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 การศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดทั้งหมดของ Complementary DNA (cDNA) ของยีน Transferrin ของ
ปลาดุกอุย โดยใชเทคนิค 5’ และ 3’ Rapid Amplification cDNA Ends (RACEs) PCR พบวา Transferrin cDNA 
ของปลาดุกอุยมีความยาวทั้งหมดเทากับ 2,183 bp ซึ่งเปนสวน Open reading frame 1,884 bp สามารถแปลรหัส
เปนกรดอะมิโนได 628 Residues และเมื่อพิจารณาโครงสรางโปรตีนพบวา Transferrin ของปลาดุกอุย 
ประกอบดวย Iron binding domain จํานวน  2 Lobes ไดแก N- และ C-lobes ซึ่งมีลําดับของนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนที่คลายคลึงกันและเช่ือมตอกันดวย Interdomain bridge นอกจากน้ีโครงสราง cDNA ของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยยังประกอบดวยตําแหนงของกรดอะมิโนที่ใชจับกับไอออนเหล็ก (Iron-binding 
ligand) จํานวน 8 ตําแหนง  ตําแหนง Second shell-hydrogen-binding-network, Dilysine trigger และ Carbonate 
anion จํานวน 8, 4 และ 2 ตําแหนงตามลําดับ เมื่อทําการศึกษาความคลายคลึงและความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
ของลําดับนิวคลิโอไทด เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ พบวายีน Transferrin ของปลาดุกอุย มีความ
คลายคลึงกับปลากระดูกแข็งมากที่สุดในชวง 50.5-60.8% และเมื่อทําการศึกษาการแสดงออกของยีน 
Transferrin จากเน้ือเยื่อที่ไดจากอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุกอุยโดยใชเทคนิค Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) พบวามีการแสดงออกในตับเทาน้ัน นอกจากน้ี เมื่อทําการศึกษาระดับการแสดงออก
ของยีน Transferrin ภายหลังจากการไดรับเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila 2 ความเขมขนที่ 107 และ 109 
Colony forming unit (CFU)/ml เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ที่ระยะเวลา 0, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง 
ดวยเทคนิค Quantitative RT-PCR พบวาที่ 96 ช่ัวโมง ยีน Transferrin ของปลาดุกอุยซึ่งไดรับแบคทีเรียในระดับ 
107 CFU/ml จะมีระดับการแสดงออกของยีน Transferrin สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
สวนระดับความเขมขน 109 CFU/ml จะมีผลใหระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ต้ังแตช่ัวโมงที่ 12 จนถึงช่ัวโมงที่ 24 ตามลําดับ 
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The full-length of complementary DNA (cDNA) encoded for transferrin gene of Günther’s walking 

catfish was successfully cloned using 5’ and 3’ Rapid Amplification cDNA Ends (RACEs) techniques. The 
complete cDNA of Günther’s walking catfish transferrin comprised of 2,183 bp and contained open reading 
frame (ORF) of 1,884 bp or 628 amino acid residues. Structure of protein predicted on transferrin cDNA 
showed that this cDNA had two different lobes of iron binding domains (N- and C- lobes) which were held 
together by a short peptide or interdomain bridge. Sequence analysis revealed that these two lobes had high 
degree of sequence homology for each other. Transferrin cDNA of Günther’s walking was also contained 8 
iron binding ligands, 8 second shell-hydrogen-binding-networks, 4 dilysine triggers and 2 carbonate anion 
binding sites. Comparison analyses of nucleotide sequences between transferrin genes of Günther’s walking 
catfish with other known organism transferrins showed the hightest similarity ranged from 50.5-60.8% to 
teleost transferrins. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technique indicated that 
transferrin gene of Günther’s walking catfish was uniquely expressed only in liver. Expression analysis by 
real-time RT-PCR was employed to determine the transcriptional response of tranferrin of Günther’s walking 
catfish to bacterial injection at hour 0, 6, 12, 24, 48, 72 and 96, respectively. This study indicated that fish 
expossed to 107 colony forming unit (CFU)/ml of Aeromonas hydrophila resulted in significant up-regulation 
of transferrin mRNAs at hour 96 after challenging (P<0.05). On the other hand, the transcriptional expression 
levels of transferrin were found to be suppressed when fish were injected with 109 CFU/ml of A. hydrophila. 
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Transmembrane prediction  
การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกบัส่ิงมีชีวิต
อ่ืน ๆ 
การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกบัยีน 
Transferrin ของปลาชนิดอ่ืน ๆ 
Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของยีน Transferrin ในปลา
ดุกอุยเปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ อีก 34 ชนิด 
การแสดงออกของยีน Transferrin ในเนื้อเยือ่จากอวยัวะตาง ๆ ของปลาดุกอุยโดย
ใชเทคนิค RT-PCR 
Amplification plot เพื่อการสราง Standard curve ในการศึกษาการแสดงออกของ
ยีน Transferrin ของปลาดุกอุยดวยเทคนิค Real-time PCR 
Melt curves ของ Primers ท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ของ
ปลาดุกอุย 
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(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 
ภาพท่ี หนา 
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Standard curve ท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในปลาดุกอุย 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากการ
ไดรับเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ในระยะเวลาท่ีแตกตางกันโดยเทคนิค 
Real-time PCR 
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(5) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

PCR  = Polymerase chain reaction 
RT-PCR = Reverse transcription polymerase chain reaction 
mRNA  = Messenger ribonucleic acid 
cDNA  = Complementary deoxyribonucleic acid 
μl  = Microlitre 
Ig  =  Immunoglobulin 
NaCl  = Sodium chloride 
Tf  = Transferrin 
TfR  = Transferrin receptor 
MHC  = Major histocompatibility 
APC  =  Antigen presenting cell 
CMI  = Cell mediated immune 
ROS  = Reactive oxygen species 
MPO  = Myeloperoxidase 
RACEs  = Rapid Amplification of cDNA Ends 
Fe3+  = Ferric form 
Fe2+  = Ferrous form 
O2

-  = Superoxide anion 
H2O2  = Hydrogen peroxide 
OH.  = Hydroxyl radical 
TNF-α  = Tumor necrosis factor α 
OTF  = Ovotransferrin 
LTF  = Lactotransferrin 
MTF  = Melanotransferrin 
GSP  =  Gene specific primer 
UPM  = Universal primer 
PBLs  = Peripheral blood leukocytes 
 



 

 

(6) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

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 
Leu (L)  = Leucine 
Lys (K)  = Lysine 
Met (M) = Methionine 
Phe (F)  = Phenylalanine 
Pro (P)  = Proline 
Ser (S)  = Serine 
Thr (T)  = Threonine 
Trp (W)  = Tryptophan 
Tyr (Y)  = Tyrosine 
Val (V)  = Valine 
Asx (B)  = Asparagine หรือ Aspatic acid 
Glx (Z)  = Glutamine หรือ Glutamic acid 
Xle (J)  = Leucine หรือ Isoleucine 
Xaa (X)  = Unspecified หรือ Unknown amino acid 
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การศึกษาคุณลักษณะของ Complementary DNA และการแสดงออกของยีน 

Transferrin ในปลาดุกอยุ (Clarias macrocephalus Günther) 
 

Characterization of Complementary DNA and Expression of Transferrin Gene in 

Günther's Walking Catfish (Clarias macrocephalus Günther) 
 

คํานํา 
 

ปลาดุกเปนปลาน้ําจืดท่ีมีผลผลิตตอพื้นท่ีสูงสุดและใหผลผลิตตอปสูงสุดในอันดับ 1-3 
ในชวง 5 ปท่ีผานมา โดยมีผลผลิตเฉล่ียไมตํ่ากวา 40,000 ตัน/ป และเปนท่ีทราบกันดวีาปลาดุกท่ี
เล้ียงเปนการคาในประเทศไทยมีหลายชนดิ ท่ีนิยมเล้ียงกันแพรหลายในยุคแรก ๆ คือปลาดุกดาน 
หลังจากภาวะราคาตกตํ่าเกษตรกรจึงหันมาเล้ียงปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus Günther) และ
ปลาดุกลูกผสมบ๊ิกอุย (C. macrocephalus x C. gariepinus) แทน (อุทัยรัตน, 2544) โดยปลาดุกอุย 
นั้นเปนปลาท่ีนิยมนํามาเล้ียงและบริโภค เนื่องจากเนื้อมีรสชาติดี และขายไดราคาสูงกวาปลาดกุ
ชนิดอ่ืน ๆ แตในปจจุบันปลาดุกอุยมีการเล้ียงท่ีลดนอยลงมาก เนื่องจากมีการเจริญเติบโตชาและ
เกิดโรคไดงาย โดยโรคท่ีสรางความเสียหายในการเล้ียงปลาดุกอุยสวนใหญมีสาเหตุมาจาก
แบคทีเรีย ไดแก โรคกกหูบวม ซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือ Aeromonas hydrophila  รวมถึงโรคท่ีมีสาเหตุ
มาจากเช้ือรา และในบางคร้ังจะพบโรคท่ีเกิดจากการขาดแรธาตุหรือวติามินบางชนดิ เชน วิตามินซี 
ปจจุบันเกษตรกรจึงหันมาเล้ียงปลาดุกบ๊ิกอุยแทน เนื่องจากปลาดุกลูกผสมชนิดนี้มีการเจริญเติบโต
เร็วและยังมีรสชาติดีเหมือนกับปลาดุกอุยอีกดวย 
 

ในปจจุบันมีการศึกษาเกีย่วกบัระบบภูมิคุมกันของปลากระดูกแข็ง (Teleost) เพิ่มมากข้ึน  
เนื่องจากขอมูลพื้นฐานเหลานี้นอกจากจะทําใหเราเขาใจกลไกการทํางานของระบบภูมิคุมกันของ
ปลาดียิ่งข้ึนแลว ขอมูลดังกลาวยังจะชวยใหสามารถหาวธีิการหรือแนวทางใหม ๆ มาใชในการ
ปองกันรักษาโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงจากขอมูลเบ้ืองตนในปจจบัุนทําใหทราบวาระบบ
ภูมิคุมกันของปลากระดูกแข็งโดยท่ัวไปจะประกอบดวยระบบภูมิคุมกัน 2 สวนท่ีมีความคลายคลึง
กับระบบภูมิคุมกันในสัตวท่ีมีกระดูกสันหลังช้ันสูงโดยท่ัวไป ซ่ึงไดแก ระบบภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะเจาะจง (Specific immunity) และระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนดิ (Innate immunity) อยางไร
ก็ตาม เม่ือพิจารณาถึงขอมูลการศึกษาระบบภูมิคุมกันในปลาดุกอุยในปจจุบัน กลับพบวามีนอยมาก
เม่ือเทียบกับปลาท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจชนิดอ่ืน โดยเฉพาะการศกึษาท่ีเกีย่วของกับอณวูิทยา
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ภูมิคุมกันพบวามีเพียงการสรางหองสมุดของยีนจากตับและกลามเนื้อของปลาดุกอุยโดยใชเทคนิค 
Expressed sequence tags (ESTs) เทานั้น โดยหองสมุดของยีนท่ีไดจากตับจะมีการแสดงออกของ
ยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันเทากับ 11.2% ไดแก ยนี Transferrin, Complement C3-H1, 
Pentraxin และ Metallothionein (Panprommin, 2008) แตอยางไรก็ตาม จนถึงปจจุบันนี้ยังคงไมพบ
ขอมูลท่ีรายงานถึงการศึกษาวิจัยท่ีเกีย่วของกับคุณลักษณะและการแสดงออกของยนีเหลานี้เพิ่มเติม 

 
การศกึษาคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ 

Complementary DNA (cDNA) และการแสดงออกของยีน Transferrin ในอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุก
อุยท้ังในสภาวะปกติและท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila โดย Transferrin นั้นเปน
ยีนท่ีเกียวของกับระบบภูมิคุมกันแบบไมจาํเพาะเจาะจงชนิดหนึ่ง ซ่ึงมีความสามารถในการจับกับ
ไอออนเหล็กเพื่อควบคุมและสํารองปริมาณธาตุชนิดนี้ในรางกาย และจากคุณสมบัตินี้ Transferrin 
จึงมีความสําคัญอยางมากตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียภายในรางกายของส่ิงมีชีวิต
ในกลุมท่ีมีกระดูกสันหลัง เนื่องจากแบคทีเรียสวนใหญจะใชไอออนเหล็กเพื่อการเจริญเติบโต 
ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาในคร้ังนี้จะเปนสวนท่ีจะทําใหสามารถเขาใจถึงระบบการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุมกนัของปลาดุกอุยไดดยีิ่งข้ึน ซ่ึงจะนําไปสูการศึกษาเพื่อหาแนวทางในการควบคุม 
ปองกันและแกไขปญหาโรคตาง ๆ อยางมีประสิทธิภาพไดตอไป 
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วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ Complementary DNA (cDNA) ของยีน 

Transferrin ในปลาดุกอุย 
 
2.  เพื่อศึกษาคุณลักษณะของ Complementary DNA (cDNA) ของยีน Transferrin ในปลา

ดุกอุย 
 
3.  เพื่อศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบ

กับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ 
 
4.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในเนื้อเยื่อจากอวยัวะตาง ๆ ของปลาดุกอุย 
 
5.  เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ท้ังในสภาวะปกติและมีการติดเช้ือ

แบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ของปลาดุกอุย 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ปลาดุกอุย 
 

1.1  ลักษณะทางอนุกรมวิธาน 
 

 ปลาดุกอุยมีช่ือสามัญคือ Günther’s walking catfish และมีช่ือวิทยาศาสตรวา Clarias 
macrocephalus Günther เปนปลาน้ําจืดพื้นบานของไทยชนิดหนึ่ง พบอาศัยอยูในแหลงน้ํา
ธรรมชาติท่ัวไป เชน หวย หนอง คลอง บึง แมน้ํา หรือกวาน แมกระท่ังแหลงน้ําท่ีมีน้าํเพียงเล็กนอย
และนํ้าท่ีมีลักษณะขุนหรือเปนโคลนมาก ๆ ปลาดุกอุยกส็ามารถอาศัยอยูได ท้ังนีเ้นือ่งจากปลาดุก
อุยมีอวยัวะพิเศษท่ีชวยในการหายใจ นอกจากนี้ปลาดกุอุยยังสามารถอาศัยอยูในบริเวณท่ีน้ํามีสภาพ
เปนน้ํากรอย หรือคอนขางเค็มไดเปนอยางดี ปลาดุกอุยนอกจากจะพบในประเทศไทยแลว ยังพบได
ในประเทศตาง ๆ ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ประเทศพมา ลาว กัมพูชา เวียดนามและ
อินโดนีเซียอีกดวย (วิเศษ, 2534) โดย Nelson (1994) ไดจดัลําดับทางอนกุรมวิธานปลาดุกอุยไว
ดังนี ้

 
Kingdom Animalia  

                                    Phylum       Chordata 
                               Subphylum     Vertebrata 

                         Superclass     Gnathostoma 
                                                                   Class         Actinopterygii  
                                                                            Order         Siluriformes 
                                                                                       Family      Clariidae 
                                                                                                   Genus      Clarias 
                                                                                                                 Species     macrocephalus  
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1.2  ชีววิทยาของปลาดุกอุย เฉิดฉันและคณะ (2538) ไดรายงานไว ดังนี ้
 

1.2.1  ลักษณะทั่วไป 
 

ปลาดุกอุยมีลักษณะคลายปลาดุกดานมากแตจะแตกตางกันท่ีปลายกะโหลกทาย 
ทอยจะโคงมน ความกวางของฐานยาวประมาณ 3-5 เทาของความยาวครีบหลัง ครีบกนและครีบ
หางไมติดกัน ระยะหางจากกระดูกทายทอยถึงจุดเร่ิมตนของครีบหลังยาวประมาณ 1 ใน 5-7 ของ
ความยาวของหัว ครีบหลังมีกานครีบออนอยูระหวาง 68-72 อัน ครีบกนมีกานครีบออนอยูระหวาง 
47-52 อัน ลักษณะของฟนท่ีเพดานปากและท่ีขากรรไกรเปนฟนซ่ีเล็ก ๆ จํานวนกระดกูซ่ีกรอง
เหงือกมีประมาณ 32 ซ่ี 
 

1.2.2  ความแตกตางระหวางเพศและฤดวูางไข 
 

สามารถสังเกตไดชัดเจนจากลักษณะอวัยวะเพศ โดยเฉพาะทางออกของไขและ
น้ําเช้ือ ซ่ึงจะอยูถัดจากทวารหนักลงมา ปลาเพศเมียจะมีอวัยวะเพศรูปรางรีรูปไขปลายมน สวนปลา
เพศผูมีอวัยวะเพศยาวเรียวปลายแหลม ฤดวูางไขของปลาดุกอุยจะอยูในชวงฤดูฝนระหวางเดือน
พฤษภาคม-ตุลาคม ซ่ึงเม่ือถึงฤดูวางไขปลาเพศเมียจะมีทองอูมพอง สวนเพศผูจะมีลําตัวยาวเรียว
เห็นไดชัด 

 
1.2.3  ขอแตกตางระหวางปลาดุกอุยกับปลาดุกดาน 

 
วิเศษ (2534) รายงานวาปลาดุกอุยและปลาดุกดานมีลักษณะแตกตางกนัท่ี 

สามารถสังเกตเห็นชัดเจน ดังนี ้
 

1.2.3.1  ฐานกระดูกทายทอยของปลาดุกอุยมีลักษณะปานและส้ัน สวนของปลา
ดุกดานมีลักษณะแหลมและยาวกวา แตในขณะท่ีปลาดกุอุยยังมีขนาดเล็ก กระดูกทายทอยจะแหลม
เชนเดยีวกับปลาดุกดาน เม่ือโตข้ึนจึงคอย ๆ มนเขา ถาจะแยกลูกปลาดกุอุยออกจากลูกปลาดุกดาน 
ควรสังเกตจากสีและจุดประขางลําตัวจะชัดเจนกวา 

 
1.2.3.2  ลําตัวปลาดุกอุยมีผิวคอนขางเหลืองถึงเหลืองปนเทา และมีจดุประตาม

บริเวณดานขางลําตัว สวนปลาดุกดานมีสีเทาเขมและไมมีจุดประตามลําตัว 
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1.2.3.3  เนื้อของปลาดุกอุยมีสีคอนขางเหลืองถึงเหลืองเขม เนื้อฟูนุม สวนเนื้อ
ปลาดุกดานมีสีขาวและเนื้อจะแข็งกวาเนือ้ปลาดุกอุยเล็กนอย 

 
1.2.3.4  ไขของปลาดุกอุยมีสีน้ําตาลและขนาดโตกวาไขปลาดุกดาน ซ่ึงมีสี

น้ําตาลอมเหลืองหรือสีเหลืองสม 
 
1.2.3.5  อัณฑะของปลาดุกอุยมีบางสวนแตกเปนแขนง ลักษณะคลายนิ้วมือ แต

ในปลาดุกดานจะไมพบลักษณะดังกลาว 
 

1.2.4  อาหารและนิสัยการกนิอาหาร 
 

                               ปลาดุกอุยมีนิสัยชอบกนิอาหารตามหนาดิน โดยเฉพาะบริเวณท่ีเปนโคลน
เนื่องจากปลาดุกอุยมีตาท่ีเล็กไมไดสัดสวนกับขนาดตัว แตมีหนวดท่ีรับความรูสึกไดดี ปลาดุกจึงใช
หนวดมากกวาตาในการหาอาหาร ชอบกินอาหารจําพวกเนื้อสัตว เชน ตัวออนของแมลงในนํ้า 
แมลง กุงและลูกปลาเล็ก ๆ บางชนิด 
 

1.3  โรคและปญหาของปลาดุกอุย 
 

1.3.1  สาเหตุของโรค 
 

อุทัยรัตน (2544) รายงานวาลักษณะอาการท่ีเรียกรวม ๆ กันวา “เปนโรค” นั้น
เกิดไดจากสาเหตุตาง ๆ กันดังนี้ 
 

1.3.1.1  โรคท่ีมีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย โดยสวนใหญเช้ือโรคมาสูตัวปลาได
โดยมากับน้ําหรือติดมากับเคร่ืองมือท่ีใชในบอ หรือกระจายมาจากปลาในบอเดยีวกนั ในสภาพ
ปกติปลาจะมีภูมิคุมกันทําใหเช้ือโรคทําอันตรายไมได เม่ือเกิดสภาพไมเหมาะสม เชน น้ําในบอเสีย 
อากาศเยน็ ฝนตกหนัก ปลาถูกรบกวนมาก ระบบภูมิคุมกนัของปลาจะทํางานไมเต็มท่ีปลาก็จะเปน
โรค ดังนั้นจึงควรระวังไมใหปลาเกิดความเครียด จะชวยลดความถ่ีของการเปนโรคลง โดยเฉิดฉัน
และคณะ (2538) ไดรายงานถึงโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรีย เชน โรคตัวดางซ่ึงเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย 
Flexibacter columnaris โรคทองบวม กกหบูวม ตัวเปนแผล ซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย 
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Aeromonas hydrophila ซ่ึงแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดนี้จดัเปนเช้ือโรคท่ีสรางความเสียหายในการ
เพาะเล้ียงปลาดุกมากท่ีสุดในปจจุบัน 
 

1.3.1.2  โรคท่ีเกิดจากปรสิตภายนอก ในน้าํมีปรสิตหลายชนิดท่ีทําอันตรายตอ 
ปลาไดท่ีทําใหเกิดปญหาบอย คือเห็บระฆัง (Trichodina sp.) และปลิงใส (Gyrodactylus sp. และ 
Dactylogyrus sp.) ปรสิตเหลานี้จะเกาะเหงือกทําใหปลาหายใจลําบากเกิดความรําคาญ ถามีมาก ๆ 
ปลาอาจตายได นอกจากนีย้งัเกาะตามลําตัวทําใหปลาเกดิความรําคาญ เกิดแผลและเปนชองทางให
เกิดโรคชนิดอ่ืนได 
 

1.3.1.3  โรคท่ีเกิดจากธาตุอาหาร เชน โรคกะโหลกราวและหนวดกดุ ซ่ึงมี
สาเหตุเกิดจากการขาดวิตามินซีในอาหารท่ีใชเล้ียงปลา (เฉิดฉันและคณะ, 2538) แมอาหารที่ผลิต
จากโรงงานจะมีคุณคาทางอาหารครบถวนตามความตองการของปลาแตถานํามาเก็บไวนานเกนิไป
หรือเก็บไวท่ีไมเหมาะสมก็อาจทําใหสารบางชนิดเส่ือมไปได 
 

1.3.1.4  โรคดีซาน ปลาดุกท่ีเปนโรคดีซานจะมีอาการตวัเหลือง ปลาปวยจะ 
คอย ๆ ทยอยตายในระยะแรกของการเปนโรค และจะตายเพ่ิมมากข้ึนเร่ือย ๆ อยางรวดเร็วในเวลา
ตอมา โรคนี้พบมากในชวงอากาศรอน ปลาปวยจะมีตับสีน้ําตาลออนปนเหลืองซีด ไขมันในชอง
ทองมีสีเหลือง อาจพบของเหลวสีน้ําตาลแดงปนเหลืองในชองทอง มามและไตบวม กลามเนื้อลําตัว
มีสีเหลือง ถุงน้ําดีมีขนาดใหญกวาปกติและมีน้ําดีสีเหลืองบรรจุอยูเต็ม ปลาปวยจะแสดงอาการของ
โรคโลหิตจางอยางเหน็ไดชัด ผลการศึกษาทางดานโลหติวิทยาปรากฏวาปริมาณ Hematocrit  
เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว Hemoglobin และ Bilirubin ของปลาท่ีเปนโรคดีซานมีคาแตกตางจาก
ปลาปกติอยางเห็นไดชัด ลักษณะทางพยาธิสภาพพบวามีผลึกของสารสีเหลืองทองกระจายอยูท่ัวไป
ระหวางเซลลตับและภายใน Cytoplasm ของ Macrophage ท่ีอยูรวมกนัเปนกลุมในตับ นอกจากนีย้ัง
พบผลึกชนิดเดียวกันนี้ภายใน Heamopoetic tissue และทอไตของปลาปวยดวย ระหวางเซลลของ
มามก็พบผลึกสีเหลืองนี้กระจายอยูท่ัวไปเชนกัน ในขณะท่ีเซลลของซ่ีเหงือกมีการเปล่ียนแปลง
เพียงเล็กนอยคือ การเกิดการบวมน้ําของเซลลเยื่อบุซ่ีเหงือกและการเกดิการเพ่ิมจํานวนเซลลเยื่อบุ
ของซ่ีเหงือกอยางไมรุนแรง (สุปราณีและคณะ, 2535)  
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2.  ระบบภูมิคุมกันของปลากระดูกแข็ง (Teleost) 
 

ระบบภูมิคุมกนัของปลากระดูกแข็งสามารถแบงออกไดเปน 2 ระบบใหญ ๆ ไดแก ระบบ
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง (Non-specific หรือ Innate immunity) และระบบภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะเจาะจง (Specific หรือ Adaptive immunity) (Ellis, 1999) เชนเดียวกับสัตวมีกระดูกสันหลัง
ช้ันสูง ซ่ึงถูกจําแนกโดยชนดิของ Leukocytes ท่ีพบหลากหลายชนดิ, Immunoglobulin (Ig), 
Complement factor และโมเลกุลของ Cytokines (Yada, 2007) ซ่ึงระบบภูมิคุมกันท้ังสองแบบยัง
สามารถแบงออกเปนกลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันท่ีคลายคลึงกันได 2 กลไก ไดแก 
กลไกการตอบสนองแบบใชโปรตีนหรือสารน้ําในน้ําเลือด (Humoral defenses) และกลไกแบบใช
เซลล (Cellular หรือ Cell mediated defenses) โดย Magnadóttir (2006) รายงานวาระบบภูมิคุมกัน
ท้ังสองระบบจะทํางานท่ีสัมพันธเกี่ยวของกัน ซ่ึงระบบภมิูคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงจะเกิดข้ึน
กอนและระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจงจะเกิดภายหลัง โดยภูมิคุมกันท่ีเกดิข้ึนและการหายเปน
ปกติภายหลังการติดเช้ือนัน้เปนผลมากจากการทํางานรวมกันระหวางกลไกแบบไมจําเพาะเจาะจง
กับกลไกแบบจําเพาะเจาะจง (Lorenzen, 1993) 
 

2.1  ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง 
 

ระบบภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะเจาะจง เกี่ยวของกับการปองกันเช้ือโรคหรือส่ิง
แปลกปลอมแบบไมจําเพาะเจาะจง ซ่ึงเกิดข้ึนต้ังแตยังไมพบกับเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมใด ๆ 
เลย (Bols et al., 2001) และไมมีการจดจําเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมชนิดเดิมเม่ือพบเปนคร้ังท่ีสอง 
การตอบสนองแบบนี้จะเกดิข้ึนอยางรวดเร็วและใชเวลาในการตอบสนองส้ัน โดย Bayne and 
Gerwick (2001) รายงานวา ระบบภูมิคุมกนัแบบนี้เม่ือนาํมาเปรียบเทียบกับระบบภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะเจาะจงแลวพบวา ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงประกอบดวยเซลลท้ังเคล่ือนท่ีได 
(Mobile cells) และอยูกับท่ี (Fixed cells) รวมถึงโมเลกุลจํานวนมากท่ีละลายอยูเปนของเหลว
ภายในรางกายซ่ึงมีความหลากหลายสูง ในขณะท่ีระบบภมิูคุมกันแบบจาํเพาะเจาะจงจะประกอบ 
ดวยเซลล Lymphocytes เปนหลัก ซ่ึงมีหนาท่ีในการทํางานเกีย่วของกบัการตอบสนองทางระบบ
ภูมิคุมกัน (ตารางท่ี 1) นอกจากนีย้ังสามารถแบงระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงออกเปน
กลไกยอย ๆ ได 3 กลไกดังนี ้
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ตารางท่ี 1  เซลลและสารชีวโมเลกุลของระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจงและแบบไมจําเพาะ 
                  เจาะจง   
 

