่างกันก็ได้ 
กระบวนการ Junctional diversity เป็นการสร้างความหลากหลายบริเวณ VH/DH/JH junction หรือ 
CDR3 โดยจะมีเอนไซม์ TdT เข้ามาช่วยในการตัดและเติม P และ N nucleotides เป็นต้น และคาด
ว่าในปลานิลน่าจะมีกระบวนการในการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือให้มีความสามารถจับกับ
แอนติเจนได้ดียิ่งขึ้นโดยผ่านกระบวนการ Somatic hypermutation, secondary VH/L gene 
recombination และ Heavy/light chain paring ซ่ึงเป็นกลไกที่ช่วยในการเพ่ิมความหลากหลาย
ของแอนติบอดีได้อีกด้วย จากการศึกษาในสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืน ๆ เช่น ในมนุษย์และหนู 
พบว่ามีการสร้างความหลากหลายของ V region ผ่านทางกระบวนการ Germ-line combination 
และกระบวนการ Somatic processes อ่ืน ๆ ซึ่งการจัดเรียงตัวของ Germ-line gene segments 
ที่มีจ านวนมากนี้จะมีการเรียงตัวจากหลาย ๆ V gene segments (CDR1 และ CDR2), D gene 
segments และ J gene segments ตามล าดับ แล้วท าการจัดเรียงตัวใหม่ (Somatically 
rearrangement) ให้มกีารรวมตัวกันอย่างมีความแตกต่างเพ่ือที่จะสร้างบริเวณ CDR3 ให้มีความ
แตกต่างกัน นอกจากนี้ความหลากหลายยังถูกสร้างจากกระบวนการทางร่างกาย เช่น Junctional 
diversification และ Somatic hypermutation (Tonegawa, 1983; Rathbun et al., 1989)  
 
 จากการศึกษาของ Jackson et al. (2004) พบว่า Germ-line V gene ในฉลามมปีระมาณ 
100-200 segments แต่กลับพบว่ามีการจัดเรียงตัวของ VH-DH-JH-CH units แบบซ้ า ๆ กันหลาย ๆ 
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ชุด ซึ่งมีส่วนท าให้พบการสร้างความหลากหลายแบบ Germ-line diversity และ Junctional 
diversity แต่จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าจะพบการสร้างความหลากหลายแบบ Combinatoral 
diversity ได้น้อยมาก (Kokubu et al., 1988b) ในทางตรงกันข้ามความหลากหลายของ Antibody 
ในไก่ได้มาจากกระบวนการ Gene conversion ซึ่งมีการเพ่ิมล าดับนิวคลีโอไทด์จากชุดของ 
Pseudogene segments ที่อยู่ทางด้านหน้าของ V segments เพ่ือน าไปประกอบเป็น Somatically 
assembled V(D)J unit ใหม่ (Reynaud et al., 1987) ซึ่งคล้ายกับทฤษฎี Minigene ทีไ่ด้รายงาน
ไว้โดย Kabat et al. (1979) ในกบพบว่าการรวมตัวกันของ VDJ gene segments เหล่านี้มาจาก
กลไก Junctional diversification mechanisms ประกอบด้วย Nucleotide insertion และ 
Deletion เพ่ือสร้างความหลากหลายของบริเวณ  Antigen-binding sites ของ Immunoglobulin 
H-chain ให้มีมากข้ึน ซึ่งการจัดเรียงตัวของ VH gene segments ที่มี VH, DH และ JH components 
จ านวนมากแล้วมารวมตัวกับ C region genes ที่มีจ านวนน้อยกว่านี้มีพบว่ามีความคล้ายคลึงกับการ
สร้างความหลากหลายของ VH region ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม นอกจากนี้ยังมีการสรุปเพิ่มเติมอีกว่า
บางทีความหลากหลายของ Framework regions อาจจะมีส่วนช่วยให้บริเวณ Antigen-combining 
site เกิดการสร้างความหลากหลายในการจับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่มากขึ้นก็เป็นได้ (Hsu et 
al. 1989) ในส่วนของ D segments นั้นพบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ GC rich อยู่ทางด้านปลายของ D 
segment ซึ่งมีลักษณะเช่นเดียวกับ N sequences (Alt and Baltimore, 1982) และในสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมมีการเติม N sequences ไปที่ DJ หรอื VD junctions ในระหว่างกระบวนการ 
Rearrangement อีกด้วย (Hsu et al., 1989) และจากการศึกษาของ Haire et al. (1990) พบว่า
การจัดเรียงตัวของ VH locus ของ Ig heavy chain ในกบจะคล้ายกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในขณะที่
ปลากระดูกอ่อนและสัตว์ปีกมีการจัดเรียงตัวของยีนเป็นแบบ Cluster หรือ Single gene-multiple 
pseudogene และพบว่ามีการสร้างความหลากหลายของ Variable region โดยกระบวนการ 
Combinatorial diversity ในแต่ละส่วนของ VDJ elements นอกจากนี้ในการเปรียบเทียบความ
แตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNAs กับ Genomic DNA ของ Variable region แสดงให้เห็น
ว่าอาจมีผลมาจากกระบวนการ Somatic mutation หรือ Limited gene conversion เป็นต้น Ota 
and Nei (1990) ได้รายงานว่ากลไกในการสร้างความหลากหลายของ Variable region ของ Ig 
heavy chain ในไก่ มาจากกระบวนการ Somatic gene conversion โดยใช้ Functional V gene 
ที่มีอยู่เพียง 1 segment มาเชื่อมต่อกับหลาย ๆ V pseudogenes ที่อยู่ในบริเวณปลาย 5' ของ 
Functional V gene ซึ่งเป็นกลไกการสร้างความหลากหลายที่ไม่เหมือนกับสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิด
อ่ืน ๆ ยกเว้นในกระต่ายที่มีการสร้างความหลากหลายของ Variable region ของ Ig ด้วยกลไกนี้ 
(Knight, 1992)  
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 นอกจากนี้ Stenvik et al. (2000) ได้รายงานว่ากลไกการสร้างความหลากหลายของ 
Variable region ของ Ig heavy chain ในปลา Atlantic cod บาง Family มาจากกระบวนการ 
Germline gene conversion ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Matsunaga and Andersson 
(1997) ทีพ่บว่าการสร้างความหลากหลายแบบ Germline gene conversion อาจเป็นกลไกที่
รวดเร็วและมีความส าคัญในการสร้างความหลากหลายของ Germline V gene ในสัตว์มีกระดูกสัน
หลังชั้นต่ าทั่วไป Coscia and Oreste (2003) ได้รายงานว่ากลไกในการสร้างความหลากหลายของ V 
region ของ Ig heavy chain ในปลา Emerald rockcod ส่วนใหญ่มาจากการเกิด Point 
mutations นอกจากนี้ยังพบอีกว่ากลไกในการสร้างความหลากหลายบริเวณ CDR3 มาจาก 
Junctional mechanisms โดยการเติมล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Putative N- และ P-region ใน
ต าแหน่ง VH/D และ D/JH junctions และกลไกในการสร้างความหลากหลายของบริเวณ CDR2 มา
จากกระบวนการ Hypermutation สอดคล้องกับการรายงานของ Rumfelt et al. (2004) และ 
Malecek et al. (2005) ที่ท าการศึกษาความหลากหลายของบริเวณ Variable region ของ IgM 
heavy chain ใน Nurse shark พบว่ามีกลไกในการสร้างความหลากหลายแบบ Somatic 
hypermutation บริเวณ FR1 และ CDR1 และมีการเติม N nucleotide เพ่ือสร้างความหลากหลาย
ในบริเวณ CDR3 อย่างเห็นได้ชัด 
 
