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การศึกษาองค์ประกอบของยีน Gonadotropin releasing hormone (GnRH) ในรูปแบบ cDNA และ 

การแสดงออกในปลาดุกอุย (Clarias  macrocephalus) ในรอบปี 

 

ความสําคัญและทีม่าของงานวจัิย 

 ปลาดุกอุย (walking catfish, Clarias macrocephalus) เป็นปลาท่ีอาศยัอยูต่ามแม่นํ้า ลาํคลอง 

หนอง บึง ทอ้งทุ่งนา  แพร่กระจายเกือบทุกภาคของประเทศไทยและประเทศใกลเ้คียง ไดแ้ก่ มาเลเซีย 

อินโดยนีเซีย ฟิลิปปินส์ พม่า และบงัคลาเทศ ฯลฯ  นิสัยการกินอาหารของปลาดุกอุยจะกินไดท้ั้งพืช

และสัตว ์ สัตวห์นา้ดิน อาหารท่ีเหลือจากครัวเรือน  ปลาดุกอุยเป็นปลาท่ีสามารถอยูใ่นนํ้าท่ีมีออกซิเจน

ตํ่าไดดี้  นอกจากน้ีปลาดุกอุยยงัเป็นปลาท่ีมีความสมบูรณ์เพศค่อนขา้งเร็ว  

 

 ปลาดุกอุยเพศเมียถูกนาํมาใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุเพื่อผสมพนัธ์ุกบัปลาดุกเทศเพศผู ้ (C. gariepinus) 

เพื่อใหไ้ดลู้กปลาดุกอุย-เทศหรือบ๊ิกอุย ในประเทศไทยมาเป็นเวลานาน (Na-Nakorn, 1999)  เน่ืองจาก

ปลาดุกลูกผสมท่ีไดจ้ะเติบโตเร็ว มีความตา้นทานโรคสูง รูปร่างสีสันดีและเน้ือมีรสชาดใกลเ้คียงกบั

ปลาดุกอุย  Chong และคณะ (2004) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์ระหวา่งแม่พนัธ์ุปลา swordtails กบัลูกปลาท่ี

ผลิตข้ึน จะพบวา่ ความสมบูรณ์ของแม่พนัธ์ุปลาจะมีผลต่อจาํนวนของลูกปลา ดงันั้น ในการเลือกใชแ้ม่

พนัธ์ุปลาดุกอุยท่ีมีความสมบูรณ์เพศจึงมีผลต่อลูกปลาท่ีผลิตข้ึน   

 

 Tan-Fermin และคณะ (1997) ไดศึ้กษาช่วงเวลาการวางไข่ของปลาดุกอุย พบวา่ ปลาดุกอุยจะมี

อตัราการฟักไข่ในช่วงเดือนพฤษภาคม สิงหาคม และพฤศจิกายน ซ่ึงเป็นช่วงฤดูวางไข่สูงกวา่เดือน

กุมภาพนัธ์ (ช่วงก่อนฤดูวางไข่)  และเม่ือใชฮ้อร์โมนสังเคราะห์ (LHRH analogue) ร่วมกบั pimozide 

พบวา่ สามารถกระตุน้ใหป้ลามีการวางไข่ไดต้ลอดช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ  ซ่ึงจะดีกวา่ในการใช ้ LHRH 

analogue หรือ pimozide เพียงอยา่งเดียว  เน่ืองจากในช่วงของการพฒันาของเซลสืบพนัธ์ุ การตกไข่ 

การเพิ่มของระดบัฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน (Gonadotropin, GTH) และสเตอรอยดฮ์อร์โมน จะเป็นผล

มาจากการทาํงานของฮอร์โมน (Tan-Fermin, 1992)  โดยเฉพาะฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน รีลิสซ่ิง 

(Gonadotropin releasing hormone, GnRH) ท่ีมีหนา้ท่ีในการควบคุมระบบสืบพนัธ์ุของปลา (Kumakura 