Types Adaptive immunity Innate immunity 

Cells T and B-cells 
NK cells, monocytes/macrophage, granulocytes 
(predominantly neutrophils) 

Tissues Lymphoid Liver, spleen, pronephros 

Regulators Cytokines Cytokines 

Humoral 
component 

Igs 
Complement system, clotting system, 
antiproteases, metal-binding, proteins, lectins, 
lyzozyme,antimicrobial peptides, opsonins 

Kinetics ตอบสนองอยางชา ๆ ตอบสนองอยางรวดเร็ว 
 
ท่ีมา: Bayne and Gerwick (2001) 
 

2.1.1  กลไกการตอบสนองทางกายภาพ (Physical defenses) กลไกการตอบ  
สนองแบบนี้ถือวาเปนกลไกการปองกันตัวดานแรก (Secombes et al., 2001) ซ่ึงประกอบดวย เกล็ด 
เมือก ผิวหนังและเหงือก (Magnadóttir, 2006) และ Jones (2001) ไดรายงานวาบริเวณผิวหนังของ
ปลานั้นประกอบไปดวย Immunoglobulin, Complement, C-reactive protein, Lectins, Lysozyme 
และ Haemolysins ซ่ึงโมเลกุลเหลานี้จะมีหนาท่ีสําคัญในการทําลายเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมท่ี
เขามาภายในรางกายโดยตรง 
 

2.1.2  กลไกการตอบสนองแบบใชสารน้ําและโปรตีนในนํ้าเลือด (Humoral 
defenses) จะเกิดการตอบสนองเม่ือเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมสามารถผานกลไกแบบ Physical 
defense เขามาได โดยมีโปรตีนท่ีเกีย่วของกับกลไกการตอบสนองแบบนี้ เชน Transferrin, 
Complement และ Cytokine และในสัตวเล้ียงลูกดวยนมซ่ึงเปนสัตวมีกระดูกสันหลังช้ันสูง เม่ือเกดิ
การอักเสบ (Inflamation) เกดิข้ึน จะสงผลใหเกิดกระบวนการหล่ังของ Cytokine (Cytokine 
cascade) โดย Tumor necrosis factor α (TNFα) จะหล่ังออกมากอน จากน้ัน Interleukin-1ß (IL-1ß) 
และ Interleukin-6 (IL-6) จึงถูกหล่ังตามออกมา โดยการหล่ังของ Cytokines เหลานีจ้ะมีบทบาทเปน 
Chemoattractants ซ่ึงจะไปเหน่ียวนําให Neutrophils และ Macrophages เคล่ือนท่ีไปยังบริเวณท่ีเกดิ
การติดเช้ือ ดังนั้นจึงเรียก Cytokines เหลานี้วาเปน Chemokines (Secombes et  al., 2001) 
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2.1.3  กลไกการตอบสนองแบบใชเซลล (Cellular หรือ Cell-mediated 
defenses) มีเซลลท่ีเกี่ยวของกับกลไกการตอบสนองแบบนี้ ไดแก เซลล Macrophage และเซลล 
Polymorpho-nuclei (PMN cell) ซ่ึงเซลล PMN ในปลาจะมีหนาท่ีเชนเดยีวกับ Neutrophil ในสัตวมี
กระดูกสันหลังช้ันสูง โดย Macrophage นั้นจะมีหนาท่ีในการจับกินส่ิงแปลกปลอมแบบ 
Phagocytosis และยังเปนเซลลท่ีเช่ือมระหวางระบบภูมิคุมกันแบบไมจาํเพาะเจาะจงและระบบ
ภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจงเขาดวยกัน ซ่ึงท้ัง PMN และ Macrophage สามารถจับกินและกําจดั
แบคทีเรียไดโดยการผลิต Reactive oxygen species (ROS) ออกมาในกระบวนการ Respiratory 
burst ซ่ึงสารท่ีเกิดจากกระบวนการน้ีจะรวมถึง Superoxide anion (O2

-), H2O2 และ Hydroxyl free 
radical (OH.) ซ่ึงจะไปลดความสามารถของแบคทีเรียในการกอโรคได โดย Ellis (1999) ไดรายงาน
วา Neutrophil จะสามารถผลิตเอนไซม Myeloperoxidase (MPO) ในปริมาณมาก ซ่ึงสามารถ
เหนีย่วนําใหเกิดการสรางสารบางชนิดท่ีสามารถฆาเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมภายในเซลลได เชน 
Bactericidal hypohalite ions มาจาก Halide ions และ H2O2 นอกจากนีย้ังไดรายงานเพิ่มวา 
Macrophage สามารถรับ MPO จาก Neutrophil ได ซ่ึงอาจจะมีผลในการเพิ่มความสามารถในการ
ตอตานเช้ือแบคทีเรียอีกดวย 
 

2.2  ระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง 
 

โดยท่ัวไปแลวปลากระดูกแข็งมีระบบภูมิคุมกันแบบนี้เพือ่ทําลายเช้ือโรคและส่ิง
แปลกปลอมแบบจําเพาะเจาะจง ระบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบนี้จะมีลักษณะสําคัญคือมี
การจดจําและจะเกิดการตอบสนองอยางรวดเร็วและรุนแรงเม่ือพบกับเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอม
ชนิดเดิมเปนคร้ังท่ีสอง ระบบภูมิคุมกันชนดินี้จะใชเซลล Lymphocytes และโมเลกุล Antibody เปน
โมเลกุลหลักในการควบคุมเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมตาง ๆ ท่ีเขามาภายในรางกาย ซ่ึงมีสวน
เกี่ยวของกับการลดการติดเช้ือของไวรัส การเกิด Phagocytosis ตอเช้ือโรค ตลอดจนการเกิด 
Opsonization และการกระตุน Complement ผานทาง Classical pathway (Lorenzen, 1993) ซ่ึงระบบ
การตอบสนองตอเช้ือโรคแบบนี้ยังสามารถแบงเปน 2 สวนท่ีสําคัญคือ 

 
2.2.1  กลไกการตอบสนองแบบใชสารน้ําและโปรตีนในนํ้าเลือด (Humoral  

defenses) มี Immunoglobulin หรือ Antibody เปนโปรตีนหลักท่ีสรางจาก B-lymphocytes ซ่ึงอยูใน
มามและไตสวนหนาของปลา ซ่ึงในสัตวเล้ียงลูกดวยนมช้ันสูง เชน มนษุย จะพบ Immunoglobulin 
ท้ังหมด 5 class ไดแก IgA, IgM, IgD, IgG และ IgE อยางไรก็ตาม จากขอมูลพื้นฐานในปจจุบันทํา
ใหพบวาในปลากระดูกแข็งสามารถคนพบ Immunoglobulin ไดหลายชนิด เชน IgM, IgD ซ่ึงมี
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ความคลายคลึงกับ IgM และ IgD ของสัตวช้ันสูงโดยท่ัวไป (Reynaud and Deschaux, 2006) รวมท้ัง 
IgT และ IgZ ดวย โดย Hansen et al. (2005) ไดรายงานถึงการคนพบ IgT ในปลา Rainbow trout 
และ Danilova et al. (2005) รายงานถึงการแสดงออกของ IgZ ในปลา Zebrafish โดยในปลาชนิดนี้
ท่ีมีขนาดใหญพบวา IgZ จะมีการแสดงออกในไตและตอมไทมัสเทานัน้ 
 

2.2.2  กลไกการตอบสนองแบบใชเซลล (Cellular หรือ Cell-mediated defenses)  
ซ่ึงเปนกลไกการตอบสนองท่ีเทียบเทากับในสัตวเล้ียงลูกดวยนมช้ันสูง โดยมี T lymphocyte เปน
ชนิดของเซลลข้ันตน ท่ีใชเปนกลไกในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมจําพวก Tumor, Cancer, 
ไวรัส และแบคทีเรียสกุล Mycobacterium sp. หรือแบคทีเรียชนิดท่ีกอโรคแบบ Intracellular โดย 
Jansson et al. (2003) รายงานวาเช้ือโรคท่ีเปนแบคทีเรียชนิด Intracellular ไดแก Mycobacterium 
bovis, M. leprae, M. tuberculosis และ Listeria monocytogenes เปนตัวเหน่ียวนําใหเกิดการ
ตอบสนองแบบ Cell mediated immune (CMI) response อยางไรก็ตาม การศึกษาเพื่อจําแนก T cell 
ในปลากลุม Teleost นั้นยังไมมีรายงานมากอน แตพบการรายงานของโมเลกุล T cell receptor 
(TCR) แทน ซ่ึง TCR นั้นเปนโมเลกุล Antigen receptor ซ่ึงถูกทําใหแสดงออกโดย T lymphocytes 
ซ่ึงพบไดในสัตวมีกระดูกสันหลังท่ีมีขากรรไกรทุกชนดิ (Jawed vertebrates) ขณะที่ปลาในกลุมท่ี
ไมมีขากรรไกร (Jawless fish) กลับไมพบโมเลกุลของ TCR นี้เลย โมเลกุลของ TCR เปนแบบ 
Heterodimer ซ่ึงประกอบดวยสาย α/ß หรือ γ/δ โดยแตละสายจะประกอบดวย Variable (V) และ 
Constant (C) domain และ TR ยังจัดอยูในกลุม Immunoglobulin superfamily (IgSF) อีกดวย โดย
โมเลกุล T-cell จะถูกกระตุนเม่ือ TCR heterodimer (α/ß หรือ γ/δ) มารวมกับ CD3 complex เพื่อ
ใชในการจดจําส่ิงแปลกปลอมอยางจําเพาะเจาะจง หลังจากนั้น Major histocompatibilty (MHC) ซ่ึง
มีการแสดงออกบน Antigen presenting cell (APC) จะทําการนําเสนอส่ิงแปลกปลอมเหลานั้น
ใหกับ TCR ตอไป (Randelli et al., 2008) 
 
3.  Transferrin 
 

3.1  คุณสมบัติโดยท่ัวไป 
 

Transferrin เปน Glycoprotein ชนิดหนึง่ มีหนาท่ีหลักในการขนสงไอออนเหล็กจาก
น้ําเลือดไปยังเซลล หรือชวยควบคุมระดับของไอออนเหล็กของของเหลวท่ีอยูภายในรางกายของ
สัตวมีกระดูกสันหลัง (Lambert et al., 2005a; James and Mason, 2008) นอกจากนี้ยังมี 
Ovotransferrin (OTF), Lactotransferrin (LTC) และ Melanotransferrin (MTF) จัดอยูในกลุมของ 
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Transferrin superfamily ดวยเชนกัน โดย OTF พบในไขของสัตวปก และ LTF พบในน้ํานม แต 
MTF ยังไมทราบถึงการทํางานท่ีแนนอน ซ่ึงยังไมทราบแนชัดวาเกี่ยวของกับการขนสงไอออน
เหล็กหรือไม (Rengmark and Lingaas, 2007) นอกจากนีย้ังพบวาโดยท่ัวไปแลว Transferrin มีการ
สังเคราะหปริมาณมากในเซลลของตับ (Hepatocytes) แลวจึงคอยหล่ังออกสูกระแสเลือด (Sergeant 
et al., 2003) และ Gomme and McCann (2005) ไดรายงานวายังพบการแสดงออกของ Transferrin 
ในเซลล Sertoli, Ependymal, Oligodendroglia, Metastatic melanoma cell lines และ Cell lines ของ
มะเร็งทรวงอก (Breast cancer cell lines) ในมนษุยอีกดวย 

 
3.2  โครงสรางของ Transferrin 

 
เม่ือพิจารณาถึงโครงสราง Tertiary structure ของ Transferrin แลว จะพบวาโปรตีน

ชนิดนี้ทางดาน N และ C lobes จะมีลําดับของกรดอะมิโนท่ีคลายคลึงกันซ่ึงเช่ือกันวาเปนผลมาจาก
การเกิด Gene duplication (Stafford and Belosevic, 2003) โดยแตละ Lobe ของ Transferrin นั้นจะ
ประกอบดวยตําแหนงท่ีจับกับไอออนเหล็ก (Iron-binding site) อยางจําเพาะเจาะจง (Abe et al., 
2001) นอกจากนี้ Aisen (2004) รายงานวา Transferrin เปนโปรตีนท่ีอยูในน้ําเลือดซ่ึงประกอบดวย
ตําแหนง Fe3+ binding sites ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงจํานวน 2 ตําแหนง และมี 2 Domains หลักซ่ึง
ประกอบดวย α-helices ท่ีจะไปหุมบริเวณสวนตรงกลางของ ß-sheet backbone (ภาพท่ี 1) 
นอกจากนี้ท้ัง 2 Lobe ยังเช่ือมตอกันโดยใชบริเวณของสาย Peptide ขนาดเล็ก (ประมาณ 15 Amino 
acids) ซ่ึงเรียกวา “Interdomain bridge” ซ่ึงจะมีความยาวแตกตางกันไปในแตละชนิดของ 
Transferrin (Stafford and Belosevic, 2003)  

 
3.3  Polymorphism ของ Transferrin 

 
Stafford and Belosevic (2003) รายงานวาในปจจุบัน ความเปน Polymorphism ของยีน 

Transferrin ไดรับการพิสูจนและจําแนกแลววาสามารถพบไดในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เชน แมลง 
กลุมของ Crustaceans ปลา และในกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม จากคุณสมบัติความเปน 
Polymorphism นี้ Transferrin จึงจัดวาเปนยีนซ่ึงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง (Zatta et al., 
2005) โดยในส่ิงมีชีวิตแตละชนิดจะมีลักษณะจําเพาะภายในกลุมประชากร นอกจากนี้ภายในกลุม
ประชากรเดยีวกันก็สามารถพบความแตกตางของลําดับนิวคลิโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนท่ี
แตกตางกันได โดย Wojtczak et al. (2007) รายงานวา Transferrin ในสัตวมีกระดูกสันหลังถูก
จําแนกวาเปนยีนท่ีมีความเปน Genetic polymorphism สูง เนื่องจากยีน Transferrin นัน้พบวาเปน
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องคประกอบในส่ิงมีชีวิตท่ีแตกตางกันหลายชนิด ซ่ึงในปจจุบันมีรายงานวามีมากกวา 30 ชนิด โดย 
Gomme and McCann (2005) รายงานถึง  Transferrin ของมนุษยวาประกอบดวย 3 Isotypes หลัก 
ไดแก B, C และ D นอกจากนี้ Teixeira et al. (2002) ไดรายงานวาในสัตวมีกระดูกสันหลังสวน
ใหญจะมีอัลลีลของยีน Transferrin เปนแบบ Co-dominant และความผันแปร (Variants) ท่ีเกิดข้ึน
นั้นเกดิจากกรดอะมิโนท่ีแตกตางกันเพียงตําแหนงเดยีว (Single gene locus) 
 

3.4  หนาท่ีของ Transferrin 
 

โดยท่ัวไปหนาท่ีหลักของ Transferrin คือการเปน Iron-binding protein ซ่ึง 2 ใน 3 
ชนิดของ Transferrin ท่ีพบใน Serum จะเปน Apotransferrin ซ่ึงสามารถจับกับไอออนเหล็กท่ีถูก
ปลอยออกมาจากเซลลไดอยางรวดเร็ว (Kim et al., 2008) โดยท่ัวไปแลวแบคทีเรียสวนใหญจะใช
ไอออนเหล็กเพื่อการเจริญเติบโต และแบคทีเรียพวกนี้มักจะเปนแบคทีเรียกอโรค (Kim and Lee, 
2006) ซ่ึง Stafford and Belosevic (2003) รายงานวา การจับไอออนเหล็กของ Transferrin จึงทําให
เกิดสภาวะการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (Bacteriostatic environment) โดยไปจํากัดความสามารถในการ
ใชไอออนเหล็กของแบคทีเรียในการเพ่ิมจํานวน นอกจาก Transferrin จะทําหนาท่ีเปน Iron-binding 
protein แลว Transferrin ยังมีหนาท่ีอ่ืน ๆ อีกมากมาย (Multi-task protein) เชน การเปน 
Antioxidative (Kim et al., 2008) และ Antimicrobial protection รวมท้ังเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโต การเกิดกระบวนการ Differentiation และ Cytoprotection (Gomme and McCann, 
2005) นอกจากนี ้Transferrin ยังถือวาเปน Acute-phase protein เนื่องจากความเขมขนจะเพิ่มข้ึน
อยางรวดเร็วหากอยูภายใตสภาวะเครียดหรือเกิดการติดเช้ือ (Kim et al., 2008) เชนเดยีวกับการ
รายงานของ Stafford and Belosevic (2001) วา Transferrin ในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
(Invertebrate) จะทําหนาท่ีเปน Acute-phase protein ซ่ึงจะมีระดับการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (Up-
regulated) เม่ือเกิดการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกัน ซ่ึง Raida and Buchmann (2009) รายงานวา 
Acute-phase proteins และ Complement factors เปนโมเลกุลซ่ึงทําหนาท่ีสําคัญในการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุมกันแบบ Innate immune response ตอเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอม ซ่ึงโมเลกุล
เหลานี้จะถูกสังเคราะหโดยเซลลตับ (Hepatocytes) ซ่ึงการผลิตโมเลกุลเหลานี้ถูกเหนี่ยวนําโดย 
Macrophage activating factor และทําใหเกดิการรวมตวักนั (Combination) ของ Tumor necrosis 
factor α (TNF-α), Interleukin-1ß (IL-1ß) และ Interleukin-6 (IL-6) จากนั้นจะถูกหล่ังออกมาโดย 
Macrophage เม่ือมีเช้ือโรคโดยเฉพาะแบคทีเรียเขามาภายในรางกาย นอกจากนีย้ังพบวา Transferrin 
ยังมี Biological functions อ่ืน ๆ เชน การที่ Transferrin ไปเหนีย่วนําใหเกิด Neutrophilic end-stage 
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maturation รวมถึงการชวยในการเจริญเติบโตและการ Differentiation ของ Promyelocytic cell line 
(HL-60) อีกดวย (Stafford and Belosevic, 2003) 
 

 
 

ภาพท่ี 1  โครงสรางและลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของมนุษย (สีเหลือง; ß-sheets, สีแดง 
  ; α-helix, สีเขียว; Random coil)  

ท่ีมา: Gomme and McCann (2005)  
 

3.5  กลไกการทํางานของ Transferrin 
 

โดยท่ัวไปแลวกลไกการทํางานของ Transferrin จะเร่ิมตนโดยโมเลกุลของ Saturated 
transferrin ท่ีเรียกวา “Apotransferrin” ท่ีอยูภายในน้ําเลือดจะถูกสงมาจับกับไอออนเหล็กจน
กลายเปนโมเลกุลท่ีเรียกวา “Holotransferrin (HoloTf)” (Haber et al., 2008) ตรงบริเวณท่ีมีการ
แสดงออกของ Transferrin receptor (TfR) ซ่ึง Peng et al. (2007) รายงานวา TfR จะมีการแสดงออก
มากในเซลลท่ีมีการแบงตัวเร็วมากกวาเซลลท่ีแบงตัวชา หลังจากการจบักับ Receptor จนกลายเปน 
Transferrin-transferrin receptor complex แลว Complex นี้จะเขาสูภายในเซลลบริเวณของ 
Endocytic vesicles ไอออนเหล็กท่ีถูกจับไวจะถูกปลอยออกมาจาก Complex และเกดิกระบวนการ
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อ่ืน ๆ ตอไป ขณะท่ี Transferrin จะวนกลับมาอยูบนผิวเซลลอีกคร้ังและถูกปลอยออกไปในกระแส
เลือดเพื่อไปจบักับไอออนเหล็กตัวใหมอีกคร้ัง  

 
โดยท่ัวไปลักษณะพื้นฐานของไอออนเหล็กอิสระ (Free iron) สามารถพบไดท้ัง

รูปแบบ Fe2+ (Reduced ferrous) และ Fe3+ (Oxidized ferric) (Krewulak and Vogel, 2008) ซ่ึง
ไอออนเหล็กอิสระจะอยูในรูปของ Ferric form (Fe3+) ซ่ึงมีความเปนพษิสูง และมีคุณสมบัติการ
ละลายนํ้าไดตํ่า ขณะท่ีไอออนเหล็กในรูปของ Ferrous form (Fe2+) จะสามารถทําใหเกิด Free 
radicals จากปฏิกิริยา Oxidation กับออกซิเจนไดดังนี ้

 
         Fe2+ + O2                  Fe3++ O2

-. 

                                                  2O2
-. + 2H+               H2O2 + O2 

                                                  Fe2+ + H2O2              OH. + OH- + Fe3+ 
 

จากสมการนี้จะสงผลทําใหเกิด Superoxide anion (O2
-), Hydrogen peroxide (H2O2) 

และ Hydroxyl radical (OH.) ซ่ึงเกิดปฏิกิริยา Oxidation กับสารตาง ๆ โดยเฉพาะโครงสรางของ
เซลลไดงาย (Highly reactive) ซ่ึงจากคุณสมบัติของ Transferrin ท่ีสามารถจับกับไอออนเหล็กใน
รูป Fe3+ ไดจึงเทากับวาเปนการดึง Fe3+ ออกจากสมการทําใหปริมาณของ Fe2+ ลดลงตามไปดวย 
เม่ือปริมาณของ Fe2+ ลดลงจึงทําใหการเกิดปฏิกิริยา Oxidation กับออกซิเจนลดนอยลง ซ่ึงสงผลไป
ถึงการเกิด Free radicals ท่ีเกิดจากกระบวนการนี้ลดนอยลงตามไปดวย (Kibel et al., 2008) 
 

โดยท่ัวไปแลว Transferrin จะสามารถนําไอออนเหล็กเขาสูเซลลไดนั้นจะตองอาศัย 
Transferrin-receptor (TfR) ดวย โดย TfR จัดเปนโปรตีนท่ีอยูบนผิวเซลล (Flesland et al., 2004) ซ่ึง
เกี่ยวของกับการขนสงไอออนเหล็กท่ีจะไปจับกับ Transferrin และเกิดการขนสงจากบริเวณชองวาง
ท่ีอยูภายนอกเซลล (Extracellular space) เขาไปภายในเซลลโดยกระบวนการ Endocytosis ซ่ึง
กระบวนการนี้จะเกิดข้ึนหลังจากท่ีบางสวนของโมเลกลุของโปรตีน TfR ถูกปลอยออกมาอยูในรูป
ของสารละลายซ่ึงหมุนเวียนอยูภายในน้ําเลือดแลว นอกจากนีย้ังพบวา TfR จะมีการแสดงออกมาก
ท่ีสุดบริเวณผิวของ Erythroid precursors ในไขกระดูก (Bone marrow) ของสัตวมีกระดูกสันหลัง
ช้ันสูง และสามารถพบ TfR บน Erythroid cells ไดในทุกระยะของการ Maturation จนถึงระยะ
สุดทายของ Immature reticulocyte กอนจะเขาสูกระแสเลือด และจากการที่ TfR มีการแสดงออก
บนผิวเซลลนี้เองจึงทําใหเม่ือรางกายเกดิภาวะของการขาดแคลนไอออนเหล็ก หรือเกดิ 
Erythropoiesis ก็จะสงผลใหระดับของ TfR ในน้ําเลือดมีเพิ่มมากข้ึน (Ervasti et al., 2007) 



 

 

16 

นอกจากนี ้Graham et al. (2008); Trinder and Baker (2003) ไดรายงานวา TfR2 เปน Membrane-
bound glycoprotein ท่ีมีลําดับนิวคลิโอไทดสําคัญคลายคลึงกับ TfR1 ซ่ึงเปน Orthologous กันและ
พบในเซลลตับเปนหลัก และ Chiotoglou et al. (2008) ไดรายงานวานอกจาก TfRs จะมีความจําเปน
สําหรับ Normal erythropoiesis แลวยังมีความสําคัญในการเกิด Proliferation และ Maturation ของ
เซลล Hematopoietic ชนิดอ่ืน ๆ ดวยเชนกนั นอกจากนีย้งัมีรายงานวาสามารถพบ TfR1 ไดบนผิว
ของ T-cell และ B-cell ท้ังในระยะพัก (Resting) และระยะท่ีมีการ Mature แลว และพบวา TfR นั้น
จะถูกเหน่ียวนาํอยางเดนชัดเม่ือถูกกระตุนดวย Antigen หรือ Mitogen ซ่ึงเปนไปไดวาจะเกิดข้ึนใน
กรณีท่ีตองการชดเชยปริมาณของไอออนเหล็กของเซลลท่ีมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ขนาด 180 กรัม จํานวน 3 ตัว  
2.  ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ขนาด 20 กรัม จํานวน 90 ตัว 
3.  อาหารปลาดุกสําเร็จรูป 
4.  ตูกระจกขนาด 24 นิ้ว 
5.  เคร่ืองใหอากาศพรอมอุปกรณ 
6.  กระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร 
7.  เข็มฉีดยาขนาด 24G x 1.5 นิ้ว 
8.  Microcentrifuge ควบคุมอุณหภูมิ รุน Mikro 200R (Becthai) 
9.  เคร่ืองปนเหวีย่งความเร็วรอบตํ่า (Microfuge) 
10.  ตู -20 องศาเซลเซียส (Whirlpool) 
11.  ตู -80 องศาเซลเซียส (Thermo Forma) 
12.  ตูบมเช้ือ 37 องศาเซลเซียส (Memmert) 
13.  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer): Spectronic 2000 (Bausch & Lomb) 
14.  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) DU 650 (Beckman, USA) 
15.  ชุดเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (Bio-Rad) 
16.  Autoclave (Hirayama, Japan) 
17.  Larminar flow : Dwyer Mark II Model # 25 (Dwyer instruments, USA) 
18.  Shaker-waterbath, GFL 1083 
19.  Touch mixer Model # 232 (Fisher Scientific, USA) 
20.  Power supply : Power PAC 3000 (Bio-Rad Laboratories, USA) 
21.  White/UV trasilluminator: UVP ImageStore 7500 (Mitsubishi Electric Corporation,    
       Japan) 
22.  Thermal cycle (Polymerase chain reation; PCR) machine model TP600 (Takara Bio   

                     Inc.) 
23.  Sodium chloride (NaCl) (Merck) 
24.  เคร่ืองมือบดเนื้อเยื่อ (Glinder) 
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25.  เคร่ืองมือผาตัด 
26.  ถุงมือปลอดเช้ือ 
27.  Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
28.  PCR tube 
29.  Conical centrifuge tube 
30.  Automatic micropipette ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร 
31.  ตูอบฆาเช้ือแบบแหง (Hot air oven) 
32.  Microwave oven (Sanyo Electric Co., Ltd.) 
33.  Vortex-2 Genic, Scientific Industries, USA 
34.  สารเคมีสําหรับงานทางดานชีวโมเลกลุ 

34.1  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (Fermentas) 
34.2  Absolute ethanol (Merck) 
34.3  Ammonium persulfate (Bio basic Inc.) 
34.4  Chloroform (Fisher Scientific) 
34.5  Phenol (Merck) 
34.6  Tris (Tris-Borate EDTA) (Fisher Scientific) 
34.7  Ethidium bromide (Sigma) 
34.8  Ethylene diamine tetreacetic acid, disodium salt dehydrate; EDTA (Fluka) 
34.9  Diethyl pyrocarbonate; DEPC (Sigma) 
34.10  N, N-Dimethylformamide (Ajax Finechem) 
34.11  ß-mercaptoethanol (Sigma) 
34.12  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (BDH) 
34.13  Formamide (BDH) 
34.14  Formaldehyde (BDH) 
34.15  3-[N-morpholino] propane-sulfonic acid; MOPS (BIO BASIC INC.) 
34.16  Isopropyl-ß-D-thiogalactoside; IPTG (Sigma) 
34.17  5-bromo-4-cholo-3-indoyl-ß-D-galactopyranoside; X-gal (Sigma) 
34.18  Trizol reagent (Molecular Research Center) Isopropanol (Merck) 
34.19  RNase A 
34.20  Histopaque-1077 (Sigma) 
34.21  RPMI-1640 (GIBCO) 
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34.22  Phosphate-buffer saline (PBS)  
34.23  iScriptTM Select cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) 
34.24  RevertAidTM Firststrand cDNA synthesis kit (Fermentas)  
34.25  BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 
34.26  Loading dye (Fermentas) 
34.27  Gel star (Lonza) 
34.28  Agarose gel (Conda) 
34.29  Brilliant® II SYBR Green QPCR Master mix (Stratagene) 