4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Immunoglobulin M heavy chain โดยวิธี Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และเทคนิค Quantitative Real-
time PCR ในเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ ของปลานิล 
 
 4.1  การศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลปกติ
โดยใช้เทคนิค RT-PCR 
 
  จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิลปกติ โดย
วิธี RT-PCR และใช้ Specific primers ที่ออกแบบมาจากบริเวณ Constant region (Cµ2- Cµ3) 
(ตารางที่ 3) ในเนื้อเยื่อ 13 ชนิด ได้แก่ สมอง (Brain), เหงือก (Gills), อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 
(Gonad), หัวใจ (Heart), ไตส่วนหน้า (Head kidney), ล าไส้ (Intestine), ตับ (Liver), กล้ามเนื้อ 
(Muscle), เม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต (Peripheral blood leukocytes), ผิวหนัง (Skin), ม้าม 
(Spleen), กระเพาะอาหาร (Stomach) และไตส่วนหลัง (Trunk kidney) โดยท าการเปรียบเทียบกับ
การแสดงออกของยีน ß-actin ทีใ่ช้เป็น House keeping gene และได้ถูกใช้เป็น Internal control 
ในการศึกษาครั้งนี้ โดยพบว่า IgM heavy chain มีการแสดงออกได้ทั้ง 13 อวัยวะ ซึ่งจากผลการ
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ทดลองที่ได้นี้พบว่าไมส่ามารถแยกความแตกต่างของการแสดงออกได้อย่างชัดเจนนัก เนื่องจาก PCR 
products ที่เกิดขึ้นมีความหนาของ Band ใกล้เคียงกันมาก แตเ่มื่อพิจารณาความเข้มของ Band ให้
ดีด้วยสายตาจะสามารถสังเกตเห็นได้ว่ายีน IgM heavy chain มีการแสดงออกสูงสุดที่ Peripheral 
blood leukocytes (PBLs) และมีการแสดงออกน้อยที่สุดที่สมอง โดยขนาดของ PCR product ของ
ยีน IgM heavy chain และยีน ß-actin เท่ากับ 425 bp และ 529 bp ตามล าดับ (ภาพที่ 18) ซ่ึง
จากผลการทดลองที่ได้ดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากปริมาณของ mRNA transcripts ของยีน 
Immunoglobulin M heavy chain ในทุกอวัยวะมีปริมาณใกล้เคียงกันในระดับที่ค่อนข้างสูง จนท า
ให้การตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR ไม่สามารถบ่งบอกถึงความแตกต่างที่แท้จริงได้ ซึ่งเป็นข้อจ ากัด
ของเทคนิคนี้ที่สามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ระยะ End point เท่านั้น นอกจากนี้ผลการ
ทดลองที่ได้ดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากการเกิดปรากฏการณ์ Plateau effect ของปฏิกิริยาการเพ่ิม
จ านวน DNA เป้าหมายในกระบวนการ PCR ซึ่งเป็นปรากฏการณ์ที่มีการลดจ านวนของ DNA 
เป้าหมายที่ต้องการเพิ่มจ านวนในระยะของ Exponential phase ซึ่งจะเกิดขึ้นในรอบของการเพ่ิม
จ านวนในระยะท้าย ๆ  โดยทั่วไปแล้วปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวน DNA จะเข้าสู่ระยะ Exponential 
phase ก่อนที่จะถึงระยะ Quasilinear phase และสุดท้ายจะเข้าสู่ระยะ Plateau phase โดยปัจจัย
ที่มีผลต่อการเกิดปรากฏการณ์นี้ได้แก่ (1) การหมดไปของ dNTPs หรือ Primers (2) DNA 
polymerase เริ่มหมดประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ DNA เนื่องจากความร้อนและความเข้มข้นของ
สารที่มีจ ากัด (3) ความเข้มข้นของ Pyrophosphate ที่มากข้ึนมีผลต่อการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 
(4) การเกิด Reannealing ของ Specific product ที่ความเข้มข้นมากกว่า 10-8 M (5) ประสิทธิภาพ
ของการแยกสาย DNA (Denaturation) ต่อ Cycle ลดลง และ (6) เกิดการท าลาย Product 
เนื่องจากกิจกรรม (5'-3' exonuclease activity) ของเอนไซม์ Taq DNA polymerase (Sardelli, 
1993; Kainz, 2000)  
 