และคณะ, 2004; Kim และคณะ, 2006)  โดย Heyrati และคณะ (2007) พบวา่ ระดบั GnRH analogue ท่ี

แตกต่างกนั จะมีผลต่อการวางไข่และช่วงเวลาพกัหลงัจากการฉีดฮอร์โมน (latency period) 

 

 ในการศึกษาคร้ังน้ี จะประกอบดว้ยการศึกษาองคป์ระกอบของยนีท่ีควบคุมระบบสืบพนัธ์ุใน

ปลาดุกอุย ไดแ้ก่ GnRH gene และการแสดงออกของยนี GnRH ในแต่ละช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ ช่วงก่อนและ

หลงัฤดูผสมพนัธ์ุของแม่พนัธ์ุ  เพื่อใหไ้ดท้ราบถึงช่วงเวลาของการกระตุน้และการพฒันาของระบบ



 2 

สืบพนัธ์ุ  ท่ีจะนาํไปใชเ้ป็นขอ้มูลสาํหรับการวางแผนผสมพนัธ์ุของปลาดุกอุยและบ๊ิกอุยไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพยิง่ข้ึน 

 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

 1.เพื่อศึกษาองคป์ระกอบของยนี Gonadotropin releasing hormone (GnRH) ในปลาดุกอุยทุก

รูปแบบ 

 2.เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนี GnRH ในอวยัวะต่างๆ ของปลาดุกอุย ไดแ้ก่ สมอง ต่อมใต้

สมอง และ รังไข่ ในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ ช่วงก่อนและหลงัฤดูผสมพนัธ์ุ  

 

ทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 ปลาดุกอุย (walking catfish, Clarias macrocephalus) ถูกจดัอยูใ่นอนัดบั Siluriformes  เป็น

ปลาไม่มีเกล็ด รูปร่างเรียวยาว ดา้นขา้งแบน หวัแบนลง กะโหลกทา้ยทอยป้านและโคง้มน เง่ืยงท่ีครีบหู

มีฟันเล่ือยดา้นนอกและ ดา้นในครีบหลงั ครีบกน้ ครีบหางแยกจากกนั ปลายครีบหางกลมมน มีหนวด 

4 คู่ มีอวยัวะพิเศษช่วยในการหายใจอยูบ่ริเวณช่องเหงือก  ปลาดุกอุยจดัเป็นท่ีมีความสาํคญัทาง

เศรษฐกิจ  โดยถูกนาํมาเป็นแม่พนัธ์ุ เพื่อใชใ้นการผสมพนัธ์ุกบัปลาดุกเทศเพศผู ้ (C. gariepinus) จะได้

ลูกปลาดุกอุย-เทศหรือบ๊ิกอุย ท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีกวา่ปลาดุกอุย และยงัคงคุณภาพเน้ือท่ีดีของปลาดุก

อุยไวไ้ด ้(สุจินต ์และคณะ, 2533) 

 

 ในการผสมเทียม พอ่และแม่พนัธ์ุปลาจะถูกกระตุน้ใหเ้กิดการตกไข่ และมีการสร้างสเตอรอยด์

ฮอร์โมน โดยการฉีดฮอร์โมนในรูปแบบต่างๆ ไดแ้ก่ ฮอร์โมน GTH ท่ีสกดัจากปลาไน (carp pituitary 

extract) ซ่ึงอาจจะใหผ้ลไม่ดีเท่าท่ีควร (Drori และคณะ, 1994) หรือฮอร์โมน GnRHa (GnRH agonists) 

ท่ีกระตุน้ใหมี้การหลัง่ GTH (Zohar and Mylonas, 2001) ร่วมกบั สารดอมเพอริโดน (domperidone)  

จากผลการศึกษาของ Heyrati และคณะ (2007) พบวา่ การใช ้GnRHa จะใหป้ระสิทธิภาพในการวางไข่