35.  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเล้ียงเซลลแบคทีเรีย 
35.1  Technical agar (Difco, USA) 
35.2  Sodium chloride; NaCl (Merck) 
35.3  Bacto tryptone (BD, France) 
35.4  Yeast extract (Scharlau) 
35.5  Trypticase Soy Broth (Merck) 
35.6  Trypticase Soy Agar (Merck) 

36.  Restriction enzymes (Fermentas) 
36.1  Eco RI 

37.  สายพันธุแบคทีเรีย 
37.1  Escherichia coli สายพันธุ JM 109 
37.2  Aeromonas hydrophila สายพันธุ AQAH 001 
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วิธีการ 
 
1.  การโคลนลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมด (Full-length) ของ Complementary DNA ของยีน
Transferrin ในปลาดุกอุยโดยใชเทคนิค Rapid Amplification cDNA Ends (RACE)  
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

1.1  ปลาท่ีใชในการทดลอง 
 

นําปลาดุกอุยเพศเมีย อายุประมาณ 1 ป ขนาดประมาณ 180 กรัม จํานวน 1 ตัว ซ่ึงมี 
ลักษณะแข็งแรงไมปรากฏอาการของโรคตาง ๆ ซ่ึงไดจากภาควิชาเพาะเล้ียงสัตวน้ํา คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร มาเล้ียงในตูกระจก ขนาด 80 ลิตรในหองทดลองเพื่อปรับสภาพเปนเวลา 
7 วัน ระหวางนี้ใหอากาศตลอดเวลาและใหอาหารเม็ดปลาดุกสําเร็จรูปเปนอาหารในอัตราสวน 5% 
ของน้ําหนักตัว โดยแบงใหวันละ 2 คร้ังเชาและเยน็ 
 

1.2  การสกัด Total RNA 
 

เก็บเนื้อเยื่อตับจากปลาตัวอยางประมาณ 100 มิลลิกรัมมาบดดวย TRIzol reagent 
(Molecular Research Center) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใหละเอียดแลวนํามาบมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 
จากนั้นเติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 นาที และนําไปปนเหวีย่ง
ท่ี 12,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที จากนั้นแยกสวนใสซ่ึงประกอบดวย RNA 
ไปยังหลอดใหม จากนั้นเติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรเขยาใหเขากันดวยมือ บม
ท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จะ
เห็นตะกอนสีขาวของ RNA อยูบริเวณกนหลอด ลางตะกอน RNA ดวย 75% Ethanol ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช การตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพของ RNA ทําไดโดยนํามาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และทํา 
Electrophoresis โดยใช 1% Formaldehyde-agarose gel 
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1.3  การวัดคุณภาพ Total RNA ดวย Formaldehyde-agarose gel electrophoresis 
 

เตรียมตัวอยาง Total RNA โดยผสม Total RNA ท่ีไดในขอ 1.2 ปริมาตร 3.5  
ไมโครลิตรจาก Total RNA ความเขมขน 10-20 ไมโครกรัมดวย DEPC-treated water, 50% 
Formamide ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 2.2 M Formaldehyde ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ10X MOPS 
ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็ง
ทันทีเปนเวลา 10 นาที เติม 10X Formaldehyde gel loading buffer (50% Glycerol, 10 mM EDTA, 
pH 8.0, 0.25% (W/W) Bromophenol blue และ 0.25% (W/W) Xylene cyanol FF) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตรลงไปในตัวอยางแตละหลอด นาํตัวอยางไปโหลดลงบน 1% Formaldehyde-agarose gel 
ซ่ึงอยูใน 1X MOPS (เจือจางดวย 10X MOPS: 0.2 M MOPS, pH 7.0, 20 mM Sodium acetate และ 
10 mM EDTA) นําเจลไปยอมดวย Ethidium bromide (0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง
และนํามาสองใตแสง UV ดวยเคร่ือง Gel documentation 
 

1.4  การสกัด mRNA 
 

นํา Total RNA ท่ีไดจากขอท่ี 1.2 มาแยกเอา mRNA ดวย QuickPrep micro mRNA  
purification kit (Amersham Biosciences) โดยเติม oligo (dT)-cellulose 1 มิลลิลิตรลงใน 
Microcentrifuge tube จํานวน 2 อัน นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 1 นาทีดวยความเร็วสูงสุด (16,000  
xg) เติม Extraction buffer (Guanidinium thiocyanate และ N-lauroyl sarcosine) 400 ไมโครลิตร
และ Elution buffer 800 ไมโครลิตร (10 mM TrisHCl, pH 7.5, 1 mM EDTA) ลงในหลอดท่ีมี Total 
RNA อยู ผสมใหเขากนัและเทลงไปในหลอดท่ีมี oligo (dT)-cellulose อยู เขยาดวยมือเปนเวลา 3 
นาทีและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 1 นาที เทสวนใสท่ีอยูดานบนออก จากนัน้ลาง
ตัวอยางดวย High salt buffer (10 mM TrisHCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.5 M NaCl) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร จํานวน 5 คร้ัง และนํามาละลายซํ้าใน Oligo (dT)-cellulose นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 10 
วินาทีท่ีความเร็วสูงสุดและเทสวนใสดานบนออก จากนัน้ลางตัวอยางซํ้าอีก 3 คร้ังดวย Low salt 
buffer (10 mM TrisHCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซ่ึงในข้ันตอน
การลางคร้ังท่ี 3 เจลจะถูกละลายอยูใน Low salt buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จากนั้นดดูยายไป
ใสใน Microspin column และวางลงบน Microcentrifuge tube ลาง Column ดวยการเติม Low salt 
buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรจํานวน 3 คร้ังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 10 
วินาที เทสวนท่ีเปนของเหลวออกแลวนําสวนท่ีเหลือไปใสใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรอันใหม ชะลาง mRNA โดยใช Pre-warmed (65oC) elution buffer ปริมาตร 200 
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ไมโครลิตรบนของเหลวท่ีนอนกนอยูและปนเหวีย่งท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 10 วินาที mRNA ท่ี
ถูกชะออกมาจะถูกตกตะกอนโดยการเติม Glycogen solution ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, Potassium 
acetate solution ปริมาตร 20 ไมโครลิตรและ 95% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (เก็บท่ีอุณหภูมิ 
-15oC ถึง -30oC) นํามาวางไวท่ีอุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส ถึง -30 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยาง
นอย 30 นาที ตกตะกอน mRNA โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ี 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นําไปเกบ็
ท่ี -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช mRNA ท่ีตกตะกอนแลวจะนํามาละลายกับ DEPC-treated 
water ความเขมขนของ mRNA จะถูกนํามาวัดโดยการวดัคาความดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 
นาโนเมตร 
 

1.5  Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 

เทคนิค RACE มีประโยชนเพื่อโคลน Full-length cDNA ท้ังดานปลาย 5’ และ 3’ โดย 
ในการทดลองนี้จะใช BD SmartTM RACE cDNA Amplification kit (BD Biosciences Clontech) ซ่ึง
ใช mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัมท่ีไดจากขอ 1.4 เพื่อใชสังเคราะห First strand cDNA โดยเตรียม 
Microcentrifuge tube จํานวน 2 หลอด หลอดแรกทํา 5’-RACE-Ready cDNA ซ่ึงประกอบ 
ดวย mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม, BD Smart II A oligo (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGA 
GTACGCGGG-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 ไมโครลิตรเพ่ือสังเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดทางดานปลาย 5’ อีก
หนึ่งหลอดจะทํา 3’-RACE-Ready cDNA ซ่ึงประกอบดวย mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม และ 3’-
CDS primer (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V N-3’, N = A, C, G or T; V = A, 
G or C) ปริมาตร 1 ไมโครลิตรเพ่ือสังเคราะหลําดับนวิคลิโอไทดทางดานปลาย 3’ จากนั้นเติมน้ํา
กล่ันลงไปในแตละหลอดใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 5 ไมโครลิตร นาํไปปนเหวี่ยงอยางรวดเร็ว 
จากนั้นนําไปบมท่ี 70 องศาเซลเซียส 2 นาที และนําไปแชในน้ําแข็ง 2 นาที นําไปปนเหวีย่งอยาง
รวดเร็วเพื่อเกบ็ตัวอยางท่ีอยูบริเวณกนหลอด ในแตละหลอดจะเติม 5X First-strand buffer ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร, 20 mM Dithiothreitol ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 1 ไมโคร 
ลิตรและ BD PowerScript Reverse Transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและนําไป
ปนเหวี่ยงอยางรวดเร็ว เพื่อเก็บตัวอยางท่ีอยูบริเวณกนหลอด นําหลอดไปบมท่ี 42 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมงคร่ึงใน Hot-lid thermal cycler โดยผลิตภัณฑท่ีไดจะถูกมานําเจือจางดวย Tricine-
EDTA buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตรและนําไปบมท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตัวอยางท่ี
ไดจะนําไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะใช 
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หลังจากทําการสังเคราะห 5’ และ 3’-RACE-Ready cDNAs แลวจะใช cDNA นี้เปน 
Template เพื่อหาลําดับนวิคลิโอไทดทางดานปลายดาน 5’ และ 3’ ตามลําดับ โดยในการทํา RACE 
PCR จะประกอบดวย PCR reaction mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตรซ่ึงประกอบดวย 5’ หรือ 3’-
RACE-Ready cDNA ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, 10X BD Advantage 2 PCR buffer ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร, 10mM dNTP Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 50X BD Advantage 2 Polymerase Mix 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X Universal Primer Mix (UPM: Long (0.4 μM), 5’-CTAATACGAC 
TCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ และ Short (2 μM), 5’-CTAAT 
ACGACTCACTATAGGGC-3’) ปริมาตร 5 ไมโครลิตรและ 10 μM Gene-specific primer (GSP) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยทําการออกแบบจาก Partial cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย
(Accession number EB360378) ซ่ึงไดจาก Liver cDNA library ของปลาดุกอุย (Panprommin et al., 
2008) โดยการทํา 5’ RACE จะใช Reverse primers TfRA2 และใช Universal primers (UPM) ซ่ึงมี
สภาวะการทํางานท้ังหมด 25 รอบดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที
และ 72 องศาเซลเซียส  3 นาทีและการทํา 3’ RACE PCR จะใช Forward primers TfRA1 และใช 
UPM ซ่ึงมีสภาวะการทํางานเหมือนกนักับ 5’ RACE PCR amplification ลําดับนิวคลิโอไทดของ
ไพรเมอรท่ีออกแบบในการทํา RACE PCR แสดงในตารางท่ี 2  
 
ตารางท่ี 2  Gene specific primers เพื่อใชในการศึกษา 3’ และ 5’ RACE PCR 
 

RACE Primer names Sequences from 5' to 3' 

3' RACE TfRA1 5'-GCCCAGAGAAACATGAGGACATCG-3' 

5' RACE TfRA2 5'-AGCAAATCTGAACTGGAGGAGGCG-3' 
 

1.6  การโคลน Full-length cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยและการตรวจสอบ 
ลําดับนิวคลิโอไทด 
 

1.6.1  Gel Purification 
 

PCR product ท่ีไดจาก RACE จะนํามาทํา Gel-purification โดยใช Wizard®  
SV Gel และ PCR Clean-Up System kit (Promega, USA) โดย Product ท่ีไดท้ังหมดจะนําไปแยก
บน 1% Agarose gel ใน 1X TBE buffer จากนั้นยอมเจลดวย Ethidium bromide และนาํไปสองใต
แสง UV จากนั้นตัดเจลบริเวณของแถบท่ีเราตองการ แลวนําไปใสใน Microcentrifuge tube ขนาด 
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1.5 มิลลิลิตรและช่ังน้ําหนกั จากนั้นเติม Membrane binding solution อัตราสวน 10 ไมโครลิตรตอ
เจล 10 มิลลิกรัม นําสวนผสมท่ีไดไปปนผสมใหเขากันและนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50-65 องศา
เซลเซียส 10 นาทีจนกระท่ังเจลละลายหมด จากนั้นดดูสารละลายท่ีไดใสใน SV Minicolumn และ
บมท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาทีแลวนําไปปนเหวีย่งท่ี 16,000 xg 1 นาที จากนั้นดูดของเหลวท่ีอยูดานบน
ท้ิง ลาง Column โดยการเติม Membrane wash solution ปริมาตร 700 ไมโครลิตรและนําไปปน
เหวีย่งเปนเวลา 1 นาที ดูดของเหลวท่ีอยูดานบนท้ิง จากนั้นลาง Column อีกคร้ังโดยการเติม 
Membrane wash solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตรและนําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาที แลวนํา  SV 
Mini-column มาวางลงบน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ไมโครลิตรหลอดใหม จากนั้นชะลาง
ช้ินสวนของ DNA โดยการเติม Nuclease-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตรงกลางของ Column 
นํา Column และ Tube ไปบมท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาทีและนําไปปนเหวีย่ง 1 นาที นํา DNA ท่ีไดไป
เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปใช 
 

1.6.2  การโคลน PCR products 
 

ช้ินสวนของ DNA จะถูกเช่ือมตอเขาสู pGEM®-T Easy Vector (Promega, 
USA) โดยมี Ligation reaction ท้ังหมด 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 2X Rapid ligation buffer 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, pGEM®-T Easy Vector ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, PCR product ปริมาตร 3 
ไมโครลิตรและ T4 DNA Ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมสวนผสมท้ังหมดใหเขากันโดยใชป-
เปตและบมท่ี 4 องศาเซลเซียสขามคืน 
 

นํา Ligation reaction ไป Transform เขาในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 
ซ่ึงมีความเปน Competent cells ท่ีมีประสิทธิภาพสูง โดยนํา Ligation reaction ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรใสลงใน Competent cells ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและนาํไปแชใน
น้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นนําไปทํา Heat-shock ใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
45-50 วินาที และนําไปแชในน้ําแข็งในทันทีเปนเวลา 2 นาที เติม Super Optimal Culture medium 
(SOC medium) (Bacto®-tryptone 2 กรัม, Bacto®-yeast extract 0.5 กรัม, 1 M NaCl 1 มิลลิลิตร, 1 M 
KCl 0.25 มิลลิลิตร, 2 M Mg2+ stock 1 มิลลิลิตร, Filter-sterilized และ 2 M Glucose 1 มิลลิลิตร) 
900 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมงคร่ึงพรอมกับเขยา (ประมาณ 150 
รอบตอนาที) นําสวนผสมมาปนเหวี่ยงท่ี 1,000 xg 10 นาที และดูดอาหารเล้ียงเช้ือ SOC medium 
ออกใหเหลือปริมาณประมาณ 100 ไมโครลิตร แลวละลายใหเขากันโดยใช Micropipette จากนั้น
นําไป Spread plate บน LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plates บมท่ี 37 องศาเซลเซียสขามคืน 
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แบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีขาวจะถูกเข่ียลงบน LB-ampicillin agar plates อันใหมและนําไปบมท่ี 37 
องศาเซลเซียสขามคืน 

 
1.6.3  การคัดเลือกโคลนของแบคทีเรียท่ีมีช้ิน Insert (Positive clones) ดวยเทคนิค   

Colony PCR 
 

นําเอาโคโลนีสีขาวทุกโคโลนีท่ีไดจากขอ 1.6.2 มาทําการคัดเลือกโคลนท่ี
ตองการโดยใชเทคนิค Colony PCR โดยมี PCR reaction เทากับ 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 
1 U of Taq DNA polymerase (5 U/μl), 1X Taq buffer, 0.2 mM ของ dNTP, 0.5 μM ของ M13 
forward และ M13 reverse Primers และ 1.25 mM of MgCl2 โดยจะใช Micropipette tip แตะแตละ
โคโลนีผสมเขากับสวนผสมท่ีเตรียมไว และนําไปทํา PCR โดยกําหนดสภาวะการทํางานท้ังส้ิน 30 
รอบ ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
30 วินาที PCR products ท่ีไดจะนําไปแยกบน 1.5% Agarose gel ใน 1X TBE ท่ีกําลังไฟฟา 100 
โวลท และใช 100 bp DNA ladder เปน DNA marker จากนั้นยอมเจลดวย Ethidium bromide และ
นําไปสองใตแสง UV ดวยเคร่ือง Gel documentation 
 

1.6.4  การเตรียม Plasmid DNA 
 

ทําการคัดเลือก Positive clones ท่ีตองการเพื่อทําการสกดั Plasmid โดยใช 
AurumTM Plasmid Mini kit (BIO-RAD) โดยนําโคโลนท่ีีเลือกแลวมาเล้ียงใน LB-ampicillin broth 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตรแลวนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียสขามคืนพรอมเขยาตลอดเวลา จากน้ันนาํไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 1 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดวย Resuspension 
solution ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติม Lysis solution ปริมาตร 250 ไมโครลิตรและพลิกหลอด
กลับไปมาประมาณ   6-8 คร้ัง นําสารละลายท่ีไดไปผสมกับ Neutralization solution ปริมาตร 350 
ไมโครลิตร พลิกหลอดกลับไปมาประมาณ 6-8 คร้ัง นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 5 
นาที ปเปตสารละลายท่ีอยูดานบนไปยัง Plasmid mini column นํา Column ไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว
รอบ 12,000 xg เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายท่ีผาน Column ลงมา จากนั้นลาง Column ดวยการ
เติม Wash solution ปริมาตร 750 ไมโครลิตรและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg เปน
เวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายท่ีผาน Column ลงมา นํา Column ไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 
เพิ่ม 1 นาทีเพือ่กําจัด Wash solution ท่ียังคางอยู นํา Plasmid mini column ไปวางบน 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ไมโครลิตรหลอดใหม จากน้ันเติม Elution solution ปริมาตร 50 
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ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว 1 นาทีแลวนําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 12,000 xg 1 นาที จากน้ันจะได 
Plasmid ท่ีตองการอยูใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ไมโครลิตร 
 

1.6.5  Restriction enzyme digestion 
 

เม่ือทําการสกดั Plasmid เปนท่ีเรียบรอยแลว เทคนิค Restriction enzyme 
digestion จะถูกใชเพื่อยืนยันขนาดของช้ินสวนของ DNA ท่ีโคลนเขาใน Cloning vector โดยจะใช
เอนไซม Eco RI ตัด cDNA ท่ีเปนช้ิน Insert ออกจากลําดับนิวคลิโอไทดของ Cloning vector โดย
ปฏิกิริยานี้มีปริมาตรท้ังส้ิน 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย Plasmid DNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 
เอนไซม Eco RI 0.7 ไมโครลิตร, BSA 0.7 ไมโครลิตรและ Eco RI buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร
ผสมใหเขากันแลวนําไปบมขามคืนท่ี 37 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้เติม 6X loading dye solution 
ลงไป 4 ไมโครลิตรแลวนําไปแยกแถบ DNA บน 1.5% agarose gel ใน 1X TBE ท่ีกําลังไฟฟา 100 
โวลท ใช 100 bp DNA ladder เปน DNA marker จากนัน้ยอมเจลดวย Ethidium bromide และนําไป
สองใตแสง UV ดวยเคร่ือง Gel documentation 
 

1.6.6  การตรวจสอบลําดับนิวคลิโอไทด 
 

นํา Plasmid DNA ท่ีมีช้ิน Insert จากขอ 1.6.5 ปริมาตร 3 ไมโครลิตรไปตรวจ 
สอบลําดับนิวคลิโอไทด (Sequencing) โดยใช Thermo Sequence Fluorescent Labeled Primer 
Cycle Sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech; Macrogen, Inc.) ซ่ึงใชไพรเมอร M 13 
forward และ M 13 reverse เพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลิโอไทดท้ังดานปลาย 3’ และ 5’ ของ cDNA 
ตามลําดับ หลังจากตรวจสอบลําดับนิวคลิโอไทดแลว ทําการตัดสวนลําดับนิวคลิโอไทดท่ีเปนของ 
Vector ออกดวยโปรแกรม Genetyx version 7.0 ลําดับนิวคลิโอไทดของ cDNA ท่ีไดจะถูกนํามา
เปรียบเทียบความคลายคลึงของนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนโดยใช BLAST programs (NCBI, 
http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990) ซ่ึง BLASTN programs ใชในการเปรียบ 
เทียบลําดับนวิคลิโอไทดและ BLASTX programs จะใชในการเปรียบเทียบลําดับนวิคลิโอไทดท่ี
แปลรหัสเปนกรดอะมิโน 
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2.  การศึกษาคุณลักษณะและโครงสรางของ cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย 
 

2.1  การเปรียบเทียบคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนของยนี 
Transferrin ของปลาดุกอุยกบัส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ 
 

นําลําดับนิวคลิโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนท้ังหมด (Full-length) มาตัดสวน 
ท่ีเปน 5’ และ 3’ UTR ออกกอนโดยใชโปรแกรม Genetyx version 7.0 แลวนํามาหาคา Percent 
identity และ Similarity เปรียบเทียบกับยนี Transferrin ในส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ดวยโปรแกรม MatGAT 
2.01 จากนั้นนาํมาตัด Leader sequence ออกดวยโปรแกรม DAS-Transmembrane prediction server 
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) 
 

2.2  การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกับส่ิงมีชีวิต
อ่ืน ๆ 
 

ศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยโดยนําลําดับ
กรดอะมิโนท้ังหมดของยนี Transferrin ในปลาดุกอุยมาทํา Multiple sequence alignment 
เปรียบเทียบกบัยีน Transferrin ในส่ิงมีชีวติอ่ืน ๆ ดวยโปรแกรม Clustal W จากนั้นสราง 
Phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม MEGA version 3.1 และกําหนดคา Bootstrap ท่ี 1000 replicates 
 
3.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin โดยวิธี Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) ในเนื้อเยื่อชนดิตาง ๆ ของปลาดุกอุย 
 

3.1  การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากอวยัวะตาง ๆ และการสกัด Total RNA 
 

เก็บตัวอยางเนือ้เยื่อจากอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุกอุยเพศเมียและเพศผูอยางละ 1 ตัว 
อายุประมาณ 1 ป น้ําหนกัประมาณ 180 กรัม มีลักษณะแข็งแรงไมปรากฏอาการของโรคตาง ๆ โดย
อวัยวะท่ีเก็บไดแก เหงือก ลําไส ไตสวนหนา ไตสวนหลัง ตับ กลามเนือ้ รังไข, Peripheral blood 
leukocytes (PBLs) ผิวหนังและมาม จากนั้นทําการสกดั Total RNA โดยนําเนื้อเยื่อจากอวยัวะตาง ๆ 
เหลานี้มาบดดวย TRIzol reagent (Molecular Research Center) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาบมท่ี
อุณหภูมิหอง 5 นาที จากนัน้เติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 นาที 
และนําไปปนเหวีย่งท่ีความเรว็รอบ 12,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที จากนั้น
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แยกสวนใสซ่ึงประกอบดวย RNA ไปยังหลอด Eppendorf ใหม จากนัน้เติม Isopropyl alcohol 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรเขยาใหเขากันดวยมือ บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 12,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จะเห็นตะกอนสีขาวของ RNA 
อยูบริเวณกนหลอด ลางตะกอน RNA ดวย 75% Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและเก็บท่ีอุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช การวดัคุณภาพของ RNA ทําไดโดยนํามาวัดคาดดูกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และทํา Electrophoresis โดยใช 1% Formaldehyde-agarose gel 
 

3.2  การวัดคุณภาพ Total RNA ดวย Formaldehyde-agarose gel electrophoresis 
 

เตรียมตัวอยาง Total RNA ท่ีไดจากอวัยวะตาง ๆ โดย ผสม Total RNA ปริมาตร 3.5 
ไมโครลิตรจาก Total RNA ความเขมขน 10-20 ไมโครกรัมดวย DEPC-treated water, 50% 
Formamide ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 2.2 M Formaldehyde ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ10X MOPS 
ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็ง
ทันทีเปนเวลา 10 นาที เติม 10X Formaldehyde gel loading buffer (50% Glycerol, 10 mM EDTA, 
pH 8.0, 0.25% (W/V) Bromophenol blue และ 0.25% (W/V) Xylene cyanol FF) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตรลงไปในตัวอยางแตละหลอด นาํตัวอยางไปแยก RNA บน 1% Formaldehyde-agarose 
gel ซ่ึงอยูใน 1X MOPS (เจือจางดวย 10X MOPS: 0.2 M MOP, pH 7.0, 20 mM Sodium acetate 
และ 10 mM EDTA) นําเจลท่ีไดไปยอมดวย Ethidium bromide (0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เปนเวลา 1 
ช่ัวโมงและนํามาสองใตแสง UV ดวยเคร่ือง Gel documentation 
 

3.3  การสังเคราะห First strand cDNA synthesis 
 

นํา Total RNA ท่ีเก็บใน 75 % Ethanol จากขอ 3.1 มาท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหองเพ่ือให
ละลาย จากนัน้นําไปเขยาโดยใช Vortex mixture แลวนาํไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที จากนัน้
ดูด 75 % Ethanol ท้ิง แลวตากตะกอนท่ีอุณหภูมิหองอยาใหแหงมาก เติม DEPC treated water 
ประมาณ 10 ไมโครลิตร ทีละนอยเพ่ือใหตะกอนละลายจนหมด ปเปต Total RNA มา 2 ไมโครลิตร
ผสมกับ DEPC treated water 68 ไมโครลิตรแลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260-
280 นาโนเมตรซ่ึงใช DEPC treated water เปน Blank เม่ือไดคาความเขมขนของ Total RNA เปน
หนวยไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นใช Total RNA ท่ีสกัดไดจากเนื้อเยือ่แตละอวยัวะความเขมขน 1 
ไมโครกรัมมาสังเคราะห First strand cDNA โดยใช iScriptTM select cDNA synthesis kit (BIO-
RAD) เพื่อใชเปน Template ในการทํา RT-PCR ซ่ึงปฏิกิริยามีปริมาตรรวมเทากับ 7.5 ไมโครลิตร 
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ซ่ึงประกอบดวย Nuclease-free water, Oligo(dT)20 primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นนํามาบม
ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปแชน้าํแข็งประมาณ 60 วินาที เตรียม Master 
mix ซ่ึงมีปริมาตรรวมเทากบั 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 5X iScript select reaction mix 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ iScript reverse transcriptase ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให
เขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 90 นาที จากน้ันนําไปบมท่ี 85 องศาเซลเซียส 5 นาที
เพ่ือยับยั้งเอนไซม Reverse transcriptas เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปทํา RT-PCR ตอไป 

 
3.4  Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

 
First strand cDNA ท่ีไดจากแตละอวยัวะในขอ 3.3 จะใชเปน Template ใน

กระบวนการ PCR ซ่ึงในการทํา PCR amplification จะใช Gene-specific primers ของยีน 
Transferrin ท่ีออกแบบมาจาก Partial cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย (EB360378) 2 คู
โดยคูท่ี 1 ไดแก TfF1 และ TfR1 ซ่ึงเปน Forward และ Reverse primer ตามลําดับ และคูท่ี 2 ไดแก 
TfF2 และ TfR2 ซ่ึงเปน Forward และ Reverse primers ตามลําดับ และใช Gene-specific primer 
ของยีน ß-actin ซ่ึงไดแก BF และ BR ซ่ึงเปน Forward และ Reverse primers ตามลําดับ เปน 
Internal control (ตารางท่ี 3) โดยมีปริมาตรของ PCR reaction ท้ังหมดเทากับ 25 ไมโครลิตร ซ่ึง
ประกอบดวย 1X Taq buffer ปริมาตร 2.5ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร, 
2.5 mM dNTP ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 10 μM ของ Forward และ Reverse primer ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร, 0.5 U/μl Taq DNA polymerase (Fermentas) ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร และ 0.5 μl ของ 
First strand cDNA โดย PCR amplification มีสภาวะการทํางานท้ังหมด 25 รอบ ดังนี้ 94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส 30 วินาทีและ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที หลังจากนั้นปเปต 
PCR product ท่ีไดมา 10 ไมโครลิตรผสมกับ Loading dye แลวนําไปทํา Electrophoresis บน 1.5% 
Agarose gel ใน 1X TBE buffer  ท่ีกาํลังไฟฟา 100 โวลท ใช 100 bp DNA ladder เปน DNA 
marker จากนัน้ยอมเจลดวย Ethidium bromide และนําไปสองใตแสง UV ดวยเคร่ือง Gel 
documentation 
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ตารางท่ี 3  Gene specific primers เพื่อใชในการศึกษา RT-PCR 
 