  เมื่อพิจารณาถึงระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain จากการศึกษาครั้งนี้จะ
ให้ผลสอดคล้องกับการรายงานของ Saha et al. (2005) ที่ได้ท าการหาการแสดงออกของยีน IgM 
heavy chain (Secreted form) ในปลาปักเป้า (Takifugu rubripes) โดยวิธี Northern blot 
พบว่ามีการแสดงออกสูงที่ Lymphoid organs ซ่ึงได้แก่ Spleen, Head kidney, Trunk Kidney 
และ Thymus แต่พบว่ามีการแสดงออกน้อยที่ Skin, Gills, Intestine และ Gonad ซึ่งก่อนหน้านี้ได้
ท าการศึกษาการกระจายตัว (Localization) ของ Ig positive cells ในปลาชนิดเดียวกันนี้ แล้ว
พบว่านอกเหนือจาก Lymphoid organ ของปลาแล้ว Ig positive cells ยังสามารถพบได้ใน 
Epithelial layer ของ Skin และ Lamina propria ของ Intestine ซึ่งให้ผลคล้ายกันกับการรายงาน
ในปลา Wolfish ที่พบ B cells ใน Gills ของปลาชนิดนี้อย่างชัดเจน ขณะที่ Liver และ Muscle จะ
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เป็นอวัยวะที่ไม่พบการแสดงออกเลย (Grontvedt and Espelid, 2003) เช่นเดียวกันกับ Tian et 
al. (2009) ซึ่งได้ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในปลา Large yellow 
crocker (Pseudosciaena crocea) พบว่ายีน IgM heavy chain มีการแสดงออกในทุกอวัยวะที่
น ามาตรวจสอบได้แก่ Gills, Intestine, Liver, Kidney, Heart, Spleen, Muscle และ Whole 
blood ซึ่งพบว่ามีการแสดงออกสูงที่ Kidney, Spleen และ Intestine และจากการศึกษาของ 
Honda et al. (2010) พบว่าการแสดงออกของยีน IgM ใน Banded houndshark มีการแสดงออก
ที่ Eyes, Gills, Intestine, Liver, Pancreas, PBLs, Spleen และ Testis แต่ไม่พบการแสดงออกท่ี 
Brain, Heart, Kidney, Muscle, Skin และ Stomach เช่นเดียวกับ Xiao et al. (2010) ที่
ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในปลา Grass carp พบว่ามีการแสดงออกท่ี 
Gills, Head kidney, Intestine, Liver, Trunk kidney และ Spleen และมีการแสดงออกเบาบางที่ 
Muscle 
 

 
ภาพที่ 18  การแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลปกติ เปรียบเทียบ 
     กับการแสดงออกของยีน ß-actin โดยใช้เทคนิค RT-PCR โดย M คือ 100 bp plus    
     DNA ladder, BR คือ สมอง, GI คือ เหงือก, GO คือ อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์, HA คือ 
     หัวใจ, HK คือ ไตส่วนหน้า, IN คือ ล าไส้, LI คือ ตับ, MU คือ กล้ามเนื้อ, PBLs คือ เม็ด
     เลือดขาวในกระแสโลหิต, SK คือ ผิวหนัง, SP คือ ม้าม, ST คือ กระเพาะอาหารและ TK 
     คือ ไตส่วนหลัง ตามล าดับ 
 
 
 
 
 4.2  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Immunoglobulin M heavy chain ของ                    
ปลานิลปกติ โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-timePCR  
 
  4.2.1 Absolute quantification ของยีน IgM heavy chain ในปลานิลปกติ   

Beta-actin

M     BR    GI    GO    HA   HK    IN     LI    MU  PBLs  SK    SP    ST   TK

IgM heavy chain 425 bp

529 bp
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   การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิลปกติ ใน
เนื้อเยื่อ 13 ชนิด โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time PCR โดยเริ่มจากการสร้างกราฟมาตรฐาน 
(Standard curve) ของยีน IgM heavy chain และยีน ß-actin ที่ใช้เป็น Internal control การหา
ค่ามาตรฐานของการสังเคราะห์ยีน IgM heavy chain และยีน ß-actin ของปลานิล ท าได้โดยการใช้ 
Plasmid ที่มีชิ้น Insert ของยีนทั้ง 2 ชนิด มาเป็นแม่แบบ (DNA template) แล้วท าการวัดความ
เข้มข้นของ DNA template ดังกล่าว ด้วยเครื่อง Spectrophotometer เพ่ือให้ทราบความเข้มข้นที่
แน่นอน หลังจากนั้นจึงท าการค านวนค่า Copy number ด้วยโปรแกรม DNA concentration to 
copy number version 1.5 (http://stanice.euweb.cz/bio/DNAto Copy.html) แล้วจึงเตรียม
ความเข้มข้นของ Plasmid ให้มีจ านวน Copy number เท่ากับ 108, 107, 106 และ 105 ส าหรับยีน 
IgM heavy chain และ 107, 106, 105, 104 และ 103  ส าหรับยีน ß-actin ตามล าดับ แล้วน าไป
ตรวจสอบปริมาณของ DNA template โดยการวัดสัญญาณสารเรืองแสง Brilliant®II SYBR® Green 
ด้วยเครื่อง Mx3005P Real-time PCR ซึ่งจะแปลผลออกมาในรูปของ Amplification plot (ภาพที่ 
19 และ 20) ซ่ึง Amplification plot เป็นกราฟที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของแสง 
Fluorecence ที่ตรวจวัดได้กับจ านวนรอบ (Cycles) ของปฏิกิริยา PCR ซึ่งพบว่า DNA template ที่
มีปริมาณมากจะให้ค่า Threshold cycle (CT) น้อย เนื่องจากเครื่อง Real-timePCR สามารถ
ตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงในตัวอย่างที่มี Template มากได้ก่อนตัวอย่างที่มี DNA template ที่
มีปริมาณน้อย ซึ่งค่า CT ที่ได้นี้จะน ามาท าการสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งเป็นกราฟที่แสดงความสัมพันธ์
ระหว่างค่า CT และจ านวน Copy number ของ DNA template ซึ่งสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ
มาตรฐานนี้สามารถน ามาใช้ในการค านวณหาค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR (PCR efficiency; E) 
ที่สามารถเกิดข้ึนได้ จากสูตร PCR Efficiency (E) = 10(-1/slope) โดยที่ Slope คือค่าความชันของ
กราฟมาตรฐาน (Standard Curve) แบบ Exponential phase ของปฏิกิริยา PCR ซึ่งอยู่ในรูปของ 
Logarithmic scale โดยปกติแล้วค่า PCR efficiency (E) ที่ดีควรมีค่าอยู่ระหว่าง 1.60-2.10  หรือ
หากคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ค่า E ที่ดีจะอยู่ในช่วง 90-110% ซึ่งให้ค่า Slope อยู่ในช่วง -3.58 ถึง -3.10 
(Pfaffl, 2004; Kubista et al., 2006) โดยค่า PCR efficiency ของยีน IgM heavy chain และยีน 
ß-actin ของปลานิลที่ค านวณได้ในครั้งนี้มีค่าเท่ากับ 2.015 และ 2.023 ตามล าดับ (ภาพที่ 21 และ 
22) โดยค่าที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่า DNA เป้าหมายนั้นได้มีการเพิ่มจ านวนประมาณ 2 Copy ทุกรอบ
ของปฏิกิริยา PCR (2 copy numbers/cycle) ต่อ 1 Target DNA template ซึ่งให้ค่าใกล้เคียงกับ 
Ideal slope ที่มีค่า Slope เท่ากับ -3.322 คิดเป็นค่า E ได้ 100% นอกจากนี้การวิเคราะห์ค่า 
Melting temperature (Tm) ของ PCR product ที่เกิดขึ้นจาก DNA template ของยีนแต่ละชนิด
จะแปลผลออกมาในรูปแบบกราฟ Dissociation curve โดยค่า Tm ของยีนแต่ละชนิดจะมีค่า
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เฉพาะตัวที่แตกต่างกันและจะให้ Peak สูงสุดเพียง Peak เดียวที่อุณหภูมิมากกว่า 80 °C โดยค่า Tm 
ของยีน IgM heavy chain และยีน ß-actin มีค่าประมาณ 81 °C และ 84 °C ตามล าดับ ในขณะที่ 
Primer dimer หรือ Non-specific product จะเกิด Peak ขนาดของฐานกว้างที่อุณหภูมิต่ ากว่า                    
80 °C ซึ่งจากผลการทดลองในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าในการศึกษาการแสดงออกทั้ง 2 ยีนมี Peak สูงสุด
เพียง Peak เดียว และไม่พบ Peak อ่ืนที่แสดงถึงการปนเปื้อนจาก DNA template ชนดิอ่ืน, Primer 
dimer และ Non-specific PCR product อีกด้วย (ภาพที่ 23 และ 24) 
 