ของแม่ปลาดีกวา่การใชฮ้อร์โมน GTH ท่ีสกดัจากปลาไน  นอกจากน้ีในปลา grouper เพศเมียท่ีถูกเล้ียง

ในบ่อคอนกรีตจะมีเพียงการสะสมของสาร vitellogenin แต่ไม่พบการเจริญของเซลสืบพนัธ์ุระยะ

สุดทา้ย การตกไข่ และการวางไข่ จนกระทัง่มีการฉีด GnRHa (Hassin และคณะ, 1997) 

 

 Gonadotropin releasing hormone (GnRH=LHRH) เป็นฮอร์โมนท่ีสาํคญัในการควบคุมระบบ

สืบพนัธ์ุของสัตวมี์กระดูกสันหลงัทั้งหมด โดยการกระตุน้การหลัง่ของฮอร์โมน Gonadotropin จาก

ต่อมพิทูอิทารี (Pituitary gland) (Millar, 2003)  GnRH  จะเป็นเปปไทด ์(peptide) ท่ีมีลกัษณะท่ีบางส่วน

จะเหมือนกนั (conserved peptide)  และบางส่วนท่ีแตกต่างกนัในสัตวแ์ต่ละชนิด (Gopinath และคณะ, 

2004)   รูปแบบของ GnRH ทั้งหมดท่ีพบ จะมี 16 ชนิด  จะพบไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงั 14 ชนิด และ 
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โปรโตคอร์เดท (protochordate) 2 ชนิด (Samoza และคณะ, 2002)  ในกลุ่มของสัตวมี์กระดูกสันหลงั 

จะพบวา่ ปลากระดูกแขง็จะเป็นตวัแทนของกลุ่มท่ีมีความหลากหลายของ GnRH ท่ีมากท่ีสุด  รูปแบบท่ี

พบ ไดแ้ก่ mammalian, chicken, catfish, pejerey, seabream, salmon, herring, medaka และ whitefish 

GnRH (Lethimonier และคณะ, 2004)  โดยบางชนิดอาจพบได ้2 หรือ 3 ชนิด (Zmora และคณะ, 2002)  

ชนิดปลาท่ีพบได ้2 ชนิด ไดแ้ก่ goldfish (Carassius auratus) (Klausen และคณะ, 2001)  ชนิดปลาท่ีพบ

ได ้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ tilapia (Oreochromis mossambicus), sockeye (Oncorhynchus nerka), turbot 

(Scophthalmus maximus) และ barfin flounder (Verasper moseri) (Parhar et al., 1996; Andersson และ

คณะ, 2001; Amano และคณะ, 2002)  

 

ตารางที ่1  ลาํดบักรดอะมิโนของ GnRH (Dubois และคณะ, 2002) 

 

GnRH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  

Mammalian pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH2 Baba และคณะ, 1971 

Chicken II pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH2 Miyamoto และคณะ, 1984 

Rana pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Trp Pro Gly-NH2 Yoo และคณะ., 2000 

Catfish pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly-NH2 Bogerd และคณะ, 1994 

Salmon pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH2 Sherwood และคณะ, 1986 

Herring pGlu His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 Carosfeld และคณะ, 2000 

Medaka pGlu His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 Okubo และคณะ, 2000 

Seabream pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly-NH2 Powell และคณะ, 1994 

Dogfish pGlu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH2 Lovejoy และคณะ, 1992 

Lamprey I pGlu His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly-NH2 Sower และคณะ, 1993 

Lamprey III pGlu His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH2 Sower และคณะ, 1993 

Tunicate I pGlu His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly-NH2 Di Fiore และคณะ, 2000 

Tunicate II pGlu His Trp Ser Leu Cys His Ala Pro Gly-NH2 Di Fiore และคณะ, 2000 

 

 โครงสร้างของ GnRH ประกอบดว้ย 1) signal peptide ท่ี N-terminal ประกอบดว้ยกรดอะมิโน