Gene 
name 

Primer 
names 

Sequences from 5' to 3' PCR product size 

TfF1 5'-GCCCAGAGAAACATGAGGACATCG-3' 

TfR1 5'-AGCAAATCTGAACTGGAGGAGGCG-3' 
199 bp 

TfF2 5'-GTGGGAAGAAGTCCTGTCACACTGGTTT-3' 

Transferrin 

TfR2 5'-AGGACTCTGACTTGACCTGGGATACGCT-3' 
976 bp 

BF 5'-AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC-3'  ß-actin 

BR 5'-CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG-3' 
414 bp 

 
4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากการกระตุนดวยเชื้อ 

Aeromonas hydrophila โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
 

4.1  สัตวทดลอง 
 

นําลูกปลาดุกอุยอายุ 2 เดือน มีความยาวประมาณ 10 เซนติเมตร น้ําหนักประมาณ 20 
กรัม มีลักษณะแข็งแรง ไมปรากฏอาการของโรคตาง ๆ จากภาควิชาเพาะเล้ียงสัตวน้ํา คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร มาเล้ียงในตูกระจกปริมาตร 40 ลิตร จํานวน 9 ตู ๆ ละ 10 ตัว ใน
หองทดลองเพือ่ปรับสภาพเปนเวลา 7 วัน ระหวางนี้ทําการใหอาหารสําเร็จรูปในอัตรา 5% ของ
น้ําหนกัตัวโดยแบงใหวันละ 2 คร้ัง 
 

4.2  การทดลองกระตุนปลาดกุอุยดวยเช้ือ Aeromonas hydrophila 
 

นําปลาท่ีเตรียมไวมาแบงเปน 3 กลุม ๆ ละ 3 ตู โดยกลุมท่ี 1 (Treatment 1) เปนกลุม
ควบคุม ซ่ึงฉีดน้ําเกลือความเขมขน 0.85% (0.85% NaCl) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/ตัว กลุมท่ี 2 
(Treatment 2) ฉีดเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ความเขมขน 107 CFU/ml ปริมาตร 0.1 
ไมโครลิตร/ตัว และกลุมท่ี 3 (Treatment 3) ฉีดเช้ือ Aeromonas hydrophila ความเขมขน 109 
CFU/ml ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/ตัว โดยทุกกลุมการทดลองจะทํา 3 ซํ้า 
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4.3  การสกัด Total RNA และกระบวนการสังเคราะห First Strand cDNA 
 

ทําการเก็บเนื้อเยื่อเฉพาะอวยัวะตับจากปลาทั้ง 3 Treatment ซํ้าละ 1 ตัวท่ี 0, 6, 12, 24, 
48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังจากการฉีดเช้ือ จากน้ันนาํเนื้อเยื่อตับท้ังหมดมาทําการสกัด Total RNA 
ดวย TRIzol reagent (Molecular Research Center) โดยใชวิธีเดียวกนักบัขอ 3.1 และตรวจสอบ
คุณภาพของ RNA ดวยการวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรและทํา 
Electrophoresis บน 1.0% Formaldehyde-agarose gel จากน้ันนํา Total RNA มาทําการสังเคราะห 
First strand cDNA โดยใช RevertAidTM Firststrand cDNA synthesis kit (Fermentas) ซ่ึง
ประกอบดวย Total RNA ความเขมขน 1 ไมโครกรัม, Oligo (dT18) primer 0.5 ไมโครลิตรและเติม 
DEPC-treated water ปรับจนมีปริมาตรรวมเทากับ 7.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนําไปปน
ตกตะกอน 3-5 วินาทีท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที จากนั้นนําไปบมท่ี 70 องศาเซลเซียส 5 นาที 
แลวนํามาแชน้าํแข็ง เติม Master mix ซ่ึงมีปริมาตรรวมเทากับ 3.5 ไมโครลิตรซ่ึงประกอบดวย 5X 
reaction buffer 2 ไมโครลิตร, RibolockTM Ribonuclease inhibitor 0.5 ไมโครลิตรและ 10 mM 
dNTP mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นาํมาผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงอยางรวดเร็ว นําไปบมท่ี 
37 องศาเซลเซียส 5 นาที จากน้ันเติม Revert AidTM M-MuLV Reverse Transcriptase ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 42 องศาเซลเซียส 60 นาที และใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 10 
นาที จากนั้นนาํมาแชน้ําแข็ง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
 

4.4  การวิเคราะห Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction  
(Real-time PCR) 
 

ในการทดลองนี้จะใชชุด Brilliant®II SYBR® Green QPCR (Stratagene) ซ่ึงมี 
Reaction เทากบั 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย First strand cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, SYBR 
Green Master mix 12.5 ไมโครลิตร, น้ํากล่ัน 9.5 ไมโครลิตร และใชไพรเมอร Forward และ 
Reverse ซ่ึงไดแก Tff 1qf: 5'-TTAACACACTGAAGGGCAAGGGTC-3' และ Tfr 1qf: 5’-CTAC 
ATCTTCCTGGGAGCAGAGTA-3' ตามลําดับ และระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของ
ตัวอยางจะถูก Normalize กับ Housekeeping gene คือ 16S ribosomal RNA (Accession number 
EB360569) ซ่ึงมีไพรเมอร Forward และ Reverse ดังนี้ 16Sf qf: 5'-AACAGCGCAATCCTCTTC 
CAGAGT-3' และ 16Sr qr: 5'-ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTT-3' (ตารางท่ี 4) โดยสภาวะ
ของปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที ตามดวย 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 55 องศา
เซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 40 รอบ หลังจากนัน้ทําการวิเคราะห Melting 
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curve โดยดําเนินตอเนื่องไปโดยมีสภาวะของปฏิกิริยาคือ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, 55 องศา
เซลเซียส 30 วินาที และ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที ปฏิกิริยา PCR จะดําเนินการโดยเคร่ือง Real 
time รุน MxPro-Mx3000P (Stratagene) 
 
ตารางท่ี 4  Gene specific primers เพื่อใชในการทํา Real-time PCR 
 

Gene Names 
Primer 
names 

Sequences from 5' to 3' 
Amplicon 
size (bp) 

Tff 1 qf 5'-TTAACACACTGAAGGGCAAGGGTC-3' Transferrin 

Tfr 1 qr 5'-CTACATCTTCCTGGGAGCAGAGTA-3' 
133 

16Sf qf 5'-AACAGCGCAATCCTCTTCCAGAGT-3' 16s ribosomal 
RNA 16Sr qr 5'-ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTT-3' 

97 

 
4.5  การวิเคราะห Relative quantification ของ mRNA ของยีน Transferrin 

 
การวิเคราะหขอมูลจากการทาํ Real-time PCR นั้นมี 2 วิธี ซ่ึงไดแก Absolute  

quantification และ Relative quantification (Livak and Schmittgen, 2001) สําหรับวิธี Absolute 
quantification จะทําการวิเคราะห Transcript copy number โดยการสรางเสน Standard curve ซ่ึง
เปนการ Plot คา log แบบเสนตรงของ Initial copy number สําหรับชุดของ Standard เทียบกับคา 
Threshold cycle (Ct value) โดยจะมีการวัดคา Ct ของ Unknown gene และ Standard curve จะใช
เพื่อวิเคราะห Copy number เบ้ืองตนและ Relative quantification จะใชอธิบายถึงการเปล่ียนแปลง
การแสดงออกของยนีเปาหมายท่ีเกีย่วของกับ Reference group บางกลุม เชน Internal หรือ 
Untreated control เพื่อ Normalize จํานวนของ Target transcript ซ่ึงวิธีนี้อยูบนพื้นฐานของ Equal 
PCR efficiencies สําหรับ Target และ Internal control mRNAs 
 

Relative copy number ของ mRNA ของ Transferrin จะถูกคํานวณตามวิธี 2- ΔΔCT  

(Livak and Schmittgen, 2001) คาความแตกตางของ Threshold cycle (ΔCT) ระหวาง mRNA ของ 
Transferrin ซ่ึงเปน Target gene กับ 16S ribosomal RNA ซ่ึงเปน Internal control ของแตละ
ปฏิกิริยาจะใชเพื่อ Normalize ระดับการแสดงออกของ mRNA ดังสมการ 
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ΔCT = CT (TF)-CT (16S ribosomal RNA) 
 

คานี้จะคํานวณในแตละ Unknown sample โดย mRNA ของ Transferrin จะถือวามี

ความสัมพันธคงท่ีกับ Total RNA คา ΔCT ในแตละตัวอยางจะตรงกันกับ Relative quantification 
ของ mRNA ของ Transferrin และ Relative copy number จะถูกนํามาคํานวนโดยใชสมการดังนี ้
 

Copy number = 2-ΔΔCT 
 

โดย ΔΔCT = ΔCT (Unknown sample) - ΔCT (Reference sample) 
 

ในการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร การวิเคราะห Melt curve สามารถใช
ยืนยนัวาเปน Product ท่ีเราตองการเทานัน้ท่ีถูก Amplify ไมใชมาจาก PCR product ท่ีไมมี
ความจําเพาะเจาะจงหรือจาก Primer-dimer จับกันเอง อุณหภูมิสําหรับ Melting ท่ีแตกตางกันจะ
สามารถสังเกตไดระหวาง Product ท่ีมีความจําเพาะเจาะเจาะหรือไมมีความจําเพาะเจาะจง โดย 
Melt curve จะไดจากการเปล่ียนอุณหภมิูอยางชา ๆ ของปฏิกิริยา PCR จนกระท่ัง 95 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงเปนขณะท่ีมีการเก็บขอมูล 
 

4.6  การวิเคราะหขอมูล 
 

ขอมูลของการแสดงออกของยีน Transferrin จะแสดงในรูปของ Means ± standard 
deviation และความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมจะวิเคราะหความแปรปรวนโดยใช One-way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s new 
multiple range tests ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (α=0.05)  
 
5.  สถานท่ีทําการวิจัย 
 

หองปฏิบัติการการจัดการสุขภาพสัตวน้าํ ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง 
มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร  
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6.  ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

ใชระยะเวลาทําการวิจยัท้ังส้ิน 17 เดือน (เดือนมิถุนายน 2550-ตุลาคม 2551) 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 

 
1.  การโคลนลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ Complementary DNA ของยีน Transferrin ใน 
ปลาดุกอุย 
  

จากการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมด (Full-length) ของ cDNA ของยีน Transferrin ใน
ปลาดุกอุยโดยใชเทคนิค 5’ และ 3’ Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) โดยเร่ิมตนจาก
การออกแบบ Gene-specific primers ซ่ึงไดแก TfRA2 และ TfRA1 (ตารางท่ี 2) ตามลําดับ จาก
ลําดับนิวโอไทดของ Partial cDNA ของยีน Transferrin (EB360378) ท่ีมีความยาวเทากับ 384 bp ซ่ึง
ไดจากการสรางหองสมุด cDNA ท่ีไดจากเนื้อเยื่อตับ (Liver cDNA library) ของปลาดุกอุย 
(Panprommin et al., 2008) โดยผลจากการโคลน cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดกุอุยโดยใช
เทคนิค RACE พบวา PCR products ของท้ังสอง Fragments จากการทํา 5’ และ 3’ RACE เม่ือนํามา
ตรวจสอบดวยเทคนิค Gel electrophoresis แลวจะปรากฏแถบ PCR Product บนเจลมขีนาด
ประมาณ 1,900 bp และ 450 bp ตามลําดับ (ภาพท่ี 2A) ในเบ้ืองตนจึงสามารถประมาณขนาดของ 
Full-length ไดประมาณ 2,150 bp และเม่ือทําการตรวจสอบลําดับนิวคลิโอไทด (Sequencing) ท้ัง
สอง Fragments พบวามีความยาวท่ีแทจริงเทากับ 1,984 bp และ 399 bp ตามลําดับ เนื่องจาก PCR 
fragment ท่ีไดจากการทํา 5’ RACE มีขนาดใหญเกินกวาจะทําการตรวจสอบลําดับนิวคลิโอไทดได 
จึงทําการออกแบบ Gene-specific primers ซ่ึงไดแก TfNF และ TfNR เปน Forward และ Reverse 
primers (ตารางท่ี 5) แลวทําการ Amplify และ Clone จนไดลําดับนวิคลิโอไทดสวนท่ีเหลืออยูซ่ึงมี
ขนาดประมาณ 950 bp (ภาพท่ี 2B) ซ่ึงภายหลังจากการตรวจสอบลําดบันิวคลิโอไทดแลวพบวามี
ขนาด 976 bp จึงนํามาเช่ือมตอกันกับสวนของ Fragments ท้ังหมดจนได Full-length cDNA ของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุย ซ่ึงใชช่ือวา “Cm-Tf” (ภาพท่ี 2B) และเม่ือนาํ Cm-Tf มาเปรียบเทียบ
ความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดท่ีแปลรหัสเปนกรดอะมิโนกับยีน Transferrin ของส่ิงมีชีวิต
อ่ืน ๆ ในฐานขอมูล โดยใช BLASTX program พบวา Cm-Tf มีความคลายคลึงกับยีน Transferrin 
ของปลา Brown trout (Salmo trutta) มากท่ีสุด (ภาพท่ี 3) โดยมีคา Score ของความคลายคลึงและ 
E-value สูงสุดเทากับ 667 และ 0.0 ตามลําดับ และภายหลังลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ Cm-Tf 
ไดถูกบันทึกไวแลวในฐานขอมูล GenBank database โดยมี Accession number เปน ES610848 
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          (A)                                                         (B) 
 
ภาพท่ี 2  ภาพและแผนผังการโคลนลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมด (Full-length) ของ cDNA ของยีน  
               Transferrin ของปลาดุกอุย โดยใชเทคนิค 5’ และ 3’ RACE (A) ขนาดของ PCR product   
               ของ 5’ และ 3’ RACE ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1900 และ 450 bp ตามลําดับ (B) แผนผังการ  

 โคลน Full-length cDNA ของยีน Transferrin (Cm-Tf) โดยใชเทคนิค 5’ และ 3’ RACE 
 
ตารางท่ี 5  Gene specific primers เพื่อใช Amplify และการโคลนลําดับนิวคลิโอไทดของ DNA  
                  fragment ท่ีไดจาก 5’ RACE PCR products 
 

Gene name 
Primer 
names 

Sequences from 5' to 3' 
PCR product 

size 

TfNF 5'-GTGGGAAGAAGTCCTGTCACACTGGTTT-3' 
Transferrin 

TfNR 5'-AGGACTCTGACTTGACCTGGGATACGCT-3' 
976 bp 

 
 
 
 
 

5’ 3’ 
Full-length of cDNA (Cm-Tf) 

5’-End 3’-End 

Partial cDNA 

3’ RACE 

5’ RACE 

AAAAA 

AAAAA 

(5’ RACE PCR Product) 
Templates  

TfNF TfNR  
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ภาพท่ี 3  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย  
               กับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูลดวย BLASTX programs 
 
2.  การศึกษาคุณลักษณะและโครงสรางของ cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุย 
 

เม่ือนํา Full-length cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมาศึกษาคุณลักษณะและ
โครงสราง พบวา cDNA ของยีน Transferrin ท่ีมีความยาวท้ังหมดเทากับ 2,183 bp ประกอบดวย 
Open reading frame (ORF) ขนาด 1,884 bp (ภาพท่ี 4) นอกจากนี้ cDNA ของยีน Transferrin ใน
ปลาดุกอุยยังประกอบดวยลําดับนิวคลิโอไทดท่ีเปน 5’ และ 3’ Untranslated region ซ่ึงมีความยาว
เทากับ 26 bp และ 270 bp ตามลําดับ โดย cDNA ของยีนชนิดนี้สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 
(Amino acid) ไดเทากับ 628 Residues ซ่ึงประกอบดวยสวนท่ีเปน Leader peptide จํานวน 14 
Residues และ 614 Residues เปน Mature protein โดย cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยนัน้
จะประกอบดวยลําดับนิวคลิโอไทดท่ีเปน ATG และ TAG ซ่ึงเปน Start codon และ Stop codon ณ 
ตําแหนงนิวคลิโอไทดท่ี 28 และ 1,911 ตามลําดับ และทางดานปลาย 3’ ยังพบตําแหนง 
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Polyadenylation site (AATAAA) จํานวน 1 ตําแหนงท่ีลําดับนิวคลิโอไทด 2,133  เม่ือพิจารณาถึง
โครงสรางของโปรตีน cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยนี้สามารถแบงออกไดเปน 2 
Lobes คือ N-lobe และ C-lobe โดยลําดับกรดอะมิโนทางดาน N-lobe เร่ิมตนจากกรดอะมิโน
ตําแหนงท่ี 23 และส้ินสุดท่ีกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 323 รวมความยาวท้ังหมดเทากับ 301 Residues 
สวนดาน C-lobe เร่ิมตนจากกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 330 และส้ินสุดท่ีกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 628 
รวมความยาวท้ังหมดเทากับ 299 Residues และพบวายีน Transferrin ของปลาดุกอุยท้ังสอง Lobes 
จะเช่ือมกนัดวย Interdomain bridge (Hinge region) คือลําดับกรดอะมิโน SDSSKK ตําแหนงท่ี 324-
329 เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของทั้ง C-lobe และ N-lobe มาเปรียบเทียบกันพบวามีลําดับ 
กรดอะมิโนท่ี Conserved กนัหลายตําแหนง (ภาพท่ี 5) โดยมีคาเปอรเซ็นต Identity ของลําดับ 
นิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนเทากับ 48.6% และ 32.4% ตามลําดับ 

 
นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโน Cysteine เปนองคประกอบอยูภายใน Mature protein ท้ังหมด 

29 ตําแหนง ซ่ึงมีตําแหนงตรงกับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ ถึง 21 ตําแหนง และพบตําแหนงของ 
Glycosylation sites (NXT หรือ NXS) จํานวน 2 ตําแหนง ไดแก กรดอะมิโน Asparagine 609-
Serine 610-Serine 611 และ Asparagine 616-Valine 617-Serine 618  นอกจากนีย้ังพบวา Full-
length cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดกุอุยยังมีตําแหนงของกรดอะมิโนซ่ึงใชจับกับไอออน
เหล็ก (Iron-binding ligand) เปนองคประกอบอยูจํานวน 8 ตําแหนง (N-lobe จํานวน 4 ตําแหนง 
และ C-lobe จํานวน 4 ตําแหนง) นอกจากนี้ยังพบตาํแหนงของ Second shell-hydrogen-binding 
network และ Dilysine trigger จํานวน 8 ตําแหนง (N-lobe จํานวน 4 ตําแหนง และ C-lobe จํานวน 4 
ตําแหนง) และ 4 ตําแหนง (N-lobe จํานวน 2 ตําแหนง และ C-lobe จํานวน 2 ตําแหนง)  ตามลําดับ 
(ภาพท่ี 4) นอกจากนี้เม่ือใชโปรแกรม the Compute pI/Mw tool, http://www.expasy.org/tools/pi_ 
tools.html ในการตรวจสอบคุณสมบัติโปรตีนพบวา โปรตีนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 68 kDa และมีคา pI เทากับ 6.06 และเม่ือทําการพจิารณาโครงสรางลําดับ
ท่ีสองของโปรตีนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยโดยใช  PSIPRED Protein Structure 
Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html) พบวาโปรตีนของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยนัน้ประกอบดวย α-helix จํานวน 24 สวน, ß-strand จํานวน 20 สวน 
นอกนั้นจะเปนสวนของ Random coil (ภาพท่ี 6) 

 
 
 
 

 



 

 

39 
1 GCGGGGGCTGCATCCAGGAGTCCAGCATGAAGCTCTTCATCATCTGTGGCGTCCTCTCCTGCCTCGCCTTCGTGCAGGCTGAACCCCAGC  90 
 
(1)                                  M  K  L  F  I  I  C  G  V  L  S  C  L  A  F  V  Q  A  E  P  Q    (21) 
 
91 CAGTCAGATGGTGTTTAAAGTCAGATCAAGAGTTTAATAAATGCCAGACGCTTAAACCACTAGTCTGCGTGCAGAAGCCGGGAACTATGG  180 
 
(22)      P  V  R  W  C  L  K  S  D  Q  E  F  N  K  C  Q  T  L  K  P  L  V  C  V  Q  K  P  G  T  M    (51) 
 
181 ACTGCATCAAAGCCATTCAGAATGGTGAAGCAGATGCCATCACTCTGGATGGAGGAGATATCTACACAGCTGGTCTCCTGCCCCATAACC  270 
 
(52)      D  C  I  K  A  I  Q  N  G  E  A  D  A  I  T  L  D  G  G  D  I  Y  T  A  G  L  L  P  H  N    (81) 
 
271 TTCACCCCATCCTCGCAGAAGTTTACGGCACACAAGAGTCATGCTACTACGCTGTAGCTGTAGCAAAGAAAGGCACTGACTTTAATATCA  360 
 
(82)      L  H  P  I  L  A  E  V  Y  G  T  Q  E  S  C  Y  Y  A  V  A  V  A  K  K  G  T  D  F  N  I   (111)  
 
361 ATGGGCTTCGTGGGAAGAAGTCCTGTCACACTGGTTTGGGGAAAACTGCACGCTGGAACATCCCCATCGGCACTCTCGTCGAAATGGGAC  450 
 
(112)     N  G  L  R  G  K  K  S  C  H  T  G  L  G  K  T  A  R  W  N  I  P  I  G  T  L  V  E  M  G   (141)   
 
451 AGATTACATGGGGTGGCATCGATGAGAAACCTCTGCAGGATGCGGTGGCAGAATTCTTCTCAGCGAGCTGTGTGCCAGAAGCAACAAACC  540 
 
(142)     Q  I  T  W  G  G  I  D  E  K  P  L  Q  D  A  V  A  E  F  F  S  A  S  C  V  P  E  A  T  N   (171)   
 
541 CAAAACTGTGCCAGCTGTGTAAGAACAAGTGCCAGCCCTCTAAACACGAGCCGTATTCTAATTACCATGGAGCTTTCCAGTGCCTGAAGG  630 
 
(172)     P  K  L  C  Q  L  C  K  N  K  C  Q  P  S  K  H  E  P  Y  S  N  Y  H  G  A  F  Q  C  L  K   (201)   
 
631 ATGGAGTTGGAGACGTGGCGTTTGTGAAGCAAGACACAGCAATCAATGACGGGGACAATTACGAGCTGCTGTGTACAGACGGCACCAGGA  720 
 
(202)     D  G  V  G  D  V  A  F  V  K  Q  D  T  A  I  N  D  G  D  N  Y  E  L  L  C  T  D  G  T  R   (231)   
 
721 AGCCTGTTACTGAGTATAAAACCTGCAACTGGGCCCAAGTTCCTGCTCACGCCGTCGTCAGTCGCTTTGACAGAGACCTGGCCGACCGTA  810 
 
(232)     K  P  V  T  E  Y  K  T  C  N  W  A  Q  V  P  A  H  A  V  V  S  R  F  D  R  D  L  A  D  R   (261) 
 
811 TCGATAATGTTCTTAACACACTGAAGGGCAAGGGTCTGTTCTCCTCTGATGGCCCAGTGAAAGACCTAATGTTTAAAGACTCAACGACGG  900 
 
(862)     I  D  N  V  L  N  T  L  K  G  K  G  L  F  S  S  D  G  P  V  K  D  L  M  F  K  D  S  T  T   (291) 
 
901 ACCTGCAGAGGCTCTCAGAGCTCACCACCTCCTACATCTTCCTGGGAGCAGAGTACTGGAACGCCGTCCACTCACTCAAGAGGGAAAAAA  990 
 
(292)     D  L  Q  R  L  S  E  L  T  T  S  Y  I  F  L  G  A  E  Y  W  N  A  V  H  S  L  K  R  E  K   (321) 
 
991 CATCTAGTGATTCGTCTAAGAAGATTAGATGGTGCACTGTGGGTTCAGATCAGTCAGGATCCTGTGATGCATGGAGCACATCCCTCAGTG  1080        
 
(322)     T  S  S  D  S  S  K  K  I  R  W  C  T  V  G  S  D  Q  S  G  S  C  D  A  W  S  T  S  L  S   (351) 
 

 
ภาพท่ี 4  Full-length ของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน Transferrin ของ 

ปลาดุกอุย โดย Start (ATG) และ Stop codons (TAG) อยูในกรอบส่ีเหล่ียม ตําแหนงของ       
Leader peptide จะขีดเสนใต 1 เสน ตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine ท่ีตรงกันกับ  
ส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ จํานวน 21 ตําแหนงอยูภายในวงกลม ตําแหนงของ Polyadenylation site  
(AATAAA) จะเปนตัวหนาและขีดเสนใตสองเสน ตําแหนงของ N-glycosylation sites 

(NXT หรือ NSX) จะขีดเสนใตสองเสน ตําแหนงของ Iron-binding ligand จะขีดเสนใต
และมีสีชมพู สวนตําแหนงของ Second shell-hydrogen-binding netwok จะขีดเสนใตและมี
สีฟา ตําแหนง Dilysine trigger จะขีดเสนใตและมีสีแดง ตําแหนง Carbonate-binding site 
จะอยูในกรอบส่ีเหล่ียมสีสม ตําแหนงของ Interdomain bridge จะอยูในกรอบสีเขียว สวน
บริเวณท่ีมีสีเทาและมีลูกศรกาํกับดานบนแสดงถึงตําแหนงของ Gene-specific primers ท่ีใช
ในการทํา 5’ และ 3’ RACE PCR ตัวเลขและตัวเลขในวงเล็บแสดงลําดับของนิวคลิโอไทด
และกรดอะมิโนตามลําดับ 

 
 
 

N-lobe 
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1081 ATGATGATGGCAACAGCAGGCTCGAGTGTGAAACCGGCAAAACGGTGCAAGATTGCATCAAAAAGATCATGTATGATCAGGCCGATGCTA  1170 
 
(352)     D  D  D  G  N  S  R  L  E  C  E  T  G  K  T  V  Q  D  C  I  K  K  I  M  Y  D  Q  A  D  A   (381)   
 
1171 TTTCCGTTGATGGAGGAGAAGTGTACACTGCTGGAACGTGTGGTCTGGTGCCGGCCATAGTGGAGCAATACGATGAAGCACAGTGTACAC  1260 
 
(382)     I  S  V  D  G  G  E  V  Y  T  A  G  T  C  G  L  V  P  A  I  V  E  Q  Y  D  E  A  Q  C  T   (411) 
 
1261 CAGGTGCAACTGTTTCAGGAGACGCCGCGTCCTATTACGCAGTAGCTGTAGTGCACAAGGACTCTGACTTGACCTGGGATACGCTGCAAG  1350         
 
(412)     P  G  A  T  V  S  G  D  A  A  S  Y  Y  A  V  A  V  V  H  K  D  S  D  L  T  W  D  T  L  Q   (441) 
 
1351 GCAAGACGTCGTGTCACACTGCAGTGGGTCGTACAGCAGGCTGGAACATTCCCATGGGTCTCCTCCATGAGAAATACAAACGCTGTGACT  1440 
 
(442)     G  K  T  S  C  H  T  A  V  G  R  T  A  G  W  N  I  P  M  G  L  L  H  E  K  Y  K  R  C  D   (471)   
 