 
ภาพที่ 19  Amplification plots ของปฏิกิริยา PCR ในช่วง Exponential phase จากการตรวจวัด 
              สัญญาณสารเรืองแสง Brilliant®II SYBR® Green โดยใช้ Plasmid ที่มีชิ้น Insert ของยีน  
              IgM heavy chain ของปลานิล เป็นแม่แบบ (Template) ซ่ึงทราบความเข้มข้นที่แน่นอน 
              โดยมีค่า Copy number เป็น 108, 107, 106 และ 105 ตามล าดับ 
 
 
 
 

108 
107 

106 

105 
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ภาพที่ 20  Amplification plots ของปฏิกิริยา PCR ในช่วง Exponential phase จากการตรวจวัด 
              สัญญาณสารเรืองแสง Brilliant®II SYBR® Green โดยใช้ Plasmid ที่มีชิ้น Insert ของยีน  
              β-actin ของปลานิล เป็นแม่แบบ (Template) ซึ่งทราบความเข้มข้นที่แน่นอนโดยมีค่า         
              Copy number เป็น 107, 106, 105, 104 และ 103  ตามล าดับ 
 

 
ภาพที่ 21  กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy  
              chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR 
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ภาพที่ 22  กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน β-actin ของ 
              ปลานิล โดยใช้เทคนิค Quantitative Real-time RT-PCR  
              

 
ภาพที่ 23  Dissociation curve แสดงถึงค่า Melting temperature (Tm) ของ Target DNA ที่     
              ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนของยีน IgM heavy chain ของปลานิล 
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ภาพที่ 24  Dissociation curve แสดงถึงค่า Melting temperature (Tm) ของ Target DNA ที่  
              ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนของยีน β-actin ของปลานิล 
 
 4.2.2 Relative หรือ Comparative quantification ของยีน IgM heavy chain ของ
ปลานิลปกติ  
 
          จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิลปกติ ใน
อวัยวะ 13 ชนิด ได้แก่ สมอง (Brain), เหงือก (Gills), อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (Gonad), หัวใจ 
(Heart), ไตส่วนหน้า (Head kidney), ล าไส้ (Intestine), ตับ (Liver), กล้ามเนื้อ (Muscle),                        
เม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต (Peripheral blood leukocytes), ผิวหนัง (Skin), ม้าม (Spleen), 
กระเพาะอาหาร (Stomach) และไตส่วนหลัง (Trunk kidney) ด้วยการใช้เทคนิค Quantitative 
Real-time RT-PCR ซึ่งผลที่ได้จะแสดงออกมาเป็นค่า Ct โดยท าการเปรียบเทียบ (Normalize) กับ
ค่า Ct ของยีน ß-actin และใช้ค่า Ct ของระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ที่สมอง 
(Brain) เป็น Calibrator ซึ่งจะแสดงผลออกมาเป็นค่า Relative expression ratio การศึกษาครั้งนี้
พบมีระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ได้ทั้ง 13 อวัยวะที่น ามาตรวจสอบและมีระดับ
การแสดงออกสูงสุดที่ไตส่วนหน้า รองลงมาคือ ม้าม, ล าไส้และเม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต 
ตามล าดับ โดยมีค่า Relative expression ratio เท่ากับ 12.43, 11.28, 9.62 และ 8.51 เท่า 
ตามล าดับ ในขณะที่กล้ามเนื้อพบว่ามีระดับการแสดงออกของ ยีน IgM heavy chain น้อยที่สุด                   
โดยมีค่า Relative expression ratio เท่ากับ 0.15 เทา่ ซึ่งเมื่อท าการทดสอบทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% พบว่าการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ที่อวัยวะเหล่านี้มีความแตกต่างกันอย่าง
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มีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 25) สอดคล้องกับการรายงานของ Jianjun et al. (2009) ที่ได้ท าการ 
ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน IgM ในปลา European eel พบระดับการแสดงออกสูงสุดที่ 
Kidney โดยมีค่า Relative transcripts abundance ประมาณ 1.4 เท่า ตามมาด้วย Spleen, Gills 
และ Liver มีค่า Relative transcripts abundance ประมาณ 0.8, 0.6 และ 0.4 เท่า ตามล าดับ
และพบระดับการแสดงออกน้อยที่ Muscle และ Heart โดยมีค่า Relative transcripts 
abundance ประมาณ 0.3 และ 0.2 เท่า ตามล าดับ ขณะที่การศึกษาของ Mao et al. (2012) 
พบว่าระดับการแสดงออกของยีน IgM ในปลา Red-spotted grouper มีการแสดงออกได้ในทุก
อวัยวะที่น ามาตรวจสอบได้แก่ Muscle, Kidney, Heart, Thymus, Brain, Intestine, Gonad, 
Spleen, Liver และ Gills ซึ่งมีระดับการแสดงออกสูงสุดที่ Spleen โดยมีค่า Relative 
quantification ประมาณ 38 เท่า  