ประมาณ 23 ตวั 2) GnRH decapeptide จะเป็นบริเวณ bioactive peptide ท่ีจะถูกต่อดว้ย cleavage site 

(Gly-Lys-Arg) และ 3) GnRH associated peptide (GAP) ท่ี C-terminal ประกอบดว้ยกรดอะมิโน

ประมาณ 60 ตวั (Zmora และคณะ, 2002)  บริเวณ amide-donating site และ processing site ของ GnRH 

จดัเป็น conserved peptide  (Bogerd และคณะ, 1994)  ความหลากหลายของ GnRH แต่ละรูปแบบ จะมี

โครงสร้างพื้นฐานท่ีเหมือนกนั คือจะประกอบดว้ย intron 3 ตาํแหน่ง และ exon 4 ตาํแหน่ง  โดยท่ี exon 

แรกจะเป็นบริเวณ 5’-UTR region  exon ท่ี 2 เป็น signal peptide (GnRH peptide) cleavage site และ N-

terminal ของ GAP และ exon สุดทา้ย จะเป็น C-terminus ของ GAP และ UTR region (Suzuki และ

คณะ, 2000) 



 4 

 การแสดงออกของยนี GnRH จะมีความจาํเพาะต่ออวยัวะและช่วงเวลา (site and time specific) 

(Amano และคณะ, 2004; Andersson และคณะ, 2001) และจาํเพาะต่อชนิดของส่ิงมีชีวตินั้นๆ (Parhar 

และคณะ, 1996)  ในกลุ่มปลาท่ีมี GnRH 2 ชนิด จะมีรูปแบบหน่ึงท่ีทาํหนา้ท่ีควบคุมการทาํงานของ

ต่อมพิทูอิทาร่ี และ cGnRH-II ท่ียงัไม่ทราบหนา้ท่ีแน่ชดั  โดยอาจทาํหนา้ท่ีเป็น neurotransmitter และ/

หรือ neuromodulator (Samoza และคณะ, 2002)  สาํหรับหนา้ท่ีหลกัของ sGnRH ท่ีแสดงออกท่ี 

terminal nerve ganglia จะมีความแตกต่างกนั  โดยมีการแสดงออกภายในสมอง แต่ไม่พบในต่อมพิทูอิ

ทาร่ี (Oka, 1992)  ในเบ้ืองตน้ หนา้ท่ีของ sGnRH อาจจะเป็นการทาํงานร่วมกบัระบบการดมกล่ินและ

การมองเห็นเพื่อประโยชน์ของระบบสืบพนัธ์ุ (Kudo และคณะ, 1996; Parhar และคณะ, 1994) 

 

 วธีิการ In situ hybridization ในปลา barfin flounder (Verasper moseri) พบวา่ sGnRH 

แสดงออกบริเวณ ventromedial olfactory bulbs และ terminal nerve ganglion  สาํหรับ cGnRH-II 

แสดงออกท่ี midbrain tegmentum และ sbGnRH แสดงออกท่ีบริเวณ preoptic  จากขอ้มูลน้ีจะช้ีใหเ้ห็น

วา่ มีเพียง sbGnRH เท่านั้น ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่ฮอร์โมน gonadotropin (Amano และคณะ, 2002)  

ทั้งน้ี ระดบัของ sGnRH และ cGnRH-II จะตํ่าเม่ือเทียบกบัระดบัของ sbGnRH และไม่มีความแตกต่าง

กนัในระหวา่งการพฒันาเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผู ้ (Amano และคณะ, 2004)  สาํหรับในปลา turbot 

(Scophthalmus maximus) cGnRH-II จะถูกพบในสมอง ในขณะท่ี sbGnRH และ sGnRH จะถูกพบ

บริเวณต่อมพิทูอิทาร่ี  โดยทั้ง sGnRH และ sbGnRH จะมีความหลากหลายเกิดข้ึนในระหวา่งฤดูวางไข่ 

(Andersson และคณะ, 2001) 

 