1441 TCTCAACGTACTTCAGTAAAAGCTGTGCTCCTGGTGCAGATCCTGATTCAACCCTGTGTGCATTGTGTAAGGGAGGTGAAGCTGGCAAAG  1530 
 
(472)     F  S  T  Y  F  S  K  S  C  A  P  G  A  D  P  D  S  T  L  C  A  L  C  K  G  G  E  A  G  K   (501) 
 
1531 GCAAATGTAAAGCCAGCAGCGATGAGCCTTATTACGGCTACAGTGGAGCCTTCAGGTGTTTGGCTGAAGGTGCTGGTGCAGTGGCGTTTA  1620 
 
(502)     G  K  C  K  A  S  S  D  E  P  Y  Y  G  Y  S  G  A  F  R  C  L  A  E  G  A  G  A  V  A  F   (531) 
 
1621 TTAAGCAAACCACAGTAGCAGAAAACACAGACGGCAATGGACCAGACTGGGCTAAGAGTTTCAAGTCATCAGACTATAAACTCATCTGCC  1710 
 
(532)     I  K  Q  T  T  V  A  E  N  T  D  G  N  G  P  D  W  A  K  S  F  K  S  S  D  Y  K  L  I  C   (561) 
   
1711 CCAGTGGCTCTGCTGCAATTAATGAGTATGAGCAGTGTAATTTAGCCAAAGTTCCAGCTCACGCCGTCGTCACTGCCCAGAGAAACATGA  1800 
 
(562)     P  S  G  S  A  A  I  N  E  Y  E  Q  C  N  L  A  K  V  P  A  H  A  V  V  T  A  Q  R  N  M   (591)  
 
1801 GGACATCGTGTCGTTCCTCAAGAACCAGCAGATTAATTTCCCCACCTCAAAACTCTTCAGAGAATCCACAAAATGTCTCCAAGAAGTTCG     1890       
 
(592)     R  T  S  C  R  S  S  R  T  S  R  L  I  S  P  P  Q  N  S  S  E  N  P  Q  N  V  S  K  K  F   (621) 
 
1891 AAAATCCTATCAGGAGTTCCTAGGACAAAAATATGTAAACTCCATAAAGTCCCAGCACATGTGTCGGGAGAGCAAATCTGAACTGGAGGA  1980           
 
(622)     E  N  P  I  R  S  S  *                                                                                                                                                                                                                                                     (628) 
 
1981 GGCGTGCGGCGCTCGCTCGTGTCCAGCCACGGCCTAAAATGGTCCAGTTTCACACAACCCCTGTGGATCTCTCTCACTTCATCTCAGTTT  2070 
          
2071 CTGACCTTTCTGGAATTAATCACACCTTGGTGTCCTCGATTTCCACCCTGTTAGTTGTCTGAAATAAAAATATATTAGAACCAAAAAAAA  2160          
 
2161 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  2183 

 
ภาพท่ี 4  (ตอ) 
 

 
 

ภาพท่ี 5  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนดาน N-lobe และ C-lobe ของ cDNA ของโปรตีนของ 
               ยีน Transferrin ในปลาดุกอุย 
 

TfRA1 

TfRA2 

C-lobe 
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ภาพท่ี 6  การทํานายโครงสรางลําดับท่ี 2 ของโปรตีนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย โดย α- 
               helix แทนดวย อักษร H, ß-strand แทนดวยอักษร E และ Random coil แทนดวยอักษร C 
 
3.  การศึกษาความคลายคลึงและความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย
กับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ  
 

3.1  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยกบัส่ิงมีชีวติอ่ืน ๆ  
 

เม่ือนําลําดับนวิคลิโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนท้ังหมดของยนี Transferrin ของ
ปลาดุกอุยมาทําการตัดสวน 5’ และ 3’ UTR ดวยโปรแกรม Genetyx version 7.0 จากนั้นหา
ตําแหนง Hydrophobic leader peptide โดยใชโปรแกรม DAS Transmembrane prediction แลวทํา
การตัดสวนท่ีเปน  Hydrophobic leader peptide ท่ีตําแหนง Cutoff  ท่ี 2.2 ซ่ึงมีความยาวต้ังแตลําดบั
กรดอะมิโนท่ี 7 ถึง 14 (ภาพท่ี 7) จากนั้นจงึนํามาหาคาเปอรเซ็นต Identity และ Similarity โดยใช
โปรแกรม MatGAT 2.01 เปรียบเทียบกับยนี Transferrin ของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ไดแก กลุมของปลา 
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(Fish), สัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา (Amphibian), หนู (Rodent), สัตวเล้ียงลูกดวยนมช้ันสูง (Higher 
mammals), และแมลง (Insects) พบวาคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดของยีน Transferrin 
ของปลาดุกอุยมีความคลายคลึงกับกลุมปลาอยูในชวง 50.5-60.8%, คลายคลึงกับกบ (African 
clawed frog) ซ่ึงเปนตัวแทนของสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา เทากับ 46.6%, คลายคลึงกับกลุมของหนู
ในชวง 50.5-50.9%, คลายคลึงกับสัตวเล้ียงลูกดวยนมช้ันสูง 51.4-53.0% และมีความคลายคลึงกับ
กลุมของแมลงอยูในชวง 41.5-46.6% และเม่ือนําลําดับของกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลา
ดุกอุยมาเปรียบเทียบกับลําดบัของกรดอะมิโนของยีน Transferrin ในกลุมของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ พบวา
มีความคลายคลึงกับกลุมของปลาในชวง 37.7-51.8%, คลายคลึงกับกบ (African clawed frog) 
เทากับ 37.9%, คลายคลึงกับกลุมของหนูในชวง 39.6-40.3%, คลายคลึงกับกลุมของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนมช้ันสูงเทากับ 39.9-42.4% และมีความคลายคลึงกับกลุมของแมลงเทากับ 21.2-30.7% 
จากนั้นนําท้ังลําดับกรดอะมิโนและลําดบันิวคลิโอไทดของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมาหาคา
เปอรเซ็นต Similarity พบวามีความคลายคลึงกับกลุมของปลาอยูในชวง 51.9-64.7% , คลายคลึงกบ 
(African clawed frog) เทากบั 50.2%, คลายคลึงกับกลุมของหนูอยูในชวง 53.7-54.2%, คลายคลึง
กับกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนมช้ันสูงในชวง 52.4-54.2 และคลายคลึงกับกลุมของแมลงในชวง 
33.8-42.9% (ตารางท่ี 6) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาท้ังลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนยนี Transferrin 
ของปลาดุกอุยนั้น มีความคลายคลึงกับยีน Transferrin ในกลุมของปลาสูงท่ีสุดและตํ่าท่ีสุดในกลุม
ของแมลง (ตารางผนวกท่ี ง 1 และ 2) 
 
ตารางท่ี  6  คาคลายคลึงกันของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนของยีน Transferrin ในปลาดุก 
                   อุยกับยนี Transferrin ของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ  
   

Identity (%) Similarity (%) 
Organisms 

Nucleotide Amino acid Amino acid 
Fish 50.5-60.8  37.7-51.8 51.9-64.7 
Frog 46.6 37.9 50.2 
Rodent 50.5-50.9 39.6-40.3 53.7-54.2 
Higher mammals 51.4-53.0 39.9-42.4 52.4-54.2 
Insects 41.5-46.6 21.2-30.7 33.8-42.9 

 
หมายเหตุ;  รายละเอียดของการเปรียบเทียบแสดงไวในตารางผนวก ง ท่ี 1 และ 2 
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ภาพท่ี 7  การหาตําแหนง Hydrophobic leader peptide โดยใชโปรแกรม DAS Transmembrane  
  prediction 
 
3.2  การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกับส่ิงมีชีวิต

อ่ืน ๆ 
 

เม่ือนําลําดับของกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมาทํา Multiple 
sequence alignment เปรียบเทียบกับยีน Transferrin ของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ซ่ึงไดแกปลา Zebrafish  
(Danio rerio) (BK001559), Human (Homo sapiens) (DQ923758), Nile tilapia (Oreochromis 
niloticus) (DQ272465), Norway rat (Rattus norvegicus) (D38380) และ African clawed frog 
(Xenopus laevis) (BC054950) โดยใชโปรแกรม Clustal W ปรากฏวามีตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 
Conserved กนัท้ังหมด 117 ตําแหนง ซ่ึงในจํานวนนีเ้ปนตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine จํานวน 
21 ตําแหนง นอกจากนีย้ังพบตําแหนงการ Conserved ของกรดอะมิโนท่ีสําคัญไดแก Ala 99-Val 
100-Ala 101, Ser 119-Cys 120-His 121, Gly 195-Ala 196-Phe 197, Val 207-Ala 208-Phe 209-Val 

Potential transmembrane segments 
Start Stop Length ~ Cutoff 
6 15 10 ~ 1.7 
7 14 8 ~ 2.2 
304 305 2 ~ 1.7 
394 399 6 ~ 1.7 
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210, Tyr 222-Glu 223-Leu 224-Leu 225-Cys 226, Asp 385-Gly 386-Gly 387, Cys 395-Gly 396-
Leu 397-Val 398-Pro 399, Ala 425-Val 426-Ala 427, Cys 446-His 447-Thr 448, Ala 454-Gly 
455-Trp 456 และ Cys 480-Ala 481-Pro 482-Gly 483 ซ่ึงจากการทํา Multiple sequence alignment 
เปรียบเทียบในส่ิงมีชีวิตท้ัง 6 ชนิด ทําใหทราบวาลําดับของกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของ 
African clawed frog มีความยาวส้ันท่ีสุดคือ 532 Residues รองลงมาคือปลาดุกอุยซ่ึงมีความยาว
เทากับ 628 Residues และพบวาลําดับกรดอะมิโนของ Transferrin ท้ัง Norway rat และ Human มี
ความยาวมากท่ีสุดคือ 698 Residues ซ่ึงท้ังสองชนิดมีความยาวเทากนั นอกจากนี้ยังพบตําแหนง 
Iron-binding ligand จํานวน 8 ตําแหนง โดยอยูในสวนของ N-lobe และ C-lobe อยางละ 4 Residues 
(ภาพท่ี 8 , ตารางท่ี 7 และตารางท่ี 8) และเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ในปลาดุกอุย
มาเปรียบเทียบเฉพาะกลุมปลาดวยกันจํานวน 14 ชนิด ไดแก Coho salmon (Oncorhynchus kisutch) 
(D89084), Cherry salmon (Oncorhynchus masou) (D89087), Rainbow trout (Oncorhynchus 
mykiss) (D89083), Sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) (D89085), Amago (Oncorhynchus 
rhodurus) (D89086), Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (DQ272465), Japanese medaka 
(Oryzias latipes) (D64033), Red seabream (Pagrus major) (AY335444), Bastard halibut 
(Paralichthys olivaceus) (D88801), Atlantic salmon (Salmo salar) (L20313), Brown trout (Salmo 
trutta) (D89091), Brook trout (Salvelinus fontinalis) (D89089), Lake trout (Salvelinus 
namaycush) (D89090) และ Iwana (Salvelinus leucomaenis pluvius) (D89088) พบวามีตําแหนง
ของกรดอะมิโนท่ี Conserved กันท้ังส้ิน 177 ตําแหนง โดยลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ใน
ปลาดุกอุยจะมีความยาวส้ันท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับปลาชนิดอ่ืน ๆ นอกจากนีย้ังพบวาท่ีตําแหนง 
Thr 411-Pro 412-Gly 413 ในสวนของ C-lobe ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยจะมีความยาวของ
ลําดับกรดอะมิโนมากกวายนี Transferrin ในปลาชนิดอ่ืน ๆ ท่ีตําแหนงเดียวกัน (ภาพท่ี 9) 
 

จากการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยการสราง Phylogenetic tree โดยใช
โปรแกรม MEGA version 3.1 และกําหนดคา Bootstrap ท่ี 1000 replicates จากลําดับนิวคลิโอไทด
ของยีน Transferrin ในปลาดกุอุยท่ีทําการศึกษาและจากส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ อีก 34 ชนิด ซ่ึงไดจาก
ฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ไดแก Coho salmon 
(Oncorhynchus kisutch) (D89084), Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (D89083), Sockeye 
salmon (Oncorhynchus nerka) (D89085), Cherry salmon (Oncorhynchus masou) (D89087), 
Amago (Oncorhynchus rhodurus) (D89086), Iwana (Salvelinus leucomaenis pluvius) (D89088), 
Brook trout (Salvelinus fontinalis) (D89089), Lake trout (Salvelinus namaycush) (D89090), 
Atlantic salmon (Salmo salar) (L20313), Brown trout (Salmo trutta) (D89091), Bastard halibut 
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(Paralichthys olivaceus) (D88801), Red seabream (Pagrus major) (AY335444), Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus) (DQ272465), Japanese medaka (Oryzias latipes) (D64033), African 
clawed frog (Xenopus laevis) (BC054950), House mouse (Mus musculus) (BC092046), Norway 
rat (Rattus norvegicus) (D38380), Cattle (Bos taurus) (BC122602), Horse (Equus caballus) 
(M69020), Human (Homo sapiens) (DQ923758), Woodchuck (Mamota monax) (AY288100), 
Tsetse (Glossina morsitans morsitans) (AF368908), Flesh fly (Sarcophaga peregrine) (D28940), 
Bean bug (Riptortus clavatus) (AF046126), Honey bee (Apis mellifera) (AY217097), Red fire ant 
(Solenopsis invicta) (AY940116), Domestic silkworm (Bombyx mori) (DQ375762), Tobacco 
hornworm (Manduca sexta) (M62802), Striped riceborer (Chilo suppressalis) (AB158473), 
Mulberry longicon (Apriona germari) (DQ386641), White-spotted flower chafer (Protaetia 
brevitarsis) (DQ882181), Eastern lubber grasshopper (Romalea microptera) (AY362358), 
Tropical cockroach (Blaberus discoidalis) (L05340), Giant northern termite (Mastotermes 
darwiniensis) (AF535146) โดยพบวาสามารถแบงกลุมของความสัมพันธออกเปนกลุมใหญ ๆ ได 2 
กลุมอยางชัดเจน คือ กลุมของสัตวมีกระดูกสันหลังและกลุมของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง ซ่ึงมี
เฉพาะ Transferrin ในกลุมของแมลง (Insects) โดยในกลุมของสัตวมีกระดูกสันหลังยังสามารถแบง
ความสัมพันธออกไดเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมของปลา (Fish) และกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
(Mammals) ท่ีรวมอยูกับสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้าํ (African claw frog) และเม่ือพิจารณาความสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการของยีน Transferrin ในกลุมของปลาพบวาสามารถแบงออกเปน 3 กลุมยอย โดยกลุมท่ี 1 
นั้นจะเปนกลุมท่ีมีสมาชิกเปนยีน Transferrin ของปลาในกลุม Salmonids ท้ังหมด กลุมท่ี 2 เปน
กลุมของปลา Bastard halibut, Red seabream, Nile tilapia และ Japanese medaka และกลุมท่ี 3 ซ่ึงมี
เฉพาะ Transferrin ของปลาดุกอุยเทานั้น (ภาพท่ี 10) 
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            ภาพที่ 8  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยนี Transferrin ของปลาดุกอุยกับสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ โดยที่ลําดบักรดอะมิโนที่ Conserved กันจะมีสีทึบ  
                           สัญลักษณดอกจัน(*) แสดงถึงตําแหนงที่เปน Iron-binding ligand, สัญลักษณ ^ แสดงถึงตําแหนง Second shell-hydrogen-binding network, 
                           สัญลักษณ # แสดงถึงตําแหนง Dilysine trigger, เครื่องหมายขีด (-) แสดงถึงชองวาง (Gaps) ตัวอักษรในกรอบสี่เหลี่ยมปรุสีชมพูแสดงถึงตําแหนง  
                           Hinge region, N- และ C-lobe แสดงภายในกรอบตําแหนง CO3

2- binding-sites อยูภายในกรอบสีสม 46 
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       ตารางที่ 7  ตําแหนง Iron binding ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับของมนุษย 
 

Human Walking catfish 

Residue Residue 

N-Lobe C-Lobe 

Reported function 

N-Lobe C-Lobe 

Asp-63 Asp-392 Iron-binding ligand Asp-54 Asp-371 

Gly-65 Gly-394 Second shell-hydrogen-binding network Gly-56 Gly-373 

Glu-83 Glu-410 Second shell-hydrogen-binding network Glu-74 Glu-389 

Tyr-85 Tyr-412 Second shell-hydrogen-binding network Tyr-76 Tyr-391 

Tyr-95 Tyr-426 Iron-binding ligand Tyr-83 Tyr-409 

Arg-124 Arg-456 Second shell-hydrogen-binding network Lys-112 Arg-438 

Tyr-188 Tyr-517 Iron-binding ligand Tyr-179 Tyr-501 

Lys-206 Lys-534 Dilysine trigger Lys-197 Lys-519 

His-249 His-585 Iron-binding ligand His-234 His-568 

Lys-296 Arg-632 Dilysine trigger Lys-273 Arg-626 47 
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      ตารางที่ 8  ตารางแสดงตําแหนงของ Iron-binding ligand ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ  
 

ตําแหนง Iron binding ligand 

ตําแหนงที่ 

 

N-Lobe C-Lobe 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Walking catfish Asp (D)-54 Tyr (Y)-83 Tyr (Y)-179 His (H)-234 Asp (D)-371 Tyr (Y)-409 Tyr (Y)-501 His (H)-568 

Zebrafish Asp (D)-58 Tyr (Y)-85 Asp (D)-183 Arg (R)-239 Asp (D)-369 Tyr (Y)-404 Tyr (Y)-499 His (H)-571 

Nile tilapia Asp (D)-61 Tyr (Y)-92 Tyr (Y)-188 Asp (D)-244 Asp (D)-385 Tyr (Y)-420 Tyr (Y)-515 His (H)-583 

Frog Asp (D)-61 Tyr (Y)-94 Tyr (Y)-193 His (H)-249 Asp (D)-385 Tyr (Y)-424 - - 

Norway rat Asp (D)-64 Leu (L)-97 Tyr (Y)-189 His (H)-250 Asp (D)-392 Tyr (Y)-429 Tyr (Y)-518 His (H)-586 

Human Asp (D)-63 Tyr (Y)-95 Tyr (Y)-188 His (H)-249 Asp (D)-392 Tyr (Y)-426 Tyr (Y)-517 
 

His (H)-585 48 
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     ภาพที่ 9  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกับยีน Transferrin ของปลาชนิดอื่น ๆ โดยที่ลําดับกรดอะมิโนที่ Conserved กันจะ 
                    มีสีทึบและมีสัญลักษณดอกจนั (*), #; Iron binding ligand, ^; Second shell-hydrogen binding network, +; Dilysine trigger, ตําแหนง CO3

2-- binding  
                    sites อยูในกรอบสีสม 
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      ภาพที่ 9 (ตอ) 50 

 



 

 
 
ภาพท่ี 10  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธเชิงวิวฒันาการของยนี Transferrin ในปลาดุกอุย 

    เปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ อีก 34 ชนิด  
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4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin โดยวิธี Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) ในเนื้อเยื่อจากอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุกอุย 
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในเนื้อเยือ่ท่ีไดจากอวัยวะตาง ๆ ของ 
ปลาดุกอุยท้ังส้ิน 10 อวัยวะ ไดแก เหงือก (Gills), ลําไส (Intestine), ไตสวนหนา (Head kidney),  
ไตสวนหลัง (Trunk kidney), ตับ (Liver), กลามเนื้อ (Muscle), รังไข (Ovary), Peripheral blood 
leukocytes (PBLs), ผิวหนัง (Skin) และมาม (Spleen) ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใช Gene-specific 
primers 2 คู โดยคูท่ี 1 คือ TfF1 และ TfR1 เปน Forward และ Reverse primers ตามลําดับ และคูท่ี 2 
คือ TfF2 และ TfR2 เปน Forward และ Reverse primers ตามลําดับ (ตารางท่ี 3) ผลปรากฏวาเกิด 
Band ของ PCR product ขนาด 199 bp เม่ือใช Primer คูท่ี 1 (ภาพท่ี 11A) และ 976 bp เม่ือใช Primer 
คูท่ี 2 ตามลําดับ (ภาพท่ี 11B) เฉพาะในเนือ้เยื่อท่ีไดจากตับเทานั้น สําหรับยีน ß-actin ซ่ึงเปน House 
keeping gene ท่ีใชเปน Internal control พบวาเกดิ Band ของ PCR product ขนาด 414 bp (ภาพท่ี 
11C) ซ่ึงมีความหนาใกลเคียงกันในทุกอวยัวะ  
 

               
 

               
 

               
   
ภาพท่ี 11  การแสดงออกของยีน Transferrin ในเนื้อเยื่อจากอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุกอุยโดยใช 

   เทคนิค RT-PCR โดย A) PCR product ขนาด 199 bp จากการใช Primer TfF1 และ     
   TfR1, B) PCR product ขนาด 976 bp จากการใช Primer TfF2 และ TfR2 และ  
   C) PCR product ของยีน ß-actin ขนาด 414 bp ซ่ึงใชเปน Internal control (G; Gills, I;   
   Intestine, HK; Head kidney, TK; Trunk kidney, L; Liver, M; Muscle, O; Ovary, PBLs;    
   Peripheral blood leukocytes, Sk; Skin, Sp; Spleen) 
 

 

         G        I        HK     TK        L       M       O     PBLs    Sk      Sp     

         G        I        HK     TK        L       M       O     PBLs    Sk      Sp   

         G        I        HK     TK      L       M       O      PBLs    Sk      Sp     

100 bp 

300 bp 
  200 bp 

(A) 
199 bp 

 1000 bp 
(B) 

976 bp 

 500 bp 
 400 bp 

 1000 bp 
(C) 
414 bp 
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5.  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากการกระตุนดวย

เชื้อ Aeromonas hydrophila โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR 
  

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากไดรับการ
กระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท่ีระดบัความเขมขนแตกตางกัน 2 ระดับคือ 107 
CFU/ml (Treatment ท่ี 1) และ 109 CFU/ml (Treatment ท่ี 2) เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีฉีดดวย 
0.85% NaCl (Control) และทําการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนี Transferrin โดยใชเทคนิค 
Quantitative Real-Time PCR ซ่ึงใช Gene specific primers ไดแก Tff 1 qf และ Tfr 1 qr เปน 
Forward และ Reverse primers ตามลําดับและใชยนี 16s ribosomal RNA เปน Internal control 
(ตารางท่ี 4) จากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาวเิคราะหระดับการแสดงออก ซ่ึงมี 2 ข้ันตอนไดแก Absolute 
quantification และ Relative quantification ตามวิธีของ Livak and Schmittgen (2001)  

 
การวิเคราะห Absolute quantification จะทําการวิเคราะห Transcript copy number โดยการ

สรางเสน Standard curve เปนการ Plot คา log แบบเสนตรงของ Initial copy number ของ Standard 
เทียบกับคา Threshold cycle (Ct value) โดยจะวัดคา Ct ของ Transferrin gene และ Standard curve 
เพื่อใชวเิคราะห Copy number เบ้ืองตน โดย Amplification plot ในภาพที่ 12 แสดงถึงการเพ่ิม
สูงข้ึนของการจับกันระหวาง Fluorescent dye กับ Amplified PCR products ของ Standard เม่ือเวลา
ผานไป ซ่ึง Curve ท่ีเกิดข้ึนจะแสดงถึงความสัมพันธแบบเสนตรงระหวาง Standard ของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุย เทียบกับคา Threshold cycle (Ct value)  

 
การวิเคราะห Relative quantification จะใชอธิบายถึงการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ

ยีนเปาหมายทีเ่กี่ยวของกับ Reference group บางกลุม เชน Internal หรือ Untreated control เพื่อ 
Normalize จํานวนของ Target transcript ซ่ึงวิธีนี้อยูบนพืน้ฐานของ Equal PCR efficiencies สําหรับ 
Target และ Internal control mRNAs โดย Relative copy number ของ mRNA ของ Transferrin จะ

ถูกคํานวณตามวิธี 2- ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001)  
 

ในการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรของแตละยีนนัน้ การวิเคราะห Melt curve 
ซ่ึงจะสามารถใชยืนยันวาเปน Product ท่ีเราตองการเทานัน้ท่ีถูก Amplify ไมใชมาจาก PCR product 
ท่ีไมมีความจําเพาะเจาะจงหรือจาก Primer dimer ซ่ึงเกิดจากการจับกันเองของ Primers ท่ีใชในการ
ทดสอบ อุณหภูมิสําหรับ Melting ท่ีแตกตางกันจะสามารถสังเกตไดระหวาง PCR product ท่ีมี
ความจําเพาะเจาะจงหรือไมมีความจําเพาะเจาะจง โดย Melting curve จะไดจากการเปล่ียนอุณหภูมิ
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อยางชา ๆ ของปฏิกิริยา PCR จนกระท่ัง 95 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนเวลาขณะท่ีมีการเกบ็ขอมูล จาก
ภาพท่ี 13 จะแสดงถึงรูปแบบของ Melt temperature ซ่ึงบงช้ีไดวา PCR Product ท่ีถูก Amplify นั้น
คือยีน Transferrin ของปลาดุกอุยท่ีทําการศึกษาและ Primer จะ Amplify เฉพาะยนีTransferrin ของ
ปลาดุกอุยท่ีทําการศึกษาเทานั้น นอกจากนีค้า Real-Time PCR Efficiency ของยีนท่ีทําการศึกษาจะ
สามารถคํานวณไดจาก Standard curve ของยีนนัน้ ๆ จากสูตร 
 

Real-Time PCR Efficiency (E) = 10(-1/slope) 
 

โดยคา Real-Time PCR Efficiency ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยจะคํานวณจาก 
Standard curve ของยีน Transferrin (ภาพท่ี 14) ซ่ึงคาท่ีคํานวณไดมีคาเทากับ 1.98 ซ่ึงโดยท่ัวไป 
Real-Time PCR Efficiency ควรมีคาอยูระหวาง 1.60-2.10 (Pfaffi, 2004)  
 

เม่ือพิจารณาผลการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลัง
การกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila สองระดับความเขมขน พบวาต้ังแตช่ัวโมงท่ี 
0 จนถึงช่ัวโมงท่ี 6 ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยใน Treatment ท่ี 1 และ 2 
ไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม หลังจากนัน้ในช่ัวโมงท่ี 12 จะพบวา
ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยท่ีไดรับเช้ือ A. hydrophila นั้นจะลดตํ่าลง 
(Down-regulated) ประมาณ 1.4 และ 5.6 เทาใน Treatment ท่ี 1 และ 2 เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมตามลําดับ อยางไรก็ตามมีเพียง Treatment ท่ี 2 เทานั้นท่ีระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยลดตํ่าลงแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึง
เปน Treatment ท่ีไดรับการกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ในระดับความเขมขน
สูงกวา Treatment ท่ี 1 นอกจากนั้นในช่ัวโมงท่ี 24 จะพบการเปล่ียนแปลงของระดับการแสดงออก
ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย ซ่ึงพบวาใน Treatment ท่ี 1 ระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยจะเพิ่มสูงข้ึน (Up-regulated) ประมาณ 1.5 เทา ขณะท่ีใน Treatment ท่ี 2 
ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยจะลดลง (Down-regulated) ประมาณ 2 เทา 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตามลําดับ แตท้ังสอง Treatment นี้ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
กับกลุมควบคุม แตก็พบวาปลาในกลุม Treatment ท่ี 2 นั้นมีระดับการแสดงออกของยนี Transferrin 
ตํ่ากวา Treatment ท่ี 1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) อยางไรก็ตาม ต้ังแตช่ัวโมงท่ี 48 จนถึง
ช่ัวโมงท่ี 72 พบวาท้ัง Treatment ท่ี 1 และ 2 ไมมีความแตกตางทางสถิติกับกลุมควบคุม และเปนท่ี
นาสังเกตวาอยางไรก็ตาม ในช่ัวโมงท่ี 96 พบระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุก
อุยเพิ่มสูงข้ึน (Up-regulated) ใน Treatment ท่ี 1 และ 2 ประมาณ 5 และ 2 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับ
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กลุมควบคุมตามลําดับ แตเม่ือทดสอบแลวพบวามีเพยีง Treatment ท่ี 1 เทานั้นท่ีแตกตางจากกลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 15) 
 