 
ภาพที่ 25  ระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ในปลานิลปกติ โดยใช้เทคนิค  
              Quantitative Real-time RT-PCR โดย BR คือ สมอง, GI คือ เหงือก, GO คือ อวัยวะ 
              สร้างเซลล์สืบพันธุ์, HA คือ หัวใจ, HK คือ ไตส่วนหน้า, IN คือ ล าไส้, LI คือ ตับ, MU คือ  
              กล้ามเนื้อ, PBLs คือ เม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต, SK คือ ผิวหนัง, SP คือ ม้าม, ST คือ 
     กระเพาะอาหารและ TK คือ ไตส่วนหลัง ตามล าดับ [ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ก ากับบน 
              แท่งกราฟในแต่ละอวัยวะที่แตกต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง 
              สถิติ (P<0.05)] 
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 จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ดังที่ได้ข้างต้น แสดงให้เห็นว่า
การใช้เทคนิค Quantitative real-time RT-PCR จะสามารถตรวจสอบความแตกต่างของระดับการ
แสดงออกของยีน IgM heavy chain ในแต่ละอวัยวะได้อย่างชัดเจน ซึ่งการใช้เทคนิค 
Conventional RT-PCR ไม่สามารถแสดงให้เห็นได้และเม่ือพิจารณาผลของการศึกษาการแสดงออก
ของยีน IgM heavy chain ทั้งการใช้เทคนิค Conventional RT-PCR และ Quantitative Real-
time RT-PCR ที่พบว่ายีนชนิดนี้มีการแสดงออกในทุก ๆ อวัยวะที่ท าการตรวจสอบแสดงให้เห็นว่า 
อวัยวะเหล่านี้ของปลานิลน่าจะมี Population ของ B cells ซึ่งท าหน้าที่ในการสร้าง IgM กระจายตัว
อยู่ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน โดยเฉพาะใน Head kidney, Intestine, PBLs และ Spleen นั้นจะ
สามารถตรวจพบการแสดงออกได้มากท่ีสุด ทั้งนี้เป็นที่ทราบแล้วว่า Head kidney, Intestine และ 
Spleen จัดเป็น Lymphoid organs ที่ส าคัญที่มีองค์ประกอบของ Haemopoietic tissues ซึ่งเป็น
เนื้อเยื่อที่ส าคัญในการสร้างเซลล์เม็ดเลือด (Abbas et al., 2007) จึงท าให้มีโอกาสพบการแสดงออก
มากกว่าอวัยวะชนิดอื่น ๆ ขณะที่ PBLs นั้นน่าจะมี Mature B cells ไหลเวียนอยู่เป็นจ านวนมาก 
ส่วนการตรวจพบการแสดงออกในอวัยวะอ่ืน ๆ ในระดับที่ต่ าลงมานั้นอาจเป็นไปได้ว่า B cells 
บางส่วนสามารถหมุนเวียนอยู่ในกระแสโลหิตแทรกตัวเข้าไปอยู่ในอวัยวะต่าง ๆ ของปลานิลได้ (Mao 
et al., 2012) จึงท าให้พบการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ได้ในทุกอวัยวะที่น ามาตรวจสอบ 
โดยการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ที่ Lymphoid organs ทีไ่ด้แก่ Head 
kidney, Spleen และ Intestine ซึ่งอวัยวะเหล่านี้ถือเป็นอวัยวะหลักท่ีมีความส าคัญในการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของปลากระดูกแข็ง โดย Head kidney นั้นจัดเป็นอวัยวะที่มีความส าคัญใน
การผลิตเซลล์เม็ดเลือด (Hematopoietic organ) ทุกชนิด ซึ่งเทียบเท่าได้กับ Bone marrow ของ
สัตว์มีกระดูกสันหลังชั้นสูง (Bone marrow equivalent) ส่วน Spleen นั้นจัดเป็นอวัยวะที่สามารถ
กักเก็บแอนติเจนที่ไหลเวียนเข้ามาทางกระแสโลหิตเพ่ือรอให้มาพบกับเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันหลายชนิด (Germinal center) รวมทั้ง B cells ด้วย ทั้งนี้เพื่อสร้าง
แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะแล้วก่อให้เกิดกระบวนการท าลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมเหล่านั้น
อย่างจ าเพาะเจาะจงต่อไป (Grontvedt and Espelid, 2003; Saha et al., 2005) นอกจากนี้การ
ออกแบบ Specific primers เพ่ือใช้ในการแสดงออกของยีน IgM heavy chain โดยใช้เทคนิคทั้ง 2 
ได้ท าการออกแบบในบริเวณ Cµ2-Cµ3 ซึ่งจะสามารถตรวจสอบได้ทั้ง Membrane-bound และ 
Secreted forms ท าให้ปริมาณการแสดงออกนั้นเป็นระดับการแสดงออกรวมทั้งของ Membrane-
bound และ Secreted forms ด้วย ซึ่งถ้าหากต้องการตรวจสอบการแสดงออกเฉพาะ Membrane-
bound form ควรต้องออกแบบ Forward primer ให้อยู่ในบริเวณ Constant regions และ 
Reverse primer ให้อยู่ในบริเวณ Transmembrane domains  
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 นอกจากนี้การแสดงออกใน Lymphoid organ ชนิดต่าง ๆ นั้นจะรวมเอาการตรวจสอบของ 
IgM heavy chain ใน Population ของ B cells ได้ในทุก ๆ ระยะ ไม่ว่าจะเป็น Pro-B cells, Pre-B 
cells, Immature B cells ไปจนถึง Mature B cells ทั้งท่ีอยู่ในรูปของ Membrane-bound form 
และ Secreted forms ซึ่งอาจมีผลท าให้การแสดงออกของ IgM heavy chain ในอวัยวะเหล่านี้ มี
ระดับการแสดงออกที่สูงกว่าอวัยวะชนิดอื่น ๆ ส่วนการแสดงออกในอวัยวะที่ไม่ใช่ Lymphoid 
organs นั้นจะเป็นผลมาจากปริมาณ mRNA ของ IgM heavy chain ซึ่งสร้างจาก Population ของ 
B cells ที่เป็น Mature B cells เท่านั้น ซึ่งเป็นส่วนที่สนับสนุนว่า B cells นั้นสามารถเคลื่อนตัวไป
ยังเนื้อเยื่อของอวัยวะต่าง ๆ ได้เพ่ือเป็นการเตรียมพร้อมและรองรับกับการจดจ าเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมที่จะสามารถเข้ามาสู่ร่างกายตามเนื้อเยื่อหรืออวัยวะต่าง ๆ เหล่านั้น 
 