วธีิการดําเนินงานวจัิย 

1.ตัวอย่างปลาดุกอุย 

 -นาํพอ่แม่พนัธ์ุปลาดุกอุยจากแหล่งนํ้าธรรมชาติในจงัหวดัอุบลราชธานีมาทาํการเพาะพนัธ์ุ  

จาํนวน 20 คู่ และทาํการเล้ียงแบบรวมเพศในบ่อดินขนาดประมาณ 200 ตารางเมตร 

 -เม่ือลูกปลามีอายปุระมาณ 6 เดือน จึงเร่ิมทาํการศึกษา โดยสุ่มจบัปลาเพศเมียและเพศผู ้อยา่ง

ละ 3 ตวั มาทาํการชัง่นํ้าหนกัลาํตวัและอวยัวะสืบพนัธ์ุ และ วดัความยาว ทุกเดือน เป็นเวลา 12 เดือน 

 -ตวัอยา่งปลาจะถูกนาํมาแยกเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ สมอง ต่อมใตส้มอง และ อวยัวะสืบพนัธ์ุ ทาํการแช่

แขง็ในตูท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ทุกเดือน 
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2.การศึกษาองค์ประกอบของยนี GnRH 

2.1.การสกดั Total RNA จากเน้ือเยือ่ปลาดุกอุย  

- นาํเน้ือเยื่อนํ้าหนกั 50 มิลลิกรัมทาํการบดดว้ยไนโตรเจนเหลว 

- เติมนํ้ายาไทรซอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และพกัไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที 

- ทาํการป่ันเหวีย่งท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- นาํสารละลายส่วนใสใส่ในหลอดใหม่ และเติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 200  

ไมโครลิตร 

- ทาํการป่ันเหวีย่งแรง เป็นเวลา 15 นาที และ พกัไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที 

- นาํสารละลายส่วนใส (ดา้นบน) ใส่ในหลอดใหม่ และเติมไอโซโพรพานอล 500 

ไมโครลิตร 

- ทาํการหมุนกลบัไปมา และ พกัไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 

- ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- ทาํการลา้งดว้ย 75% เอธานอล 1 มิลลิลิตร และป่ันเหวีย่งท่ี 7,500 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- เทสารละลายทิ้ง และทาํการตากแหง้ เป็นเวลา 10 นาที  

- ทาํการละลายตะกอนดว้ย DEPC-treated water ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 

 

 2.2.การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ total RNA 

- ในการวดัปริมาณของ total RNA จะนาํตวัอยา่งมาทาํการเจือจางดว้ยนํ้าท่ีผา่นการฆ่า

เช้ือ ในอตัราส่วนของ total RNA 2 µL และ นํ้า 98 µL (1:50) มาวดัดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืน

แสง (spectrophotometer) จากนั้น จะไดค้วามเขม้ขน้ของ total RNA ซ่ึงมีหน่วยเป็น ng/uL 

- ในการตรวจสอบคุณภาพของ total RNA จะใชต้วัอยา่งปริมาณ 3 µL มาผสมกบั 

loading dye เพื่อใหเ้กิดสีปริมาณ 2 µL จากนั้น นาํตวัอยา่งลงเคร่ืองอิเลคโตโฟเรซิส โดยใชอ้ะ

กาโรสเจลท่ีความเขม้ขน้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์ นาน 50 นาที 

 

2.3.การศึกษาองคป์ระกอบของยนี GnRH โดยวธีิการ 3’-RACE PCR และ 5’-RACE PCR 

ในการทาํ 3’RACE ไดใ้ชชุ้ดคิทของบริษทั Invitrogen ดาํเนินการดงัน้ี 

-นาํ total RNA ท่ีสกดัจากเน้ือเยือ่สมองของปลาดุกอุยเพศเมียในเดือนเมษายน 

ปริมาตร 1 ไมโครกรัม ผสมกบันํ้าเพื่อใหไ้ดป้ริมาตร 11 ไมโครลิตร 

-เติมสารละลาย 10 µM AP 1 ไมโครลิตร และผสมใหเ้ขา้กนั 

-ใหค้วามร้อนท่ี 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และ วางบนนํ้าแขง็ เป็นเวลา 1 