 
 
ภาพท่ี 12  Amplification plot เพื่อการสราง Standard curve ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย 
 

 
 
ภาพท่ี 13  Melting curves ของ Primers ท่ีใชในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin   
                 ของปลาดุกอุย  
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ภาพท่ี 14  Standard curve ของการศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในปลาดุกอุย 
 

 
 
ภาพท่ี 15  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากการไดรับ  
                 เช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ในระยะเวลาท่ีแตกตางกันโดยเทคนิค Real-time   
                 PCR อักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกตางกันท่ีกํากับในแตละแทงของกราฟในช่ัวโมงตาง ๆ  
                 แสดงวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 

a 

ab 

b 

ab b 

a 
a 

b 

ab 

Y  = -3.369(Log X) + 33.96 
R2 = 0.998 
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Treatment 1 

Treatment 2 

Hours after injection 
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วิจารณ 
 

1.  การโคลนลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ Complementary DNA ของยีน Transferrin  
ในปลาดุกอุย 
 

จากผลการศึกษาการโคลนลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมด (Full-length) ของ cDNA ของยีน 
Transferrin (Cm-Tf) ในปลาดุกอุย ซ่ึงออกแบบ Primers จาก Partial cDNA ของยีน Transferrin 
(EB360378) ของปลาดุกอุยท่ีมีความยาวเทากับ 384 bp ซ่ึงไดจากการสรางหองสมุด cDNA ท่ีได
จากเนื้อเยื่อตับ (Liver cDNA library) ของปลาดุกอุย (Panprommin et al., 2008) โดยใชเทคนิค 5’ 
และ 3’ RACE พบวา Full-length “Cm-Tf” มีความยาวท้ังหมดเทากับ 2,183 bp (2.183 kb) และ 
Full-length ท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้ยังมีความยาวใกลเคียงกับการศึกษา cDNA ของยีน Transferrin 
ในกลุมปลา Salmonids จํานวน 7 ชนิด ของ Lee et al. (1998) ซ่ึงไดแก Kokanee salmon 
(Oncorhynchus nerka), Amago salmon (Oncorhynchus masou ishikawa), Masu salmon 
(Oncorhynchus masou masou), Japanese char (Salvelinus pluvius), Brook trout (Salvelinus 
fontinalis), Lake trout (Salvelinus namaycush) และ Brown trout (Salmo trutta) พบวา Full-length 
ของ cDNA ของยีน Transferrin ในกลุมปลา Salmonids จะมีความยาวอยูในชวง 2.2-2.4 kb ขณะท่ี 
Transferrin ของปลาและสัตวมีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืนจะมีความยาวอยูในชวง 2.1-2.5 kb สวน 
cDNA ของ Transferrin ของแมลงนั้นจะมีความยาวต้ังแต 2.0-2.5 kb ซ่ึงเม่ือพิจารณาแลวพบวา 
Full-length ของ cDNA  “Cm-Tf ” และสัตวไมมีกระดกูสันหลังชนิดอ่ืน ๆ รวมท้ังสัตวไมมีกระดกู
สันหลังจําพวกแมลงจะมีขนาดความยาวของ cDNA ของยีน Transferrin ใกลเคียงกนั (ตารางท่ี 9)  

 
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงขนาดของ ORF ยังพบวา Cm-Tf ของปลาดุกอุยมีขนาดความ

ยาวของลําดับกรดอะมิโนเทากับ 628 Residues ซ่ึงนอยกวา ORF ของ Transferrin ของส่ิงมีชีวิต
ชนิดอ่ืน ๆ ท้ังหมดประมาณ 60 Residues ยกเวน Transferrin ของ African clawed frog ซ่ึงมีขนาด
ของ ORF เทากับ 532 Residues เทานั้น โดยพบวากลุมของปลามีความยาวระหวาง 685-694 
Residues สวน Mammals มีความยาวระหวาง 697-706 Residues และกลุมของแมลงมีความยาว
เทากับ 629-728 Residues ตามลําดับ ท่ีเปนเชนนี้เพราะบริเวณ C-lobe ของ Cm-Tf นั้นจะส้ันกวา C-
lobe ของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ และเม่ือเปรียบเทียบขนาดของ ORF ของยีน Transferrin ของส่ิงมีชีวิต
ท้ังหมดจะพบวา ORF ของยนี Transferrin ของปลวก  (Giant northern termite, Mastotermes 
darwiniensis) จะมีขนาดยาวท่ีสุดคือ 728 Residues (Thompson et al., 2003) (ตารางท่ี 9)  
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ตารางที่ 9  คุณลักษณะของ cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยและสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  
 

Full-length Open reading frame (ORF) 
Organisms Accession number Nucleotide 

(bp) 
Nucleotide 

(bp) Amino acid (Residues) 

Total  cysteines/ in mature protein 
(Residues) 

Iron binding ligand 
(Residues) 

Walking catfish (Clarias macrocephalus) ES610848 2,183 1,884 628 31/29 8 

Coho salmon (Oncorhynchus kisutch) D89084 2,504 2064 687 33/32 8 

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) D89083 2,634 2,076 691 33/32 8 

Sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) D89085 2,429 2,076 691 33/32 8 

Cherry salmon (Oncorhynchus masou) D89087 2,153 2,076 691 33/32 8 

Amago (Oncorhynchus rhodurus) D89086 2,153 2,076 691 33/32 8 

Iwana (Salvelinus leucomaenis pluvius) D89088 2,437 2,076 691 33/32 8 

Brook trout (Salvelinus fontinalis) D89089 2,431 2,076 691 33/32 8 

Lake trout (Salvelinus namaycush) D89090 2,421 2,076 691 33/32 8 

Atlantic salmon (Salmo salar) L20313 2,557 2,073 690 33/32 8 

Brown trout (Salmo trutta) D89091 2,437 2,076 691 33/32 8 

Bastard halibut (Paralichthys olivaceus) D88801 2,296 2,058 685 34/33 8 

Red seabream (Pagrus major) AY335444 2,444 2,076 691 33/32 
8 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

Full-length Open reading frame (ORF) 
Organisms Accession number Nucleotide 

(bp) 
Nucleotide 

(bp) Amino acid (Residues) 

Total  cysteines/ in mature protein 
(Residues) 

Iron binding sites 
(Residues) 

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) DQ272465 2,226 2,085 694 33/33 8 

Japanese medaka (Oryzias latipes) D64033 2,352 2,073 690 33/32 8 

African clawed frog (Xenopus laevis)  BC054950 2,344 1,599 532 30/28 6 

House mouse (Mus musculus) BC092046 2,335 2,094 697 38/36 8 

Norway rat (Rattus norvegicus) D38380 2,293 2,097 698 39/37 8 

Cattle (Bos taurus) BC122602 2,584 2,115 704 38/36 8 

Horse (Equus caballus) M69020 2,310 2,121 706 39/37 8 

Human (Homo sapiens) DQ923758 2,160 2,097 698 40/38 8 

Woodchuck (Marmota monax) AY288100 2,300 2,085 694 40/38 8 

Tsetse (Glossina morsitans morsitans) AF368908 2,064 1,893 630 21/20 4 

Flesh fly (Sarcophaga peregrina) D28940 2,054 1,890 629 20/20 4 

Bean bug (Riptortus clavatus) AF046126 2,169 1,959 652 23/23 
 
4 

59 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

Full-length Open reading frame (ORF) 
Organisms 

Accession 
number Nucleotide 

(bp) 
Nucleotide 

(bp) 
Amino acid 
(Residues) 

Total  cysteines/ in mature 
protein 

(Residues) 

Iron binding sites 
(Residues) 

Honey bee (Apis mellifera) AY217097 2,326 2,139 712 25/24 7 

Red fire ant (Solenopsis invicta) AY940116 2,436 2,109 702 24/24 7 

Domestic silkworm (Bombyx mori) DQ375762 2,171 2,046 681 26/24 8 

Tobacco hornworm (Manduca sexta) M62802 2,183 2,046 681 25/24 8 

Striped riceborer (Chilo suppressalis) AB158473 2,248 1,935 644 22/22 8 

Mulberry longicorn (Apriona germari) DQ386641 
Not 

completed 2,169 722 26/26 8 

White-spotted flower chafer (Protaetia brevitarsis) DQ882181 2,338 2,166 721 27/26 8 

Eastern lubber grasshopper (Romalea microptera) AY362358 2,513 2,196 731 26/26 8 

Tropical cockroach (Blaberus discoidalis) L05340 2,380 2,181 726 28/27 8 

Giant northern termite (Mastotermes darwiniensis) AF535146 2,531 2,187 728 25/25 8 

Bumblebee (Bombus ignitus) EU144233 2,340 2,121 706 25/25 
 
8 60 
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2.  การศึกษาคุณลักษณะและโครงสรางของ cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุย 
 

การศึกษาคุณลักษณะและโครงสราง cDNA ของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยซ่ึงพบวา 
ยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมีความยาวทั้งหมด (Full-length) เทากับ 2,183 bp ประกอบดวย Open 
reading frame (ORF) ขนาด 1,884 bp โดยแปลรหัสเปนกรดอะมิโนไดเทากับ 628 Residues 
ประกอบดวยตําแหนงของ Leader peptide จํานวน 14 Residues เปน Mature protein จํานวน 614 
Residues ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับ cDNA ของยีน Transferrin ในส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืน ๆ เชน การศึกษา
ของ Kvingedal et al. (1993) ซ่ึงพบวา Full-length cDNA ของยีน Transferrin ในปลา Atlantic 
salmon มีความยาวของ ORF เทากับ 2,070 bp โดยสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนไดเทากับ 690 
Residues โดยมีสวนของ Leader sequence 18 Residues และเปนสวนของ Mature protein เทากับ 
672 Residues ซ่ึงใกลเคียงกบัการศึกษาของ Tange et al. (1997) ท่ีพบวา cDNA ของยีน Transferrin 
ในปลา Rainbow trout มีขนาดของ ORF เทากับ 2,073 bp ซ่ึงเปนสวนของ Leader sequence และ 
Mature protein เทากับ 15 และ 676 Residues ตามลําดับ นอกจากนี้ Escrivá et al. (1995) ได
ทําการศึกษา cDNA ของยีน Transferrin ใน mammary-gland ท่ีไดจากหนูพบวามีความยาวทั้งหมด
เทากับ 2,275 bp ประกอบดวยกรดอะมิโน 695 Residues ซ่ึงเปนตําแหนงของ Signal sequence 
จํานวน 19 Residues และเปน Mature protein จํานวน 676 Residues 
 

ในกลุมของโปรตีนท่ีอยูในกลุม Transferrin superfamily ซ่ึงไดแก Serum transferrin, 
Ovotransferrin, Lactotransferrin และ Melanotransferrin โดยท่ัวไปท้ังหมดจดัเปนไกลโคโปรตีนท่ี
มีโครงสรางเปนสายยาว ทําหนาท่ีหลักในการขนสงเหล็กในกระแสเลือดไปยังเซลลหรืออาจทํา
หนาท่ีชวยควบคุมปริมาณธาตุเหล็กในรางกายในระบบของเหลวตาง ๆ ใหอยูในสมดลุ นอกจากนี้
เม่ือพิจารณาถึงโครงสรางของ Transferrin ยังพบวาเปนโปรตีนท่ีมีลักษณะเฉพาะท่ีประกอบดวย 
Peptide chain ท่ีมีความคลายคลึงกันจํานวน 2 Lobes บนโครงสราง ซ่ึงไดแก N-lobe และ C-lobe ท่ี
เช่ือมตอกันดวย Peptide สายส้ัน ๆ ท่ีเรียกวา “Short hinge region ” โดยเม่ือโปรตีน Transferrin ถูก
ขับออกนอกเซลลจะตองมีการตัด N-terminal signal peptide region ออกกอน และเม่ือพิจารณา
กลไกการทํางานของโปรตีนชนิดนี้ พบวาท้ัง  N-lobe และ C-lobe สามารถจับกับ ไอออนของ
เหล็กในรูป Ferric ion (Fe3+) ไดเชนเดียวกนั โดยท้ัง N- และ C-lobe จะมีตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี
ใชจับกับไอออนของเหล็กท่ี Conserved กนัจํานวน 4 ตําแหนง ซ่ึง He and Mason (2002) ไดเปนผู
พิสูจนคุณสมบัติดังกลาวโดยใชเทคนิค Site-directed mutagenesis แตกพ็บวา C-lobe นั้นจะจับ
ไอออนของเหล็กไดแข็งแรงและปลดปลอยเหล็กไดชากวาดวย (Aisen et al. 1978) ซ่ึงกรดอะมิโน
ท้ัง 4 ตําแหนงนี้ ทางดาน N-lobe ประกอบดวย Asp-63, Tyr-95, Tyr-188 และ His-249 (ตัวเลขเปน
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ลําดับกรดอะมิโนอางอิงตาม Human serum transferrin) จะจับกับไอออนเหล็ก Fe3+ โดยจะทํางาน
รวมกันกับไอออนลบ (Synergistic anion) ซ่ึงปกติคือ CO3

2-  ปฏิกิริยาการใหโปรตอน (H+) กับ 
CO3

2- จะทําใหความสามารถการจับไอออนเหล็กของโปรตีนลดลง เปนผลทําใหเกิดการปลอย
ไอออนเหล็กเปนอิสระ นอกจากนี้ยังมีรายงานวากรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ บนโครงสรางของโปรตีน 
Transferrin กส็ามารถใชในการจับและปลอยไอออนเหล็กไดเชนเดยีวกนั ซ่ึงกรดอะมิโนเหลานี้จะ
รวมถึง Dilysine trigger (He et al. 1999) และ Second shell residues ชนิดอ่ืน ๆ (He et al. 1998)  
ซ่ึงตําแหนงของกรดอะมิโนของแตละ Lobe จะมีตําแหนงท่ีใชในการจับกับ CO3

2- ซ่ึงจะทําหนาท่ี
ชวยในการยึดจับกับเหล็กท่ีเรียกวา “Carbonate anion (CO3

-2) binding site” บนโครงสราง ซ่ึงเปน
คุณสมบัติท่ีสําคัญและจําเพาะท่ีไมพบในกลุมของโปรตีนท่ีสามารถจับกับธาตุเหล็กในกลุมอ่ืนได 
(Baker, 1994) นอกจากนี้ยังพบตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine ซ่ึงโดยท่ัวไป Transferrin ของ
ส่ิงมีชีวิตท่ีมีการรายงานจะมีจํานวนประมาณ 20-38 residues ซ่ึงสามารถฟอรมตัวกันเปน Disulfide 
bridges ไดเปนคู ๆ 10-19 คูพันธะ 
 

การศึกษาคร้ังนี้พบวาโครงสราง cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยมีกรดอะมิโน 
Cysteine เปนองคประกอบอยูท้ังหมด 31 ตําแหนง ซ่ึงมีจํานวนนอยกวาปลาชนิดอ่ืน ๆ ท่ีสามารถ
พบตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine ไดถึง 33 ตําแหนง แตยกเวนในปลา Bastard halibut 
(Paralichthys olivaceus) ท่ีสามารถพบไดถึง 34 ตําแหนง (ตารางท่ี 9) โดยตําแหนงของกรดอะมิโน 
Cysteine ท่ีอยูใน Mature protein เทานั้นท่ีพบวาเกี่ยวของกับการเกดิ Disulfide bridges ซ่ึงเปน
พันธะโควาเลนทท่ีมีความแข็งแรงระหวาง Sulfhydryl group จํานวน 2 ตําแหนง และพันธะน้ีจะมี
ความสําคัญเกีย่วของกับการมวนพับตัว (Folding), โครงสราง (Structure) และหนาท่ีการทํางาน 
(Function) ของโปรตีน โดยพันธะ Disulfide bridge 1 พันธะเกดิจากกรดอะมิโน Cysteine จํานวน 2 
ตําแหนง ซ่ึงโดยท่ัวไปตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine เหลานี้จะมีความ Conserved กันสูงมาก 
ท้ังท่ีอยูในตําแหนงของ N- และ C-lobe (Ciuraszkiewicz et al., 2007)  

 
นอกจากนี้ในโครงสราง cDNA ของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยยังพบตําแหนงของ 

Glycosylation site ซ่ึงเปนตําแหนงของ Sugar chain ของ Glycoprotein ท่ีมีความสําคัญท่ีทําให 
Glycoprotein ทําหนาท่ีไดอยางสมบูรณ ซ่ึงรวมถึงคุณสมบัติดาน Stability, Biological activity และ 
Binding affinity (Satomi et al., 2004) จํานวน 2 ตําแหนงในสวนของ C-lobe ซ่ึงไดแก Asparagine 
609-Serine 610-Serine 611 และ Asparagine 616-Valine 617-Serine 618 ขณะท่ี cDNA ของยีน 
Transferrin ในมนุษยจะพบ Glycosylation site motif ท่ีเปนแบบ Asparagine-Xaa-Cysteine จํานวน 
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2 ตําแหนงเฉพาะในสวนของ C-lobe เชนเดียวกนั ซ่ึงไดแก ตําแหนงท่ี Asparagine413-Xaa-
Cysteine  และ Asparagine611-Xaa-Cysteine (Satomi et al., 2004; Liu et al., 2006)  

 
นอกจากนี้ Lee et al. (1998) และ Bergen et al. (2001) รายงานวา สามารถพบตําแหนง 

Glycosylation binding ligand ของ กรดอะมิโน Aspatic ของยีน Transferrin ไดท้ัง 2 Lobe (Amino-
lobe และ Carboxyl-lobe) ในปลา Coho salmon, Rainbow trout, Kokanee salmon, Lake trout, 
Amago salmon และ Brown trout และยังพบวาตําแหนงของ Glycosylation site จะมีความจําเพาะ
สําหรับ Transferrin ในส่ิงมีชีวิตแตละชนดิ ซ่ึงในหนูนัน้จะพบใน C-terminal domain ตําแหนง
เดียวท่ี Asparagine 492-X-Threonine 494 เทานั้น (Hoshino et al., 1996) นอกจากนีใ้น 
Ovotransferrin ของ Turkey และ Ostrich ซ่ึงเปน Transferrin superfamily จะสามารถพบตําแหนง
ของ N-glycosylation sites ไดจํานวน 2 ตําแหนง (Asn 473 และ Asn 618) และ 3 ตําแหนง (Asn52, 
Asn471 และ Asn557) ตามลําดับ (Ciuraszkiewicz et al., 2006)  อยางไรก็ตามเม่ือพจิารณาจาก
ขอมูลในปจจบัุนแลวพบวายีน Transferrin ในกลุมของสัตวมีกระดูกสันหลังมักจะไมพบการขาด
หายไปของตําแหนง Glycosylation site โดย Ciuraszkiewicz et al. (2006) พบวามีเพียงยีน 
Transferrin ของ African toad (P20233) และปลา Medaka (P79819) เทานั้นท่ีไมพบตําแหนงของ 
Glycosylation site  นอกจากนี้ในสัตวเล้ือยคลาน (Red-eared turtle) พบวาลําดับของกรดอะมิโน
ของยีน Transferrin มีการขาดหายไปของ N-glycosylation consensus motif (Asn-Xaa-Ser/Thr) 
ของยีน Ovotransferrin เชนกัน ซ่ึงการท่ีตําแหนงของ Glycosylation site ของ Red-eared turtle ขาด
หายไปอาจจะมีสาเหตุจากตําแหนง Glycosylation site ของยีน Transferrin ในส่ิงมีชีวติเหลานี้ไมมี
ความจําเปนตอการทํางานของโปรตีนในระดับโมเลกุล 

 
เม่ือพิจารณาโครงสรางของโปรตีนจากลําดับนิวคลิโอไทด Full-length “Cm-Tf ” ของ 

Transferrin ในปลาดุกอุยสามารถแบงโครงสราง cDNA ของยีนออกไดเปน 2 Lobes คือ N-lobe 
และ C-lobe คลายกับ Transferrin ในส่ิงมีชีวิตช้ันสูงโดยท่ัวไป โดยทางดาน N-lobe เร่ิมตนจาก
กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 23 และส้ินสุดท่ีกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 323 รวมความยาวท้ังหมดเทากับ 300 
Residues สวนดาน C-lobe เร่ิมตนจากกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 330 และส้ินสุดท่ีกรดอะมิโนตําแหนง
ท่ี 624 รวมความยาวท้ังหมดเทากับ 306 Residues ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Ford et al. (1999) ท่ี
พบวา Transferrin ทุกชนิดประกอบดวย Peptide chain จํานวน 2 Lobes ท่ีคลายคลึงกันและแตละ 
Lobe จะมีความยาวของกรดอะมิโนประมาณ  335 Residues เชนเดยีวกบัรายงานของ  
Liu et al. (2006) ท่ีพบวา Transferrin ในมนุษยเปน Single peptide chain ซ่ึงมีการเรียงออกเปน 2 
Domains ไดแก N-terminal ต้ังแต Residue ท่ี 1–336 และ C-terminal ต้ังแต Residue 337–679 ซ่ึงแต
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ละ Domain หรือ Lobe จะประกอบดวยตําแหนง Metal binding site ซ่ึงเปนตําแหนงท่ีใชในการจับ
กับไอออนของโลหะชนิดอ่ืน ๆ นอกเหนอืจากไอออนของเหล็ก นอกจากนีใ้นโครงสราง cDNA 
ยีนTransferrin ของปลาดุกอุยยังพบตําแหนงของลําดับกรดอะมิโนท่ี Conserved กันของท้ัง C-lobe 
และ N-lobe และเม่ือนํามาหาคาความคลายคลึงกันพบวามีคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทด
และกรดอะมิโนมีคาเทากับ 48.6% และ 32.4% ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกบัคาความคลายคลึงกัน
ระหวาง C- และ N-lobe ของ Transferrin ท่ีพบในปลวกซ่ึงมีคาความคลายคลึงของกรดอะมิโน
เทากับ 31% (Thompson et al., 2003) นอกจากนี้ Abe et al. (2001) ไดศึกษาความคลายคลึงของยีน
ของยีน Transferrin ใน Ascidian (Halocynthia roretzi) พบวาประกอบดวยโครงสรางของ Lobe 
เพียง 1 Lobe เทานั้นเม่ือเปรียบเทียบกับยนี Transferrin ของสัตวมีกระดูกสันหลังช้ันสูงท่ีพบ
จํานวน 2 Lobes โดยความคลายคลึงกันของ C- และ N-lobe ของ Transferrin มีสาเหตุมาจากการ
เกิด Gene fusion และ Duplication ระหวางการเกิดวิวฒันาการ (Lambert et al., 2005b; Abe et al., 
2001; Ciuraszkiewicz et al., 2007 ) อยางไรก็ตาม จากการศึกษาคร้ังนี้พบวายนี Transferrin ท้ัง 2 
Lobes ของปลาดุกอุยจะพบตําแหนงของกรดอะมิโนท่ีคลายคลึงกันเพือ่ใชจับกับไอออนเหล็ก (Iron 
binding ligand) รวมท้ังส้ิน 8 ตําแหนง โดยทางดาน N-lobe ประกอบดวยกรดอะมิโน Aspatic (D) 1 
ตําแหนง กรดอะมิโน Tyrosine (Y) 2 ตําแหนง กรดอะมิโน Histidine (H) 1 ตําแหนง โดยอยูใน
ตําแหนงท่ี Asp (D) 54, Tyr (Y) 83, Tyr (Y) 179 และ His (H) 234 (ตารางท่ี 8) 

 
สวนดาน C-lobe ก็ประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีใชในการจบัไอออนของเหล็กเชนเดียวกับท่ี

พบใน N-lobe ซ่ึงไดแก Aspatic (D) 1 ตําแหนง กรดอะมิโน Tyrosine (Y) 2 ตําแหนง กรดอะมิโน 
Arginine (R) 1 ตําแหนงและกรดอะมิโน Histidine (H) 1 ตําแหนง (ตารางท่ี 8) ซ่ึงเหมือนกับ
กรดอะมิโนตําแหนง Iron-binding ligand ของมนุษยทุกประการ ซ่ึงสอดคลองกับ Chen et. al 
(2009) ท่ีไดรายงานการศกึษา Transferrin ในปลา Ayu (Plecoglossus altivelis) วามีโครงสรางแบง
ออกเปน C-lobe และ N-lobe ท่ีพบตําแหนง Iron-coordinating residues ในท้ัง 2 Lobes ท่ีมีกรดอะมิ
โนท่ี Conserved กัน ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด Aspatic 1 ตําแหนง กรดอะมิโน Tyrosine 2 
ตําแหนงและกรดอะมิโน Histidine 1 ตําแหนง โดยทางดาน N-lobe ไดแก Asp73, Tyr101, Tyr197 
และ His253 สวนทางดาน C-lobe ไดแก Asp393, Tyr431, Tyr526 และ His594  

 
ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับการศึกษาของยีน Transferrin ในพวก Ascidian (Halocynthia roretzi) 

ท่ีพบวาโครงสรางของ Transferrin จะประกอบดวยตําแหนงท่ีใชกับไอออนเหล็กมีความคลายคลึง
กับยีน Transferrin ในมนุษยเชนเดียวกนั (Abe et al., 2001) อยางไรกต็ามในส่ิงมีชีวติในกลุมของ
แมลงบางชนิด Transferrin สวนใหญจะประกอบดวย N- และ C-lobe ซ่ึงทําหนาท่ีในการจับกับ
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ไอออนของเหล็กเชนเดยีวกบัสัตวมีกระดกูสันหลังช้ันสูงโดยท่ัวไป เชน ท่ีพบในแมลงสาบ ปลวก 
และต๊ักแตน แตก็มีรายงานวาในแมลงบางชนิด ลําดับกรดอะมิโนในสวนของ C-lobe จะไมพบ
กรดอะมิโนท่ีใชในการจับกบัไอออนเหล็กเหมือนกับท่ีพบในส่ิงมีชีวติช้ันสูง เชน ในการศึกษาของ 
Magalhaes et al. (2008) ซ่ึงไดรายงานวา Transferrin ในยุง (Mosquito) ประกอบดวยตําแหนงท่ีใช
จับกับไอออนเหล็กทางดาน N-terminal lobe เทานั้น ซ่ึงการท่ี Transferrin ของยุงไมพบตําแหนง
ของ Iron-binding protein ในสวนของ C-terminal domain Yoshiga et al. (1997) ไดสันนิษฐานวา
คุณสมบัติของ Transferrin ดงักลาวจะทําใหเกิดขอไดเปรียบในการลดโอกาสในการถูกบุกรุกและ
ทําลายรางกายโดยกลุมของเชื้อโรคท่ีตองการไอออนของเหล็กเพื่อการเจริญเติบโต  

 
นอกจากตําแหนงของ Iron-binding ligand ขางตนแลว บนโครงสรางของยีน Transferrin 

โดยท่ัวไปยังประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนท่ีสามารถจับกับไอออนเหล็กหรือไอออนของธาตุ
โลหะชนิดอ่ืน ๆ ได ซ่ึงไดแกตําแหนงท่ีเรียกวา Second shell residues และ Dilysine trigger 
residues ซ่ึงเปนท่ีนาสังเกตวาลําดับกรดอะมิโนของ Second shell residues และ Dilysine trigger 
residues ท่ีพบใน Transferrin ของปลาดุกอุยยังมีความเหมือนกนักับ Second shell residues และ 
Dilysine trigger residues ท่ีพบใน Transferrin ของมนุษยทุกประการ (ตารางท่ี 7) 