5.  การประเมินจ านวนและรูปแบบของยีน Immunoglobulin M heavy chain บริเวณ 
Constant region ที่อยู่บนสารพันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิล ด้วยวิธี Southern 
blot hybridization 
 
 จากการตัดจีโนม (Genomic DNA) ของปลานิล จ านวน 3 ตัว ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 
ชนิด ได้แก่ Eco RI และ Pst I โดยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง 2 นี้ไม่มีต าแหน่งตัดจ าเพาะในส่วนของ 
Exon ของยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region ที่ Cµ2 และ Cµ3 หลังจากท าการ
ตรวจสอบรูปแบบของ Bands ที่เกิดขึ้นพบว่า Genomic DNA ของปลานิลที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะทั้ง 2 ชนิด มีรูปแบบการเกิด Band เหมือนกันในปลาทั้ง 3 ตัว โดยเอนไซม์ Eco RI มีแถบดี
เอ็นเอ 2 แถบที่ขนาดประมาณ 20 kb และ 7 kb ตามล าดับ ขณะที่ Genomic DNA ของปลานิลที่
ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Pst I มีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบที่ขนาดประมาณ 22 kb และ 10 kb 
ตามล าดับ จากผลที่ได้ดังกล่าวแสดงว่าน่าจะมียีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region 
เพียง Copy เดียวในจีโนม (Genome) ของปลานิล เนื่องจากได้ท าการออกแบบ Probe ที่ใช้ในการ
จับกับยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region ในบริเวณท่ีเป็น Cµ2 exon และ Cµ3 exon 
ให้มีขนาดใกล้เคียงกันจึงท าให้สามารถมองเห็นแถบของดีเอ็นเอที่มีความเข้มและขนาดใกล้เคียงกัน
เมื่อท าการตัดด้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกัน (ภาพที่ 26)  
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ภาพที่ 26  การวิเคราะหจ์ านวนและรูปแบบของยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region 
     ด้วยเทคนิค Southern blot hybridization ของ Genome ของปลานิล จ านวน 3 ตัว 
              ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดต่าง ๆ โดยตัวเลขทางด้านซ้ายมือแสดงถึงขนาดของ             
              DNA มาตรฐานของ Lamda Hind III ladder, E คือ เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI และ P  
              คือ เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Pst I ในปลาตัวที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ 
 
 จากการศึกษาในครั้งนี้เป็นการยืนยันให้เห็นว่าปลานิลเป็นปลาที่มีชุดโครโมโซมจ านวน 2 ชุด 
(Diploid) ซึ่งไม่มีการเกิด Duplication ของยีน IgM heavy chain ต่างจากปลา Carp และ 
Salmonid fish ที่มีจ านวนชุดโครโมโซมจ านวน 4 ชุด (Tetraploid) หรือ Pseudo-tetraploid ซ่ึง
ให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาของ Hirono et al. (2003) ที่ได้ท าการสกัด Genomic DNA จาก 
Peripheral blood leukocytes (PBLs) ในปลา Japanese flounder แล้วท าการตัดด้วยเอนไซม์ 
Eco RI, Hind III และ Pst I หลังจากนั้นจึง Hybridize ด้วย IgM µ3-µ4 domains probes พบ 
Band ขนาดประมาณ 6, 20 และ 4 kb ตามล าดับ และ Srisapoome et al. (2004) ที่ได้ท าการ
สกัด Genomic DNA จาก Whole blood และ Genomic bacterial artificial chromosome 
(BAC) library ในปลา Japanese flounder แล้วท าการตัดด้วยเอนไซม์ Eco RI และ Pst I หลังจาก
นั้นจึง Hybridize ด้วย Cµ1-Cµ2 domains probes พบว่ามี Band เกิดข้ึน 2 ต าแหน่ง ขนาด
ประมาณ 9 kb และ 6 kb เมื่อท าการตัดด้วย Eco RI และขนาด 4 kb เมื่อท าการตัดด้วย PstI แสดง
ให้เห็นว่าปลา Japanese flounder มีชุดโครโมโซมจ านวน 2 ชุด (Diploid) เช่นเดียวกับการศึกษา
ในปลา Channel catfish ก็มีการพบยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region เพียง 1 
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Copy เท่านั้น (Ghaffari and Lobb, 1989b) ต่อมาได้มีการศึกษาครั้งใหม่ด้วยการสกัด Genomic 
DNA จาก Liver, Testes และ Erythrocytes จากปลา Channel catfish ทั้งหมด 3 ตัว แล้วท าการ
ตัดด้วยเอนไซม์ Pst I และ Hybridized ด้วย Cµ1 probe พบว่า Pst I fragment ที่ได้จากอวัยวะทั้ง 
3 ชนิด มีขนาดประมาณ 3.1 kb นอกจากนี้ยังท าการตัด Genomic DNA ด้วยเอนไซม์ Hind III และ 
hybridized ด้วย 1.6-kb Pst I-Sst I probe ซึ่งได้มาจากบริเวณท่ีอยู่ระหว่าง Cµ1 และ Cµ2 
pseudogenes ของ Second H chain gene cluster พบ Hind III fragment ที่มีขนาดประมาณ 
7.9 kb ซึ่งจากผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า IgH locus มีการเกิด Duplication ขนาดใหญ่ภายใน Locus นี้
ท าให้เกิด Gene clusters 2 ยีนเชื่อมต่อกันอยู่ด้วย Duplicated upstream cluster ที่ประกอบด้วย 
VH segments หลาย Family, JH segment, Germline-joined V–D–J segment และ 
Pseudogene C region exons (Ghaffari and Lobb, 1999) นอกจากนี้ Wilson et al. (1995) 
ท าการประเมินจ านวนยีน Immunoglobulin M heavy chain โดยท าการสกัด Genomic DNA 
จาก Erythrocytes ในปลา Bowfin (Amia calva) จ านวน 2 ตัว แล้วท าการตัดด้วยเอนไซม์                    
Eco RI, Hind III, Bam HI และ Sst I หลังจากนั้น Hybridize ด้วย Cµ4 probe และจากปลา 
Longnose gar (Lepisosteus osseus) จ านวน 1 ตัว แล้วท าการตัดด้วยเอนไซม์ Eco RI,                         
Eco RI+Bam HI, Hind III, Bam HI, Pst I และ Sst I หลังจากนั้น Hybridize ด้วย Cµ1 probe 
พบว่ารูปแบบของ Band ที่ได้แสดงให้เห็นว่า ยีน Cµ ของปลา Bowfin เป็นแบบ Single copy แต่ใน
ปลา Longnose gar คาดว่าน่าจะมีมากกว่า 1 Copy ซึ่งน่าจะเกิดการ Duplication ของยีน µ ใน
ขั้นของ Tetraploid state นอกจากนี้ การศึกษาของ Lundqvist et al. (2002) ใน Bottle 
dolphin โดยการตัด Genomic DNA จากตับด้วยเอนไซม์ Hind III และ Pst I โดยใช้ Probe ที่
จ าเพาะกับ Cµ2 exon พบว่ามี Band ขนาด 4.5 kb เกิดข้ึน 1 band ได้ทั้ง 2 เอนไซม์ที่น ามาตัด 
แสดงให้เห็นว่ามียีน IgM heavy chain เพียง 1 Copy number เท่านั้น ขณะที่ Coscia et al. 
(2012) ได้ท าการศึกษาจ านวนยีน Ig heavy chain ใน Skates 4 สายพันธุ์ โดยท าการสกัด 
Genomic DNA จากม้าม แล้วตัดด้วยเอนไซม์ Eco RI และ Hind III หลังจากนั้นจึงท าการ 
Hybridize ด้วย Cµ region probe ที่ออกแบบอยู่ในช่วงปลายของ FR3 ถึงปลายของ Cµ4 region 
ซึ่งพบว่ามี Band เกิดข้ึนหลายต าแหน่งและได้ท าการสรุปว่ามียีน Igµ หลาย Copy number 
เช่นเดียวกับการศึกษาของ Smith et al. (2012) ท าการศึกษาจ านวนยีน Ig heavy chain ในปลา 
Spiny dogfish โดยสกัด Genomic DNA จากตับแล้วท าการตัดด้วยเอนไซม์ Bam HI, Eco RI,                    
Eco RV, Hind III, Sac I, Spe I และ Pst I หลังจากนั้นจึงท าการ Hybridize ด้วย C4 domain 
probe พบว่ามีหลาย Band เกิดข้ึนที่ต าแหน่งน้ าหนักโมเลกุลสูง แสดงให้เห็นว่าการจัดเรียงตัวของ Ig 
heavy chain ในปลา Spiny dogfish เป็นรูปแบบที่มี Multiple clusters อยู่ใน 1 positive 
fragment โดยจัดเรียงตัวกันเป็น Clusters ในรูปแบบ Tandem เรียงต่อกันไปบนเส้นของโครโมโซม 
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สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