นาที  จากนั้นเติมสารดงัตาราง   
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รีเอเจนท ์ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10x PCR buffer 2 

25 mM MgCl2 2 

10 mM dNTP mix 2 

0.1 M DTT 2 

 

  -ผสมสารใหเ้ขา้กนั และใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

 -เติม SuperScript II RT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ  

42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที 

  -หยดุปฏิกิริยาดว้ยการใหค้วามร้อนท่ี 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

  -วางบนนํ้าแขง็ และเติม RNase H ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และนาํไปใหค้วามร้อนท่ี 37  

 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

  -เก็บตวัอยา่งไวท่ี้ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส 

 

 2.3.การทาํปฏิกิริยาสายลูกโซ่ (polymerase chain reaction) 

ในการออกแบบไพรเมอร์ของปฏิกิริยาสายลูกโซ่ จะมีการนาํยนี GnRH จากปลา channel 

catfish (Ictalurus punctatus) blue catfish (I. furcatus) (Lamkom, 2008) และ African catfish (Clarias 

gariepinus) จากฐานขอ้มูล ncbi มาทาํการเทียบกนั (alignment) เพื่อหาตาํแหน่งท่ีเหมือนกนัมากท่ีสุด 

(conserved region)  

 

ตารางที ่2  ไพรเมอร์สาํหรับ chicken type II GnRH 

 
Forward primer Reverse primer 

5’-CATGGCTGGTATCCTGGAGGAAAG-3’ 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’ 

 

 เตรียมปฏิกิริยาโดยใชรี้เอเจนท ์ดงัน้ี 

รีเอเจนท์ ความเข้มข้นสุดท้าย 

10x PCR buffer 1x 

25 mM MgCl2 1.0 mM 

10 mM dNTPs 0.2 mM dNTPs 

10 µM forward primer 0.2 µM 

10 µM reverse primer 0.2 µM 

Taq DNA polymerase 1 unit 



 7 

 จากนั้นนาํเขา้เคร่ืองทาํปฏิกิริยาสายลูกโซ่ (thermal cycler) ตามปฏิกิริยา ดงัน้ี 

อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) ช่วงเวลา จาํนวนรอบ 

94 3 นาที  

94 30 วนิาที  

60 30 วนิาที 35 

72 1 นาที  

72 5 นาที  

พกัไวท่ี้ 4   

 

 จากนั้นนาํผลผลิตท่ีไดจ้ากเคร่ืองมาหยอดในอะกาโรสเจลท่ีความเขม้ขน้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์ ใช้

กาํลงั 100 โวลท ์ท่ีเวลา 50 นาที และนาํไปตรวจสอบดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพเจล 

 

 เม่ือผลผลิตท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาสายลูกโซ่ถูกตรวจสอบไดจ้ากการใชแ้สงอลัตราไวโอเลต และใช ้

100 bp เป็นสารมาตรฐาน จะทาํการตดัช้ินส่วนเจล เพื่อนาํมาสกดัผลผลิตออกจากเจลดว้ยชุดคิท Gel 

extraction kit (Qiagen)  จากนั้นผลผลิตดงักล่าว จะถูกนาํไปเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ และวางไวท่ี้อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ดงัตาราง 

 

รีเอเจนท์ ปริมาตร (ไมโครลติร) 

2x reaction buffer 5 

pGEM-T vector 1 

T4 DNA ligase 1 

PCR product 3 

รวมทั้งหมด 10 

 

 นาํสารละลายท่ีเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ หรือผา่นขบวนการ ligation แลว้ มาแช่ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส  เพื่อเตรียมนาํเขา้แบคทีเรีย Escherichia coli  ในท่ีน้ีใชส้ายพนัธ์ุ DH5α ของบริษทั 