 
นอกจากนี้กลุมของลําดับกรดอะมิโนท่ีทําหนาท่ีในการจบักับ CO3

2- anion 2 ตําแหนงท่ีพบ
ในมนษุย (TXXXRSAG และ TXXXRTAG) ยังสามารถพบไดบนโครงสรางของโปรตีน 
Transferrin ในปลาดุกอุยแตในสวนของ Motif แรกของ Transferrin ของปลาดุกอุยจะแตกตางจาก
ท่ีพบในมนษุยเล็กนอยโดยมีลําดับนิวคลิโอไทดเปน TXXXKTAR สวน Motif ท่ี 2 ซ่ึงมีความ
คลายคลึงกันมากท้ังในกลุมของปลาและสัตวเล้ียงลูกดวยนมก็พบวามีความ Conserved กันสูง 
(Lambert et al., 2005b) เนื่องจาก Transferrin ของส่ิงมีชีวิตเกือบทุกชนิดจะมีลําดับกรดอะมิโนของ 
Motif นี้เปน TXXXRTAG รวมท้ัง Transferrin ของปลาดุกอุยท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนีด้วย 
 
3.  การศึกษาความคลายคลึงและความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุย
กับส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ  
 

จากการศึกษาความคลายคลึงของนิวคลิโอไทดและลําดบักรดอะมิโนของยีน Transferrin 
ในปลาดุกอุยเปรียบเทียบกบัส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ พบวา Transferrin ของปลาดุกอุยมีความคลายคลึงกัน
กับกลุมของปลามากท่ีสุด โดยพบวามีคาอยูระหวาง 50.5-60.8% และ 51.9-64.7% ตามลําดับ และมี
ความคลายคลึงกับกลุมของแมลงนอยท่ีสุดระหวาง 41.5-46.6% และ 33.8-42.9% ตามลําดับ ซ่ึง
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สอดคลองกับ การศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยกับส่ิงมีชีวติ
อ่ืน ๆ จํานวน 34 ชนิดโดยการสราง Phylogenetic tree พบวาสามารถแบงกลุมความสัมพันธออกได
เปน 2 กลุมใหญ ๆ คือ กลุมของสัตวมีกระดูกสันหลัง (Vertebrates) และสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
(Invertebrates) โดยกลุมของสัตวมีกระดูกสันหลังนั้นยังสามารถแบงออกไดเปนอีก 2 กลุมยอย
ไดแก กลุมของปลา (Fish) และกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Mammals) รวมอยูกับสัตวเล้ือยคลาน 
สวนในกลุมของสัตวไมมีกระดูกสันหลังจะไดแกพวกแมลง (Insects) โดยจากการศกึษาคร้ังนี้
พบวายนี Transferrin ของปลาดุกอุยจะถูกจัดอยูในกลุมเดียวกับปลา ซ่ึงแสดงวายีน Transferrin ของ
ปลาดุกอุยมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการใกลชิดกับกลุมของปลามากท่ีสุด อยางไรก็ตาม เม่ือ
พิจารณาความสัมพันธเชิงวิวฒันาการเฉพาะในกลุมของปลาจะพบวายนี Transferrin ของปลาดุกอุย
นั้นมีความสัมพันธกับปลาภายในกลุมนอยโดยสังเกตจากยีน Transferrin ของปลาดุกอุยท่ีจะแยก
ออกจากยีน Transferrin ของปลาชนิดอ่ืน ๆ ภายในกลุม อยางไรก็ตาม ภายในกลุมของปลาจะพบวา
ยีน Transferrin ของปลาดุกอุยจะมีความสมัพันธใกลชิดกับปลานิล (Nile tilapia) และปลา Japanese 
medaka ซ่ึงจัดอยูใน Order Perciformes และ Order Beloniformes มากท่ีสุดตามลําดับ และพบวายีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยมีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการใกลชิดกับกลุมของปลากลุม Salmonids 
ซ่ึงจัดอยูใน Order Salmoniformes นอยท่ีสุด (ภาพท่ี 10) 
 

นอกเหนือจากโปรตีน Transferrin ท่ีถูกคนพบในสัตวมีกระดูกสันหลังแลวยังมีรายงาน
เกี่ยวกับ Partial sequences ท่ีมีโครงสรางท่ีจัดเปน Transferrin-like proteins อีกหลายชนิด เชน 
Saxiphilin ซ่ึงจัดเปน Saxitoxin-binding protein ใน Bullfrog (Rana catesbeiana; Morabito and 
Moczydlowski, 1994; Lenarcic et al. 2000) ซ่ึงพบวาโปรตีนชนิดนี้มีขนาดประมาณ 90-kDa ท่ี
ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 844 Residues ท่ีมี N-lobe ของ Transferrin ซ่ึงประกอบดวยลําดบั
ของกรดอะมิโนท่ีเรียกวา Tandem thyroglobulin module domain จํานวน 2 Domains จํานวน 143 
Residues แทรกอยู โดยเม่ือตัดสวนลําดับกรดอะมิโนท่ีแทรกอยูนีแ้ละตําแหนงของ Signal peptide 
ออก พบวาโมเลกุลท่ีเหลืออยูจะมีคาความคลายคลึงกับ Transferrin ของ Xenopus ถึง 53% 
นอกจากนี้ยังพบวาตําแหนงท่ีใชจับกับไอออนเหล็กและไอออนลบของ Saxiphilin มีความ 
Conserved กับยีน Transferrin ของ  Xenopus สูงถึง 6 ตําแหนงจาก 8 ตําแหนง 
 

นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงโปรตีนท่ีคลายกับ Saxiphilin ใน Xenopus ซ่ึงไดแก Major 
yolk protein ถึง 4 ชนิดท่ีพบในเมนทะเล (Sea urchin) (Shyu et al. 1987; Brooks and Wessel, 2002; 
Yokota et al. 2003) หรือมีช่ืออีกอยางหนึ่งวา “Toposome” ซ่ึงไดจาก Hawaiian urchin (Tripneustes 
gratilla) ซ่ึงมี Domain ของ Transferrin จํานวน 2 ชุด แตพบวามีกรดอะมิโนจํานวนมากแทรกอยูใน 
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Domain ท่ี 2 ประมาณ 275 Residues อยางไรก็ตามจากการพิจารณาตําแหนงของกรดอะมิโนทําให
ทราบวา มีกรดอะมิโนอยางนอย 2 ใน 4 ตําแหนงท่ีสามารถในการจับกบัไอออนเหล็กได จาก
หลักฐานดงักลาวทําใหเช่ือไดวาสัตวในกลุมนี้ยังคงมีโปรตีนท่ีทําหนาท่ีคลายกับ Transferrin ของ
สัตวช้ันสูง (Brooks and Wessel, 2002)  
 

Pacifastin ก็เปนโปรตีนอีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถจับกับไอออนเหล็กไดซ่ึงไดถูกจัดอยูใน
กลุมของ Serine proteinase inhibitor ซ่ึงถูกคนพบใน Freshwater crayfish (P. leniusculus) (Liang 
et al. 1997) เม่ือพิจารณาถึงโครงสรางของ Pacifastin จะพบวาโปรตีนชนิดนี้จะประกอบดวย 
Peptide chains จํานวน 2 สายท่ีเรียกวา Heavy chain ท่ีมีน้ําหนักประมาณ 105 kDa ซ่ึงจะมีความ
คลายคลึงกับยนี Transferrin ของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนถึง 3 Lobes ท่ีแตกตางกัน และยังพบวา Lobe ท่ี 1 
และ Lobe ท่ี 3 จะมีความคลายคลึงกันกับ N-lobe ของ Transferrin ของแมลง ขณะท่ี Lobe ท่ี 2 ท่ีอยู
ตรงกลางนั้นจะมีความคลายคลึงกับ C-lobe ของ Transferrin ของแมลง และเปนท่ีนาสังเกตวาใน 
Lobe ท่ี 2 และ 3 จะมีตําแหนงของกรดอะมิโนท่ีใชในการจับกับไอออน 5 ใน 6 ตําแหนงท่ีมีความ
คลายกันกับตําแหนงของ Iron-binding site ของสัตวช้ันสูงโดยท่ัวไป 
 

นอกจากนี้จากการรายงานของ Fisher et al. (1998); Schwarz et al. (2003) ท่ีคนพบโปรตีน
ท่ีมีโครงสรางคลายกับ Transferrin อยางนอย 2 ชนิด (TTF1 และ idi100) ในสาหรายทะเล 2 ชนิด 
คือ Dunaliella salina และ D. tertiolecta จากขอมูลพื้นฐานดังกลาวนาจะเปนสวนท่ีจะแสดงและ
สนับสนุนใหเห็นวายีน Transferrin นั้น นาจะมีลําดับวิวฒันาการท่ียาวนานท่ีมีการพฒันาใน
ส่ิงมีชีวิตท้ังพชืและสัตว ท้ังสัตวท่ีมีววิัฒนาการตํ่า เชน สัตวในกลุมท่ีไมมีกระดูกสันหลังไปจนถึง
สัตวท่ีมีกระดกูสันหลังช้ันสูงในกลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม เพื่อทําหนาท่ีสําคัญท่ีคลายคลึงกันใน
การควบคุมและรักษาระดับของธาตุเหล็กในกระบวนการ Metabolism และกิจกรรมตาง ๆ ของ
เซลลในส่ิงมีชีวิต รวมท้ังระบบภูมิคุมกัน (Immunity) ดวย 

 
4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin โดยวิธี Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) ในเนื้อเยื่อจากอวัยวะตาง ๆ ของปลาดุกอุย 
  
 จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในเนือ้เยื่อท่ีไดจากอวัยวะตาง ๆ ของ
ปลาดุกอุย ซ่ึงไดแก เหงือก (Gills), ลําไส (Intestine), ไตสวนหนา (Head kidney), ไตสวนหลัง 
(Trunk kidney), ตับ (Liver), กลามเนื้อ (Muscle), รังไข (Ovary) , Peripheral blood leukocytes 
(PBLs), ผิวหนัง (Skin) และมาม (Spleen) ดวยเทคนิค RT-PCR พบวายีน Transferrin มีการ



 

                                                                                                                                      68 

แสดงออกในเนื้อเยื่อท่ีไดจากตับเทานั้น ในขณะท่ียีน ß-actin ของปลาดุกอุยซ่ึงเปน House keeping 
gene ท่ีถูกใชเปน Internal control จะพบการแสดงออกในเน้ือเยื่อจากทุกอวัยวะ (ภาพท่ี 11) ซ่ึง
การศึกษาในคร้ังนี้สอดคลองกับ Sahoo et al. (2008) ท่ีไดรายงานการศึกษาการแสดงออกของยีน 
Transferrin ในปลา Cirrhinus mrigala ในอวัยวะตาง ๆ ซ่ึงไดแก ตับ ไต มาม สมอง กลามเนื้อ 
หัวใจ ทางเดนิอาการ เหงือกและครีบของปลาท่ีมีสุขภาพดีดวยเทคนิค RT-PCR พบวา Transferrin 
จะมีการแสดงออกท่ีชัดเจนท่ีสุดเฉพาะในตับเทานั้น อยางไรก็ตามก็พบการแสดงออกอยางเบาบาง
ในสวนของเนือ้เยื่อท่ีไดจากสมองดวย นอกจากนี้ Idzerda et al. (1986) ไดรายงานวาในเนื้อเยื่อ 
ตาง ๆ จากหนปูกติ ตับจะเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกของยีน Transferrin มากท่ีสุดเปน 6534±376 
โมเลกุลตอเซลล, รองลงมาคือ Testis, สมอง, มาม, ไต, ลําไสเล็ก และเซลลเยื่อเมือกท่ีมีระดับการ
แสดงออกเปน 114±3, 83±9, 11±1, 5±1, <3 และ <2 โมเลกุลตอเซลลตามลําดับ นอกจากนี้  
Ghareeb et al. (1998) ไดทําการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน Transferrin ในหนูพบวา 
Transferrin มีการแสดงออกอยางคอนขางจําเพาะใน Mamary gland และในสวนของไต อยางไรก็
ตาม การแสดงออกของ Transferrin ยังสามารถพบไดในเนื้อเยื่อของตับและสมองเชนกัน ซ่ึงการ
แสดงออกแบบน้ีจะพบในส่ิงมีชีวิตจําพวกปลากระดูกแข็ง (Teleosts) และสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
(Mammals) บางชนิดเทานัน้ (Denovan-Wright, 1996) ซ่ึงจากการศึกษาการแสดงออกของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยในคร้ังนี้ทําใหทราบวายีน Transferrin จัดเปนยีนท่ีมีการแสดงออกอยาง
จําเพาะในตับเทานั้น โดยไมพบวามีการแสดงออกในอวัยวะอ่ืนเลย ซ่ึงสามารถสรุปไดวาการ
แสดงออกของยีน Transferrin ในปลาดุกอุยจัดเปน Tissue species-specific ซ่ึงเปนลักษณะจําเพาะ
ของส่ิงมีชีวิตชนิดนี ้
 
5.  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากการกระตุนดวย

เชื้อ Aeromonas hydrophila โดยใชเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  
 

โดยท่ัวไปแลวระบบภูมิคุมกนัของสัตวมีกระดูกสันหลัง สามารถแบงออกไดเปน 2 ระบบ
คือระบบภูมิคุมกันแบบไมจาํเพาะเจาะจงหรือ Innate immunity และระบบภูมิคุมกนัแบบจําเพาะ
เจาะจงหรือ Adaptive immunity ซ่ึงในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงจะมีกลไกท่ีเรียกวา 
Humoral defense ซ่ึงใชสารน้ําหรือโปรตีนในน้ําเลือดในการตอบสนองทางระบบภมิูคุมกัน 
โดยพบวา Humoral defense นั้นประกอบไปดวยโปรตีนท่ีสําคัญหลากหลายชนิด และพบวาใน
จํานวนนี้มีโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับไอออนเหล็กท่ีสําคัญอยู 2 ชนิดคือ Transferrin และ Ferritin โดย
พบวา 0.2% ของปริมาณไอออนเหล็กท่ีมีอยูในรางกายท้ังหมดจะสามารถจับกับโปรตีน Transferrin 
ท่ีอยูในน้ําเลือด และอีกประมาณ 25% ของไอออนเหล็กท่ีมีอยูในรางกายท้ังหมดจะถูกเก็บสะสม
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ภายในเซลล ในรูปของ Ferric-Ferritin complex (ประมาณ 2 ใน 3 สวน) ซ่ึงโดยท่ัวไปแลวไอออน
เหล็กท่ีเขาสูภายในรางกายจะมาจากอาหารท่ีถูกยอยแลวในลําไส นอกจากนีย้ังพบวาไอออน
เหล็กในรางกายยังมาจากการสลายตัวของเม็ดเลือดแดงท่ีหมดอายไุดอีกดวย ซ่ึงเม่ือไอออนเหล็กถูก
ปลดปลอยเขาไปในกระแสเลือดในทายท่ีสุดก็จะถูก Transferrin เขามาจับเพื่อนําไปเก็บไวภายใน
เซลลชนิดตาง ๆ ตอไป 
 

โดยท่ัวไป Transferrin ท่ีหมุนเวยีนอยูในกระแสเลือด (Plasma หรือ Serum transferrin) จะ
ทําหนาท่ีขนสงและควบคุมปริมาณไอออนเหล็กภายในรางกาย โดยการกักเก็บไอออนเหล็กสวน
ใหญจะเกดิข้ึนใน Parenchima และ Macrophage ของตับ, กลามเนื้อ และในเซลลของ 
Reticuloendothelial system ของมาม (Spleen) และในไขกระดกู (Bone marrow) รวมทั้งเม็ดเลือด
แดงดวย แตเม่ือใดก็ตามท่ีพบวามีปริมาณของไออนเหล็กเกินพอในกระแสเลือด ไอออนเหล็ก
บางสวนจะถูกเก็บไวในสวน Duodenal mucosa ของระบบทางเดินอาหารและจะไมถูกปลดปลอย
เขาไปในกระแสเลือด และเม่ือผนังเซลล Mucosal tissue หลุดลอกออกไป ไอออนเหล็กท่ีเก็บไวจะ
ถูกขับถายออกมาพรอมกับส่ิงขับถาย (Faeces) ซ่ึงจํานวนนี้จะเปนเพียงคร่ึงหนึ่งของไอออนเหล็กท่ี
ถูกขับถายออกไป สวนอีกคร่ึงหนึ่งท่ีจะถูกขับออกไปจะมาจากเซลลท่ีตายแลว และปลดปลอย
ออกไปในรูปของเหง่ือ (Sweat), ปสสาวะ (Urine) หรือน้าํดี (Bile)  

 
Gomme and McCann (2005) รายงานวากลไกการจับไอออนเหล็กของ Transferrin นัน้

เร่ิมตนจากไอออนของเหล็กท่ีถูกเก็บกกัไวในลําไสหรือจากการสลายตัวของเม็ดเลือดแดงถูกปลอย
ออกสูกระแสเลือด จากนั้น Apotransferrin ซ่ึงเปน Transferrin ท่ียังไมไดจับกับไอออนเหล็กซ่ึง
หมุนเวียนอยูภายในกระแสเลือดอยูแลวนัน้จะมาจับกับไอออนเหล็กท่ีถูกปลอยออกมา จากนั้นจะ
ถูกเหนีย่วนําใหเกิดโครงสรางปดเรียกวา Holotransferrin โดยถา Transferrin จับกับไอออนเหล็ก
จํานวน 1 ตัวจะเรียกวา Monoferric holotransferrin แตถาจับกับไอออนเหล็กจํานวน 2 ตัวจะถูก
เรียกวา Diferric holotransferrin จากนั้น Holotransferrin จะไหลเวียนไปจับกับ Transferrin receptor 
ท่ีอยูบริเวณผิวของเซลลเกิดเปน Transferrin-Transferrin receptor complex (Tf-TfR complex) 
จากนั้น Tf-TfR complex จะถูกนําเขาไปใน Endosome ซ่ึงจะมี ATP-dependent protein ทําหนาท่ี
ปรับให pH ภายใน Endosome ลดต่ําลงถึง 5.5 ไอออนเหล็กก็จะถูกปลอยออกมา โดยเม่ือไอออน
เหล็กท่ีถูกปลอยออกมาไปจบักับ Low-molecular-weight carrier molecule ซ่ึงชวยในการขนสง
ไอออนเหล็กเขาไปในบริเวณตาง ๆ ของเซลล เชน Mitochondria เพื่อใชในการสังเคราะห Heme 
(Heme biosynthesis) หรือเก็บสะสมไวใน Organelle ตาง ๆ โดยการใชโปรตีน Ferritin โดยเม่ือ 
Holotransferrin ปลอยไอออนเหล็กออกไปแลวนั้น Receptor ท่ีจับอยูกับ Apotransferrin จะวนกลับ
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ข้ึนสูผิวเซลลอีกคร้ัง ซ่ึงท่ีบริเวณผิวเซลลนี้จะมี pH เปนกลาง ซ่ึงจะทําให Apotransferrin และ 
Receptor หลุดออกจากกนัApotransferrin จึงออกมาหมุนเวยีนอยูในกระแสเลือดอีกคร้ัง นอกจาก
คุณสมบัติเดนของ Transferrin ท่ีมีความสามารถในการจบักับไอออนเหล็ก (Iron binding protein) 
แลวนั้น Transferrin ยังสามารถทําใหเกิดสภาวะการยับยัง้เช้ือแบคทีเรียกอโรคท่ีใชไอออนเหล็กใน
การเพิ่มจํานวนได นอกจากนี้ Transferrin ยังมีคุณสมบัติเปน Acute phase proteins (APPs) ซ่ึง
สามารถใชเปนตัวบงช้ีระดบัของเน้ือเยื่อท่ีถูกทําลายอันเปนผลมาจากการเกดิโรคท่ีเปนแบบ  
Septicemia ในระยะเร่ิมแรกได ซ่ึง Bayne and Gerwick (2001) รายงานวา APR นั้นจะเปนการ
ตอบสนองทางสรีระวิทยาของรางกายท่ีใชตอบสนองตอ ความผิดปกติท่ีเกิดข้ึนจากการเกิดบาดแผล 
(Injury), การไดรับบาดเจ็บ (Trauma) หรือเกิดการติดเช้ือ (Infection) ซ่ึงเรียกการตอบสนองอยาง
ผิดปกตินีว้า Acute phase response (APR) โดยการเกิด APR นั้นจะตองมีการตอบสนองผานเนื้อเยื่อ
ของตับ, Neuroendocrine, Hematopoietic, Musculo-skeletal และระบบภูมิคุมกัน (Immune system) 
ภายในรางกาย ซ่ึง APR จะถูกเหนีย่วนําโดย Plasma-borne signals ท่ีเรียกวา Pro-inflammatory 
cytokines เชน IL-1, IL-6 และ TNFα โดย Pro-inflammatory cytokines จะไปเหนีย่วนําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงระดับการสังเคราะหโปรตีนในนํ้าเลือด (Plasma protein) ซ่ึงโปรตีนในน้ําเลือดจะถูก
สังเคราะหในเซลลของตับเปนสวนใหญ รวมถึงการสังเคราะหนอกเซลลตับซ่ึงไดแก สมอง (Brain) 
และเม็ดเลือดขาว (Leukocytes) โดยเม่ือเกดิ APR แลวพบวาโปรตีนในนํ้าเลือดจะเพิ่มสูงข้ึน 25% 
หรือมากกวา การตอบสนองในลักษณะนีจ้ะถูกเรียกวา Positive APP และหากลดลงตํ่ากวา 25% 
หรือมากกวาจะถูกเรียกวา Negative APP อยางไรก็ตาม APP ท่ีถูกสรางข้ึนสามารถจัดเปนกลุม ๆ 
ตามระดับความเขมขนท่ีมีการเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงไดแก ระดับการเปล่ียนแปลงนอย (Minor), ปาน
กลาง (Intermediate) และเปล่ียนแปลงมาก (Major) หรืออาจบอกทิศทางของการเปล่ียนแปลงท่ีเปน
บวก (Positive) หรือลบ (Negative) เม่ือเกดิ APR ซ่ึงโดยท่ัวไป APP นั้นจะสามารถพบไดท้ังในปลา
กระดูกออน (Elasmobranchs) และปลากระดูกแข็ง (Teleosts) ซ่ึงในปลากระดูกแข็งบางชนิดพบวา
โปรตีนในน้ําเลือดจะมีระดบัเพิ่มสูงข้ึนเพือ่ตอบสนองตอ Inflammatory stimuli เชนเดยีวกับท่ีพบ
ในสัตวมีกระดูกสันหลังช้ันสูง 

 
จากการจดักลุมของ APP ตามระดับความเขมขนท่ีมีการเปล่ียนแปลงของโปรตีนในน้ํา

เลือดพบวาโดยท่ัวไป Transferrin จัดอยูในกลุมของ Negative APP ซ่ึงหมายความวาเม่ือเกิด APR 
โปรตีน Transferrin ในน้ําเลือดจะลดตํ่ากวา 25% ข้ึนไป ในทางตรงกนัขาม Transferrin ในกระตาย 
(Rabbits) และหนู (Rats) จะเปนแบบ Positive APP และพบวาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Mammals) 
บางชนิดจะเปนแบบ Negative APP ซ่ึงในกลุมของปลาท่ีรายงานไวโดย Bayne and Gerwick 
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(2001) ท่ีพบวายีน Transferrin ใน Rainbow trout จะมีการตอบสนองตอการเกิด APR เปนแบบ 
Positive APP  
 

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังการกระตุน
ดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท่ีสองระดับความเขมขนคือ 107 (Treatment ท่ี 1) และ 
109 CFU/ml (Treatment ท่ี 2) ดวยเทคนิค Quantitative Real-Time PCR โดยใชไพรเมอร Tff 1 qf 
และ Tfr 1 qr เปนไพรเมอร Forward และ Reverse ตามลําดับ ในคร้ังนีพ้บวาภายหลังจากการ
กระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท่ีช่ัวโมงท่ี 6 ท้ัง Treatment ท่ี 1 และ 2 ระดับการ
แสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุม หลังจากนั้นใน
ช่ัวโมงท่ี 12 ภายหลังการกระตุนดวยแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila พบวาใน Treatment ท่ี 2 ซ่ึง
ไดรับเช้ือท่ีมีความเขมขนของแบคทีเรียเทากับ 109 CFU/ml มีผลทําใหระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยลดลง (Down-regulated) ประมาณ 5.6 และ 1.4 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมและ Treatment ท่ี 1 ตามลําดับ ซ่ึงจะมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) กับกลุมควบคุมเทานั้น โดยผลการศึกษาท่ีไดใหผลใกลเคียงกับ Neves et al. (2009) ท่ีได
ทําการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ในปลา Sea bass (Dicentrarchus labrax) 
ภายหลังจากการไดรับเช้ือแบคทีเรีย Photobacterium damselae โดยใชเทคนิค Real-time PCR 
พบวาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ในตับจะลดตํ่าลงประมาณ 100, 30 และ 10 เทา เม่ือ
เกิดการตอบสนองตอเช้ือแบคทีเรียท่ีเวลา 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดับ ในทางตรงขามกลับ
พบวายนี Transferrin ในสมองจะมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนถึง 6 เทา นอกจากนีย้ังพบวาระดับการ
แสดงออกของยีน Transferrin จะเพิ่มข้ึนในตับเม่ือรางกายของปลาเกิดการขาดแคลนไอออนของ
เหล็กอีกดวย  
 

นอกจากนี้ในช่ัวโมงท่ี 24 จนถึงช่ัวโมงท่ี 72 ของการทดลองในการศึกษาคร้ังนี้ยังพบวาใน 
Treatment ท่ี 2 นั้น Transferrin ของปลาดุกอุยยังคงมีการแสดงออกในระดับตํ่าอยางตอเนื่อง
หลังจากนัน้ในช่ัวโมงท่ี 96 ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยใน Treatment ท่ี 
1 ท่ีไดรับแบคทีเรียในระดับ 107จะเพิ่มสูงข้ึน (Up-regulated) ท้ังใน Treatment ท่ี 1 และ 2 ประมาณ 
5 และ 2 เทาเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมตามลําดับ แตก็พบวามีเพยีง Treatment ท่ี 1 เทานั้นท่ีแตกตาง
จากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงสอดคลองกับ Yoshiga et al. (1997) ท่ีได
ศึกษาถึงระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin ในเซลลของ Aedes aegypti และ 
Aedes albopictus ซ่ึงกระตุนดวย Heat-killed bacteria โดยใชเทคนิค Northern blot พบวาระดับ 
mRNA ของยีน Transferrin จะเพิ่มข้ึนเล็กนอยหลังจาก 6 ช่ัวโมงและเม่ือเวลาผานไป 16 ช่ัวโมง
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พบวาระดับ mRNA ของยีน Transferrin จะเพ่ิมสูงข้ึนจากช่ัวโมงท่ี 6 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
นอกจากนี้ Yoshiga et al. (1999) ไดศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin 
ภายหลังการกระตุนดวยแบคทีเรีย Escherichia coli ใน Drosophila melanogaster โดยใชเทคนิค 
Northern blot พบวาระดับ mRNA ของยีน Transferrin ของ D. melanogaster มีการตอบสนองตอ
การกระตุนดวยแบคทีเรียเพิม่สูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญใน D. melanogaster เพศเมียท่ีช่ัวโมงท่ี 6 และ
ในเพศผูช่ัวโมงท่ี 24 เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับเช้ือ ซ่ึงขอมูลท่ีไดจากการศึกษาจะ
สนับสนุนวาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ท่ีเพิ่มสูงข้ึน (Up-regulation) มีความเกีย่วของ
กับการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของแมลง ซ่ึงใหผลคลายกับ Thompson et al. (2003) ท่ี
ทําการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ในปลวก (Mastotermes darwiniensis) 
ภายหลังจากการกระตุนดวย Metarhizium anisopliae (Deuteromycotina: Hyphomycetes) ซ่ึงเปน 
Enteropathogenic fungus ท่ีใชในทางการคาเพื่อกําจัดสัตวจําพวก Termite ดวยเทคนิค Quantitative 
RT-PCR พบวาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ในปลวกท่ีกระตุนดวย M.  anisopliae จะ
เพิ่มสูงข้ึน (Up-regulated) ประมาณ 2.5-3.5 เทาในช่ัวโมงท่ี 84 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 

 
เชนเดยีวกับการรายงานของ Ampasala et al. (2004) ท่ีไดศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 