 1.  การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์สมบูรณ์ของ cDNA ของยีน IgM heavy chain ในปลานิล 
โดยใช้เทคนิค 5’ และ 3’ Rapid amplification cDNA ends (RACE) พบว่ามีความยาวทั้งสิ้น 
1,921 bp ซ่ึงประกอบด้วย Open reading frame ความยาว 1,740 bp โดยสามารถแปรรหัสเป็น
กรดอะมิโนได้เท่ากับ 580 residues เมื่อพิจารณาแล้วพบว่ามีรูปแบบเป็นคุณลักษณะของ IgM 
heavy chain secreted form เนื่องจากมีโครงสร้างประกอบด้วย LH-VH-Cµ1-Cµ2-Cµ3-Cµ4 โดยไม่
พบในส่วนของ Transmembrane domain (TM) โดยสามารถพบบริเวณอนุรักษ์ท่ีส าคัญของโมเลกุล 
IgM ประกอบด้วยกรดอะมิโน Cysteine (C) และ Tryptophan (W) ที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ทั้งหมด 10 
และ 8 ต าแหน่ง ตามล าดับ ซึ่งมีความส าคัญต่อโครงสร้างของโมเลกุล IgM ในการสร้างพันธะ Inter 
และ Intra disulfide กับสาย Heavy และ Light chain นอกจากนี้ยังพบต าแหน่ง N-glycosylated 
sites ได้แก่ NSS 1 ต าแหน่งที่บริเวณ Cµ2, NKT 1 ต าแหน่งที่บริเวณ Cµ3 และ NTT 2 ต าแหน่งที่
บริเวณ Cµ4 ซึ่งมีความส าคัญต่อโครงสร้างและความยืดหยุ่นของบริเวณที่ใช้ในการจับกับแอนติเจน 
นอกจากนี้ยังมีความส าคัญต่อความสามารถในการละลายน้ า การขนหรือเคลื่อนที่ส่งไปยังบริเวณต่าง 
ๆ ภายในร่างกาย (Transport) การหลั่ง (Secretion) และการก าจัดสิ่งแปลกปลอม (Clearance) 
รวมไปถึงการคงความมีประสิทธิภาพในหน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของบริเวณ Fc ของโมเลกุล 
IgM ให้มคีวามเหมาะสมต่อการจับกับ Fc receptor ได้อย่างถูกต้อง นอกจากนี้ยังพบ Specific 
motifs 62GKGLEW67 ในบริเวณ FR2 และ 113YYCVR117 บริเวณ FR3 ทั้งสองต าแหน่งนี้อยู่ในบริเวณ 
Antigen binding site ของโมเลกุล IgM โดยมีความส าคัญในการม้วนพับ (Folding) โครงสร้าง
โปรตีนให้มีความเหมาะสมต่อการจับกับแอนติเจน และยังพบ Motif 122FDYWGKGTTVTVTT135 
บริเวณ FR4 ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษ์ท่ีพบใน Ig heavy chain ของปลาทุกชนิด ซึ่งยังไม่ทราบหน้าที่แน่
ชัด Motif 216LQCAVTH222 เป็น Signature motif ที่อยู่บริเวณ Cµ1 และ Motif 433HEDLIEP439 ใน
บริเวณ Cµ3 ซึ่งบริเวณอนุรักษ์ทีแ่สดงลักษณะที่ส าคัญของ Immunoglobulin M เช่นดียวกันกับที่
พบในสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Vertebrates) ทุกชนิด  
 
 2.  การศึกษาความเหมือนและคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน 
IgM heavy chain ของปลานิล พบว่ามีค่าความเหมือนของนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนสูงสุดกับปลา 
Orange-spotted grouper (Epinephelus coioides) ที่ 62.6% และ 55.4% ตามล าดับ และมีค่า
ความคล้ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนที่ 75.0% นอกจากนี้การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
พบว่า IgM heavy chain ของปลานิลจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ IgM heavy chain ของปลากระดูกแข็ง 
โดยมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการมากท่ีสุดกับ IgM heavy chain ของปลาที่จัดอยู่ใน Order 
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Perciformes และมีความสัมพันธ์รองลงมากับปลาที่จัดอยู่ใน Order Pleuronectiformes และ 
Order Tetraodontiformes ตามล าดับ 
 
 3.  การศึกษาความหลากหลายของ Variable domain ของ cDNA ของยีน IgM heavy 
chain ของปลานิล จาก cDNA libraly ของ Variable domains พบว่าสามารถจัดกลุ่ม VH, DH, และ 
JH ได้ 9, 6 และ 4 กลุ่ม ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าปลานิลมีการใช้ VH อย่างน้อย 9 กลุ่ม, DH อย่าง
น้อย 6 กลุ่ม และ JH อย่างน้อย 4 กลุ่ม ในการสร้างความหลากหลายของ Variable domain เพ่ือใช้
ในการจับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม นอกจากนี้ผลที่ได้จากการศึกษาความหลากหลายของกรดอะ
มิโนในส่วนของ Variable domain ซึ่งประกอบด้วย Frame work region (FR) และ 
Complementary determining region (CDR) ของยีน IgM heavy chain ของปลานิล พบว่าวิธี
ของ Kabat and Wu (1971) แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของล าดับกรดอะมิโนที่แตกต่างกันใน
แต่ส่วนของ Variable domain ได้มากกว่าผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Shannon analysis โดย
ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า FR มีความหลากหลายของกรดอะมิโนน้อยกว่า CDR ซ่ึง CDR3 มีความ
หลากหลายของล าดับกรดอะมิโนมากที่สุด รองลงมาคือ CDR2 และ CDR1 ตามล าดับ 
 
 4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิล ในเนื้อเยื่อที่ได้จาก
อวัยวะต่าง ๆ ด้วยเทคนิค RT-PCR พบว่ายีน IgM heavy chain ของปลานิล มีการแสดงออกในทุก
อวัยวะที่น ามาตรวจสอบโดยมีระดับการแสดงออกสูงสุดที่ Peripheral blood leukocytes (PBLs) 
นอกจากนี้การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน IgM heavy chain ของปลานิล โดยใช้เทคนิค 
Quantitative real-time RT-PCR พบว่ายีน IgM heavy chain ของปลานิล มีการแสดงออกในทุก
อวัยวะที่น ามาตรวจสอบเช่นเดียวกัน โดยมีระดับการแสดงออกสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) ที่ไตส่วนหน้า รองลงมาคือ ม้าม ล าไส้และเม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิต ตามล าดับ ซึ่งให้ผล
การศึกษาคล้ายกับในกลุ่มของปลากระดูกแข็งชนิดอ่ืน ๆ  
 
 5.  การประเมินจ านวนยีน IgM heavy chain บริเวณ Constant region ที่อยู่บนสาร
พันธุกรรมทั้งหมด (Genome) ของปลานิล ด้วยวิธี Southern blot hybridization พบว่ายีน IgM 
heavy chain บริเวณ Constant region มีเพียง 1 copy number เท่านั้น จึงสรุปได้ว่าปลานิลมีชุด
โครโมโซมจ านวน 2 ชุด (Diploid) เท่านั้น ต่างจาก Carp, Salmonid fish และ Longnose gar ที่มี
จ านวนชุดโครโมโซมจ านวน 4 ชุด (Tetraploid) ที่ใช้ในการสร้างโมเลกุล IgM heavy chain ส าหรับ
การตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันแบบ Adaptive immunity 
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 ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ท าให้ทราบถึงล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนทั้งหมด
ของ cDNA ของยีน Immunoglobulin M heavy chain ของปลานิล ความหลากหลายของบริเวณที่
ใช้ในการจับกับเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม จ านวนยีน Immunoglobulin M heavy chain บน
โครโมโซมของปลานิล รวมถึงคุณลักษณะและการแสดงออกของยีนนี้ในสภาวะปกติ ซึ่งถือเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานที่ส าคัญในการท าให้สามารถเข้าใจถึงระบบการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันของปลานิลได้ดี
ยิ่งขึ้น ซึ่งจะน าไปสู่การศึกษาเพ่ือหาแนวทางในการควบคุม ป้องกันและแก้ไขปัญหาโรคต่าง ๆ ในปลา
นิลได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต นอกจากนี้ยังมีความส าคัญในการต่อยอดงานวิจัยเพิ่มเติม
ในการศึกษาการแสดงออกของยีนนี้ในสภาวะที่ถูกกระตุ้นด้วยเชื้อก่อโรคต่าง ๆ ที่สามารถสร้างความ
เสียหายต่อการเพาะเลี้ยงปลานิลซึ่งเป็นสัตว์น้ าเศรษฐกิจของประเทศไทย อาทิเช่น เชื้อแบคทีเรีย 
Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila และ Flavobacterium columnare 
เพ่ือน าข้อมูลเหล่านี้มาใช้ในการหาวิธีที่เหมาะสมต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในธุรกิจการเพาะเลี้ยงปลา
นิลได้อย่างเป็นรูปธรรมและมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึนในอนาคต 
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ประวัติการศึกษาและการท างาน 

 
ชื่อ – นามสกุล     นางสาวจิราภรณ์  ภู่ยินด ี
วัน เดือน ปี ท่ีเกิด    วันที่ 20 พฤศจิกายน 2528 
สถานที่เกิด     จันทบุรี 
ประวัติการศึกษา     วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) สาขาจุลชีววิทยา 
     คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งหน้าที่การงานปัจจุบัน   - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน    - 
ผลงานดีเด่นและรางวัลทางวิชาการ  ประกาศเกียรติคุณ รางวัลผลงานวิจัยระดับชมเชย 
     จิราภรณ์ ภู่ยินดี ประพันธ์ศักดิ์ ศีรษะภูมิและ                                     
     ศศิมนัส อุณจักร์. การศึกษาโครงสร้างทางอณูวิทยาและ
     การวิเคราะห์ความหลากหลายของบริเวณที่ใช้จับ 
     แอนติเจนของ Complementary DNA ของยีน  
     Immunoglobulin M สายหลักของปลานิล                             
     Oreochromis niloticus ในงานประชุมวิชาการแห่ง
     มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 49 สาขาประมง 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ    ศูนย์วิทยาการขั้นสูงเพ่ือเกษตรและอาหาร ภายใต้ 
     โครงการมหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ สถาบันวิทยาการ                   
     ขั้นสูงแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์                               
     ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2553 
 