Transferrin ใน Spruce budworm (Choristoneura fumiferana) โดยทําการกระตุนดวยเช้ือโรค
จํานวน 3 ชนิด ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus licheniformis) แบคทีเรียแกรมลบ 
(Escherichia coli) และเช้ือรา (Botrytis cineria) ซ่ึงทําการทดสอบท้ังใน in vivo (ระยะตัวออน) และ 
in vitro (Cell-line)โดยใชเทคนิค Northern blot ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาระดับการแสดงออกของ 
mRNA ของยีน Transferrin ใน Spruce budworm สูงข้ึนภายหลังจากการกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย
ท้ังสองชนิดในช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงระดับการแสดงออกจะยังคงอยูในระดับนี้เปนอยางนอย 24 ช่ัวโมง 
นอกจากนี้ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ใน Spruce budworm จากการกระตุนโดยใช
แบคทีเรียท้ังสองชนิดจะไมพบความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ และพบวาการกระตุนดวยเช้ือราจะไม
เหนีย่วนําใหเกิดการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin ใน Spruce budworm นอกจากนี้
การทดสอบใน in vitro ถึงการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin ใน Spruce budworm ท่ี
ถูกเหนีย่วนําดวย Heat killed E. coli พบวาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin จะ
ถูกกระตุนอยางรวดเร็วต้ังแตช่ัวโมงท่ี 12 และสูงข้ึนจนกระท่ังช่ัวโมงท่ี 24 ซ่ึงสอดคลองกับการ
รายงานของ Lee et al. (2006) ท่ีรายงานวา Transferrin จดัเปน Acute-phase protein โดย
ทําการศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน Transferrin ใน Beetle (Apriona germari) 
พบวาเม่ือเกิดการติดเช้ือจุลินทรีย โดยการนําเอาตัวออนของ Beetle มากระตุนดวยแบคทีเรีย E. coli 
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และเช้ือรา (B. bassiana) พบวาระดับการแสดงออกของยนี Transferrin ใน Beetle เพิ่มสูงข้ึนเม่ือ
เกิดการติดเช้ือท้ังแบคทีเรียและรา นอกจากนี้ระดับ mRNA ของยีน Transferrin ในตัวออน Beetle ท่ี
เกิดบาดแผลจากการฉีดเช้ือก็พบวามีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนดวยเชนกนัเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมท่ีไมถูกกระตุน  

 
นอกจากนี ้Guz et al. (2007) ท่ีไดศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ภายหลัง

การกระตุนดวยแบคทีเรีย Escherichia coli และปรสิต Trypanosome ใน Tsetse fly (Glossina 
morsitans morsitans) โดยใชเทคนิค Quantitative RT-PCR พบวามีเพยีง Tsetse fly กลุมท่ีกระตุน
ดวย E. coli เทานั้นท่ีมีระดบัการแสดงออกของยีน Transferrin เพิ่มสูงข้ึนประมาณ 2 เทา ซ่ึง
แตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (T-test score<0.05) โดยเม่ือนํามาวิเคราะหท้ัง 
Quantitative RT-PCR และ Northern blot จะแสดงใหเหน็วาระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ใน Tsetse fly ภายหลังจากกระตุนใหเกิดการติดเช้ือท่ีตําแหนงลําไสสวนกลางจะมี
ระดับการแสดงออกลดลงประมาณ 11 และ 8 เทาตามลําดับ  

 
ดังนั้นจึงเปนไปไดวาการใชแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท่ีระดับความเขมขน107 

CFU/ml ซ่ึงเปนระดับความเขมขนตํ่าจะสามารถกระตุนระดับการแสดงออกของยีน Transferrinใน
ปลาดุกอุยใหมีระดับการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนไดมากกวาการใชแบคทีเรีย A. hydrophila ท่ีระดับ 109 
CFU/ml ซ่ึงเปนระดับท่ีมีความเขมขนสูง ซ่ึงจะมีผลในการยับยั้งหรือลดอัตราการแสดงออกของยีน 
Transferrin โดยผานกลไกตาง ๆ ซ่ึง Tang et al. (1998) รายงานวาเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas 
hydrophila โดยท่ัวไปแลวจะสามารถสราง Siderophores ซ่ึงจัดเปนโปรตีนท่ีมี Iron-sequestering 
Fe3+ ligand ท่ีสามารถชวยเพิ่มความรุนแรงใหกับแบคทีเรียชนิดนี้ได โดยการไปแยงจับไอออน
เหล็กกับ Transferrin ของปลาได นอกจากนี้ยังพบวา Transferrin ในปลาสวนใหญจะสามารถถูก
ยอยโดยเอนไซม Protease ท่ีสรางจากแบคทีเรีย A. hydrophila ได นอกจากนี้จากการรายงานของ
Angka et al. (1995) ท่ีพบวาเช้ือ A. hydrophila นั้นจดัเปนเช้ือท่ีมีความรุนแรงสูงตอปลาในกลุม 
Catfish หลายชนิด อันเปนผลเนื่องมาจากความสามารถในการสรางสารพิษ Hemolysin ท่ีมี
คุณสมบัติในการทําลายเม็ดเลือดแดง (RBC) ไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยสอดคลองกับ Majumdar 
et al. (2006) ท่ีรายงานวาสารท่ีแบคทีเรีย A. hydrophila สรางข้ึนและทําใหเช้ือมีความรุนแรงมาก 
ไดแก Haemolysin, เอนไซม Protease, Cholinesterases, Enterotoxin, Endotoxin และ Adhesins 
ดังนั้นเม่ือกระตุนปลาทดลองดวยเช้ือแบคทีเรีย A. hydrophila ท่ีระดับความเขมขนสูง (109 
CFU/ml) แบคทีเรียจึงนาท่ีจะทําใหเกิดการติดเช้ือรุนแรงกวา นอกจากนี้เปนท่ีนาสังเกตวาแบคทีเรีย 
A. hydrophila จะมีอวยัวะเปาหมายหลักในการทําลายคือ ตับ (Liver), มาม (Spleen), ไต (Kidney) 
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ซ่ึงเปนอวัยวะท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกนัของปลาท้ังส้ิน โดยเฉพาะอยางยิ่งในตับ ซ่ึงเปนอวัยวะ
หลักท่ีมีการสังเคราะหยนี Transferrin ซ่ึงมีคุณสมบัติในการจับกับไอออนเหล็กท่ีแบคทีเรียกอโรค
สวนใหญใชในการเจริญเติบโตเพิ่มจํานวน ดังนั้นเม่ือเซลลตับถูกทําลายก็เทากับวาปริมาณ 
Transferrin ท่ีสังเคราะหไดจากเซลลของตับยอมจะตองลดนอยลงไปดวย นอกจากนี้สาเหตุอีก
ประการหน่ึงท่ีมีผลทําใหระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ลดลงอยางตอเนือ่งต้ังแตช่ัวโมงท่ี 
12 จนถึงช่ัวโมงท่ี 72 ภายหลังการกระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย A. hydrophila อาจเนื่องมาจากเม่ือเกิด
การติดเช้ือแบคทีเรียภายในรางกายของปลาดุกอุย ปลาจะใชโมเลกุลของโปรตีน Transferrin ท่ี
หมุนเวียนอยูภายในน้ําเลือดตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันโดยการไปแยงจับกับไอออนเหล็กในนํ้า
เลือดจากแบคทีเรียกอโรคท่ีใชไอออนเหล็กนี้ในการเจริญเติบโตเพิ่มจาํนวนจนหมดกอน จึงจะเกิด
การสังเคราะหโปรตีน Transferrin ข้ึนมาทดแทนใหมในอวัยวะตับในภายหลัง 

  
อยางไรก็ตามหากพจิารณาจากระดับการแสดงออกของ Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลัง

กระตุนดวยเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ท้ัง 7 ชวงเวลา พบวายีน Transferrin ของปลาดุก
อุยนั้น จะมีคุณสมบัติเปน Positive acute phase protein (Positive APP) เชนเดียวกบัการศึกษา 
Transferrin ใน Rainbow trout ซ่ึงพบวา ยนี Transferrin ของปลาชนิดนี้จะมีการตอบสนองใน
ลักษณะท่ีเพิ่มข้ึนภายหลังจากการติดเช้ือ ซ่ึงทําใหสามารถจัดชนิดของ Transferrin ในการตอบ 
สนองตอการติดเช้ือเปนแบบ Positive APP (Bayne and Gerwick, 2001) โดยความเปน Positive 
APP ของ Transferrin สามารถอธิบายไดจากชวงแรกภายหลังจากการกระตุนดวยแบคทีเรีย  
A. hydrophila จะพบวาปลาดกุอุยจะมีระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ในอวยัวะตับอยูใน
ระดับสูง เม่ือไดรับเช้ือแลวเปนเวลา 96 ช่ัวโมง ซ่ึงจะพบวาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin 
ของปลาดุกอุยในอวยัวะตับไดเพิ่มสูงข้ึนและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุม
ควบคุม (P<0.05) อยางไรกต็าม ในกรณีท่ีปลาไดรับเช้ือแบคทีเรียในปริมาณสูง การตอบสนองของ 
Transferrin กอ็าจเปนแบบ Negative APP ได ดังจะเห็นไดจากปลาในกลุมท่ีไดรับเช้ือแบคทีเรียใน
ปริมาณสูงจะมีการแสดงออกของยีน Transferrin ลดตํ่าลงอยางตอเนื่อง (ภาพท่ี 15)  

 
Han et al. (2004) ไดรายงานวาระดับการแสดงออกของ Transferrin ในส่ิงมีชีวิตโดยท่ัวไป

จะสามารถถูกกระตุนใหเพิ่มข้ึนไดโดยการไดรับสารจําพวก Lipopolysaccharide (LPS) ซ่ึงจัดเปน
สวนประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบและเซลลแบคทีเรียแกรมลบในปริมาณท่ี
เหมาะสมไดโดยตรง นอกจากนี้ปจจยัท่ีอาจมีผลตอการเพ่ิมข้ึนหรือลดลงตอการแสดงออกของยีน 
Transferrin ไดถูกรายงานในหลาย ๆ การศึกษา เชน  
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McKnight et al. (1980) ไดรายงานวากระบวนการสังเคราะห Transferrin เม่ืออยูในสภาวะ
ขาดไอออนเหล็กจะเปนสาเหตุท่ีทําใหระดับ mRNA ของยีน Transferrin เพิ่มสูงข้ึนหรือทําใหการ 
Translation ของ Pre-existing mRNA มีประสิทธิภาพเพิม่มากข้ึนดวยเชนกัน นอกจากนี้การศึกษา
อัตราการสังเคราะห Transferrin mRNA โดยอาศัยเทคนคิ cDNA hybridization พบวา ยีน 
Transferrin นัน้จะมีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนประมาณ 2.5 เทาเม่ือใชเวลาในการใหสัตวทดลองอยูใน
สภาพขาดไอออนของเหล็กเปนเวลา 3 สัปดาห 
 

Tuil et al. (1985) ไดศึกษาระดับ Transcription rate ของยีน Transferrin ในตับของหนู โดย
ทําการเหนีย่วนําสัตวทดลองใหอยูในสภาวะท่ีมีปริมาณของไอออนเหล็กมากและนอยจนเกินไป 
การทําหมัน (Castration), การเหน่ียวนําดวย Sexual steroid hormones, Glucagon และ Cyclic AMP 
ซ่ึงจากผลการศึกษาพบวาระดับ mRNA ของยีน Transferrin จะลดลง 50% ภายหลังจากการ
เหนีย่วนําดวย Glucagon และ Cyclic AMP ท่ี 12 ช่ัวโมง และพบวาอัตราการแสดงออกของยีน 
Transferrin ในกระบวนการ Transcription จะเพิ่มสูงข้ึนถึง 95% ในนาทีท่ี 30 ภายหลังจากการแช
สารดังกลาว และจะมีอัตราการแสดงออกท่ีเพิ่มสูงข้ึนอีกคร้ัง หากใชเวลาในการแชท่ีนานข้ึน 

 
Kvingedal et al. (1996) ไดทําการศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน 

Transferrin ในปลา Atlantic salmon (Salmo salar) โดยการใหอาหารท่ีผสมดวยไอออนเหล็กท่ี
แตกตางกัน 3 ระดับ ไดแก 310, 65 และ 40 ppm เปนเวลา 26 สัปดาห หลังจากนั้นจงึทําการศึกษา
ระดับโปรตีนของยีน Transferrin ใน Serum พบวาในปลากลุมท่ีไดรับธาตุเหล็กในอาหารเพียง 40 
ppm จะแสดงอาการขาดธาตุเหล็กอยางชัดเจน และยงัพบวาคาเฉล่ียของไอออนเหล็กท่ีสะสมอยูใน
ตับจะลดลงจาก 84 mg/kg เปน 12 mg/kg และไอออนเหล็กในน้ําเลือดลดลงจาก 2.3 mg/kg เปน 1.6 
mg/kg เม่ือเปรียบเทียบกับปลาท่ีไดรับอาหารท่ีผสมธาตุเหล็กในระดับ 310 ppm อยางไรก็ตามกลับ
พบวาระดับ mRNA ของยีน Transferrin ระหวางปลา Salmon ปกติและปลาท่ีแสดงอาการขาดธาตุ
เหล็กท่ีทําการศึกษา ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนีย้ังพบวาปริมาณ mRNA 
ของยีน Transferrin ในกลุมของปลา Salmon ไมมีความสัมพันธกับปริมาณของไอออนเหล็กท่ี
สะสมไว (Stored iron)  

 
Hardiman and Gannon (2007) ทําการศึกษาการแสดงออกท่ีแตกตางกนัของยีน Transferrin 

ของปลา Atlantic salmon (Salmo salar L.) ในระยะท่ีอยูในน้ําจืด (Freshwater parr) และระยะท่ีลงสู
ทะเล (Seawater smolts) และพบวาปลา Salmon ในระยะ Seawater smolts จะมีระดับ mRNA ของ
ยีน Transferrin สูงกวาในระยะ Freshwater smolt อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงแสดงใหเห็นวายีน 
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Transferrin อาจจะมีบทบาทสําคัญในการปรับตัวเพื่อใหสามารถอาศัยอยูในน้ําท่ีมีความเค็มแตกตาง
ไปจากสภาวะนํ้าจืดปกติได 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดท้ังหมดของ Complementary DNA ของยีน Transferrin 
ในปลาดุกอุยพบวามีความยาวท้ังส้ิน 2,183 bp ซ่ึงประกอบดวย Open reading frame ขนาด  
1,884 bp โดยแปลเปนกรดอะมิโนไดเทากบั 628 Residues เปนสวนของ Leader peptide และ 
Mature protein จํานวน 14 และ 614 Residues ตามลําดับ และมีสวนของ 5’ และ 3’ UTR มีความยาว
เทากับ 26 และ 270 bp ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบตําแหนงของ Polyadenylation signal 1 ตําแหนง 
และ Glycosylation site 2 ตําแหนง และเม่ือพิจารณาท้ังโครงสรางโปรตีนจาก cDNA ของยีน 
Transferrin สามารถแบงโครงสรางออกไดเปน 2 สวนคือ N-และ C-Lobes โดยท้ังสอง Lobes นี้
สามารถพบตําแหนง Iron-binding ligand จํานวน 8 ตําแหนง (Lobe ละ 4 ตําแหนง) ตําแหนงของ 
Second shell-hydrogen-binding network จํานวน 8 ตําแหนง (Lobe ละ 4 ตําแหนง) ตําแหนงของ 
Dilysine trigger จํานวน 4 ตําแหนง (Lobe ละ 2 ตําแหนง) และตําแหนงของ Carbonate-binding site 
จํานวน 2 ตําแหนง (Lobe ละ 1 ตําแหนง) นอกจากนี้ยังพบตําแหนงของกรดอะมิโน Cysteine 
ท้ังหมดจํานวน 31 ตําแหนง ซ่ึงเปนตําแหนงท่ีตรงกับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ จํานวน 21 ตําแหนงอีก
ดวย 
 

2.  การศึกษาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนของ cDNA ของยีน 
Transferrin ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกบัส่ิงมีชีวิตชนดิอ่ืน ๆ พบวาลําดับนิวคลิโอไทดและ 
กรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยมีความคลายคลึงกับยีน Transferrin ในกลุมของปลา
กระดูกแข็งมากท่ีสุด โดยคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดของยีน Transferrin ของปลาดุก
อุยเปรียบเทียบกับปลากระดูกแข็งจะอยูในชวง 50.5-60.8% ขณะท่ีคาความคลายคลึงของลําดับ
กรดอะมิโนของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับปลากระดูกแข็งจะอยูในชวง 37.7-
51.8% และพบวามีความคลายคลึงกับยีน Transferrin ในกลุมของแมลงนอยท่ีสุด 
 

3.  การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบ
กับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ โดยการสราง Phylogenetic tree พบวายนี Transferrin ของปลาดุกอุยถูกจดั
อยูในกลุมเดียวกันกับยนี Transferrin ของสัตวมีกระดูกสันหลัง ซ่ึงอยูรวมกลุมเดยีวกันกับยีน 
Transferrin ของปลา ซ่ึงแยกจากกลุมของยีน Transferrin ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมซ่ึงรวมอยูกับ
สัตวเล้ือยคลานท่ีเปนกลุมยอยอีกกลุมหนึง่อยางชัดเจน เม่ือพิจารณาเฉพาะกลุมของปลาจะพบวายนี 
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Transferrin ของปลาดุกอุยจะแยกออกจากยีน Transferrin ของปลาชนิดอ่ืน ๆ อยางชัดเจนแสดงวา
ยีน Transferrin ของปลาดุกอุยนี้ไมมีความสัมพันธกับยีน Transferrin ของปลาภายในกลุมเลย  
 

4.  การศึกษาการแสดงออกของยีน Transferrin ในเนื้อเยื่อท่ีไดจากอวัยวะตาง ๆ ของปลา
ดุกอุยไดแก เหงือก ลําไส ไตสวนหนา ไตสวนหลัง ตับ กลามเนื้อ รังไข, Peripheral blood 
leukocytes (PBLs) ผิวหนังและมาม โดยใชเทคนิค RT-PCR พบวายีน Transferrin มีการแสดงออก
เฉพาะในเนื้อเยื่อท่ีไดจากตับเทานั้น ซ่ึงในเบ้ืองตนสามารถสรุปไดวายีน Transferrin ในปลาดุกอุย
จัดเปนยีนท่ีมีการแสดงออกเปนแบบ Tissue-specific ในตับเทานั้น 
 

5.  การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยภายหลังจากไดรับเช้ือ
แบคทีเรีย A.  hydrophila ความเขมขน 107 และ 109 CFU/ml ท่ี 0, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง 
พบวาต้ังแตช่ัวโมงท่ี 0 ถึงช่ัวโมงท่ี 6 ระดับการแสดงออกของยีน Transferrin ของปลาดุกอุยไมมี
ความแตกตางกันเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม แตเม่ือช่ัวโมงท่ี 12 พบวาปลาในกลุมท่ีไดรับการฉีดเช้ือ
แบคทีเรีย A. hydrophila ท่ีระดับความเขมขน 109 CFU/ml จะมีระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม ทําให Transferrin 
ของปลาดุกอุยมีการตอบสนองแบบ Negative APR และยังพบความแตกตางของระดบัการ
แสดงออกของยีน Transferrin อีกคร้ังท่ีช่ัวโมงท่ี 96 ซ่ึงพบวาระดับการแสดงออกของยีน 
Transferrin ภายหลังจากกระตุนดวยแบคทีเรีย A.  hydrophila ท่ีระดับความเขมขน 107 CFU/ml จะ
มีระดับการแสดงออกของยีน Transferrin เพิ่มสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุม ซ่ึงทําใหการตอบสนองของยีน Transferrin ในชวงนี้เปนแบบ Positive APR  
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ขอเสนอแนะ 
 

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้ทําใหทราบลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโนท้ังหมดของ 
cDNA ของยีน Transferrin รวมถึงรูปแบบการแสดงออกของยีน Transferrin ท้ังในสภาวะปกติและ
ท่ีมีการติดเช้ือแบคทีเรียในปลาดุกอุย ซ่ึงสามารถนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานสําคัญท่ีทําใหเรามีความ
เขาใจถึงการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกนัของปลาดุกอุยไดดยีิ่งข้ึน นอกจากนี้ลําดบันิวคลิโอไทด
ท่ีไดยังสามารถนําไปประยุกตเพื่อหาแนวทางในการปองกันและรักษาโรคที่เกิดข้ึนกบัปลาดุกอุย
โดยการใชความรูทางดานอณูชีววิทยาโมเลกุล เชน การผลิตโปรตีน Transferrin ของปลาดุกอุย โดย
การใชเทคนิคการผลิต Recombinant protein หรือศึกษาหนาท่ี (Functional analysis) โดยการใช
เทคนิค RNA interference (RNAi) รวมท้ังการนําเอาคุณสมบัติของยีน Transferrin ท่ีมีความเปน 
Polymorphism สูงมาใชในการคัดสายพันธุปลาดุกอุยท่ีมีความตานทานโรคสูง ซ่ึงจะเปนการสราง
แนวทางในการปองกันและแกไขปญหาโรคตาง ๆ ในปลาดุกอุยไดอยางมีประสิทธิภาพตอไปใน
อนาคต 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
สารเคมีท่ีใชสําหรับงานทางดาน Molecular Techniques 
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1.  1.5% Agarose Gel 
 
ช่ัง Agarose ใสบัฟเฟอร TBE (1X) ใหไดความเขมขน 1.5% ตมจนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน ท้ิงใหเย็นจนอุณหภมิูประมาณ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปเทลงบน Gel chamber ท่ี
มี Comb อยูแลว วางท้ิงไวประมาณ 1 ช่ัวโมงจนกระทั่งเจลแข็งตัวจึงดงึ Comb ออก  
 
2.  10X MOP Buffer 
 

200 mM [N-Morpholino] proprapane sulfonic acid 
50 mM Sodium acetate 
10 mM EDTA 
ปรับ pH ใหไดเทากับ 6.5-7.0 ดวย NaOH 

 
3.  5X TBE (Tris-Borate-EDTA) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 

Tris base 54.0 กรัม 
Boric acid 27.5 กรัม 
EDTA (pH 8.0) 20.0 กรัม 
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร แลวจงึนําไปฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอท่ี 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 20 นาที 
 

4.  1.0 M IPTG 
 

2.38 กรัมของ Isopropylthio-β-D-thiogalactoside 
น้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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5.  X-gal 
 

100 มิลลิลิตรของ 5-bromo-4-cholo-3-indoyl-β-D-galactopyranoside 
2 มิลลิลิตรของ dimethyl-formamide 

 
6.  LB (Luria-Bertani) Agar (1 ลิตร) 
 

NaCl 10 กรัม 
Tryptone 10 กรัม 
Yeast extract 5   กรัม 
Agar  20 กรัม 
 

7.  LB (Luria-Bertani) Broth 
 
NaCl 10 กรัม 
Tryptone 10 กรัม 
Yeast extract 5   กรัม 
 

8.  Marker 100 bp ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
 

100 bp DNA Ladder plus (Fermentas) 10 ไมโครลิตร 
6X Loading dye solution 10 ไมโครลิตร 
Distilled water 40 ไมโครลิตร 
 

8.  10X Loading dye 
Ficol 400 7.5 กรัม 
Bromphenol blue 0.125 กรัม 
เติมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว 50.0 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การปนแยกเม็ดเลือดขาว (Peripheral blood leukocytes) 
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1.  นํา Histopaque-1077 จากตูเย็นมาแชในน้ําแข็ง จากน้ันปเปตมา 3 มิลลิลิตรใสใน 
Conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตรและนํามาไวท่ีอุณหภูมิหองอยาใหถูกแสงอยางนอย 
30 นาทีกอนใช 

 
2.  นําเลือดท่ีไดจากปลาตัวอยางท่ีผสมสารปองกันการแข็งตัวของเลือดมาเจือจางดวย 

RPMI-1640 ในอัตราสวน 1:2 (เลือดปลา 1 สวนผสมกับ RPMI-1640 2 สวน) ปเปตเบาๆใหเขา
กัน 

 
3.  ตัดปลายปเปต Tip ใหมีรูขนาดใหญข้ึนเพื่อปองกันเซลลเม็ดเลือดแตก จากนั้นปเปต

เลือดปลาท่ีทําการเจือจางแลวมา 3 มิลลิลิตรใสลงใน Conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร
ท่ีมี Histopaque-1077 อยูแลวในขอ 1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตรอยางเบา ๆ  

 
4.  นําไปปนเหวีย่งโดยใช Swing rotor ท่ีอุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) ท่ีความเร็ว

รอบ 400 xg เปนเวลา 30 นาที 
 
5.  หลังจากปนเหวี่ยงเสร็จแลวจึงคอย ๆ ใชปเปตดูดเฉพาะสวนท่ีเปนช้ันของ PBLs  

(A band) มา 3 มิลลิลิตรใสใน Conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตรหลอดใหม 
 
6.  ทําการลางเซลลโดยการเติม PBS 6 มิลลิลิตร ลงใน Conical centrifuge tube ขนาด 15 

มิลลิลิตรท่ีมี PBLs อยู3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยปเปตจากนัน้นําไปปนเหวี่ยงโดยใช Swing 
rotor ท่ีอุณหภมิูหอง (25 องศาเซลเซียส) ดวยความเร็วรอบ 250 xg เปนเวลา 10 นาที แลวเทสวน
ใสออกและเติม PBS จากนัน้นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบเดิมจนครบ 3 คร้ัง 

 
7.  หลังจากปนเหวี่ยงครบ 3 คร้ังแลวดูดสวนใสออกจากนั้นเติม PBS ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรลงไปจนกวาจะนําไปใช 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียม Competent cells 
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1.  เข่ียโคโลนีเดี่ยว ๆ ของแบคทีเรีย JM 109 ลงใน LB broth (Drug free) ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเพ่ือใชเปน Pre-culture 

 
2.  นํา Pre-culture product จากขอ 1 ปริมาตร 0.5-1 มิลลิลิตร (ประมาณ 5% ของ

ท้ังหมด) มาใสลงใน LB broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง 

 
3.  จากนั้นนําไปวางบนน้ําแข็งประมาณ 5 นาทีและแบงใส Eppendorf  tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จํานวน 6 หลอด 
 
4. นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 rpm เปนเวลา 5 นาทีท่ีอุณหภมิู 4 องศา

เซลเซียส 
 
5.  ใชปเปตดูดสวนใสออกใหหมดและเติม 100 mM CaCl2 ไป 625 ไมโครลิตร ผสมให

เขากันดวยปเปต 
 
6.  นํา Eppendorf tube ท่ีไดไปวางบนนํ้าแข็ง 30 นาที 
 
7.  นําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3,000 rpm เปนเวลา 3 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 
 
8.  ใชปเปตดูดสวนใสออกใหหมด จากนัน้เติม 100 mM CaCl2 ซ่ึงมีสวนผสมของ 

Glycerol อยู 15 % ลงไป 375 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยปเปต 
 
9.  แบง Suspension ของสารท่ีเตรียมลงใน Eppendorf  tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตรหลอดละ 100 ไมโครลิตร และเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช 
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ภาคผนวก ง 
คาความคลายคลึงของลําดับนิวคลิโอไทดและกรดอะมิโน (Identity และ Similarity) ของยีน 

Transferrin ของปลาดุกอุยเม่ือเปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ 
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ตารางผนวก ง ที่ 1  คา Identity และ Similarity ของลําดับนิวคลิโอไทดของยีน Transferrin ปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับยีน Transferrin ในสิ่งมีชีวติชนิดอื่น ๆ  
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ตารางผนวก ง ที่ 1 (ตอ)   
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ตารางผนวก ง ที่ 2  คา Identity และ Similarity ของลําดับกรดอะมิโนของยีน Transferrin ปลาดุกอุยเปรียบเทียบกบัยีน Transferrin ในสิ่งมีชีวติชนิดอื่น ๆ 
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ตารางผนวก ง ที่ 2 (ตอ) 
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