Invitrogen  โดยเร่ิมจากการนาํแบคทีเรียมาวางไวใ้หล้ะลายบนนํ้าแขง็ แลว้นาํสารละลายจากขบวนการ 

ligation เติมลงไปในสารละลายแบคทีเรีย ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  จากนั้นทิ้งแบคทีเรียไวบ้นนํ้าแขง็เป็น

เวลา 30 นาที  แลว้นาํหลอดแบคทีเรียมาวางไวใ้นอ่างแช่ (incubator) ท่ีปรับระดบัความร้อนไปท่ี 42 

องศาเซลเซียส  นาน 30 วนิาที และรีบนาํหลอดมาแช่ในนํ้ าแขง็นาน 2 นาที 

 

 ในการทาํโคลนน่ิง (cloning) จะนาํสารละลายแบคทีเรียท่ีมีเวคเตอร์มาเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียง

เช้ือแบบ LB ท่ีผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillun) ซ่ึงมีการเติมสารละลาย IPTG และ X-gal ไว้
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แลว้ เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นเม่ือตรวจสอบอาหารเล้ียงเช้ือจะพบ

โคโลนีสีขาว และอาจพบโคโลนีสีฟ้าร่วมกนั  ทาํการนาํเพลทอาหารเล้ียงเช้ือมาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

 

 ในการเตรียมพลาสมิดดีเอน็เอ จะมีการคดัเลือกโคโลนีแบคทีเรียสีขาว มาประมาณ 3 โคลนต่อ

ยนีท่ีทาํการศึกษา  นาํมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีไดผ้สมยาปฏิชีวนะ 

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร  ทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 18 ชัว่โมง และมีการเขยา่

หลอดแบคทีเรีย  เม่ือครบเวลา จะนาํแบคทีเรียออกมาสกดัพลาสมิดดว้ยชุดคิท plasmid purification 

(Qiagen) ซ่ึงมีปริมาตรสุดทา้ย 30 ไมโครลิตร  จากนั้นเตรียมแบ่งพลาสมิดดีเอน็เอ ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร เพื่อเตรียมหาลาํดบัเบส (sequencing) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเฉพาะกบัเวคเตอร์ท่ีทาํการศึกษา 

ในท่ีน้ีใช ้Sp6  

 

 เม่ือไดล้าํดบัเบสมา จะใชโ้ปรแกรม Chromas 2.13 ในการตรวจสอบความสมบูรณ์ของลาํดบั

เบส และทาํการตดัเวคเตอร์ดว้ยโปรแกรม vector contamination ซ่ึงอยูใ่น

ฐานขอ้มูล http://www.ncbi.nlm.nih.gov  และตรวจสอบความเหมือนของลาํดบัเบสดว้ยโปรแกรม 

BlastX  จากนั้นนาํลาํดบัเบสของยนีมาทาํการออกแบบไพรเมอร์สาํหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน

ต่อไป 

 

 3.การแสดงออกของยีน GnRH  

1.การสกดั total RNA  

 โดยนาํตวัอยา่งเน้ือเยือ่สมอง ต่อมใตส้มอง และ อวยัวะสืบพนัธ์ุ (รังไข่และอณัฑะ) ของปลาดุก

อุยในทุกเดือน มาทาํการสกดั total RNA   และทาํ first strand cDNA  

2.นาํ total RNA ท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม ของเน้ือเยือ่ในแต่ละเดือนมาศึกษาการแสดงออก

ดว้ย reverse transcriptase PCR (One-step SuperScript III, Invitrogen) 

3.นาํช้ินส่วนของยีนท่ีไดจ้าก 3’RACE-PCR มาทาํการออกแบบไพรเมอร์เพื่อศึกษาการ

แสดงออกของยนี ดงัตารางท่ี 3 

 

ตารางที ่3  ไพรเมอร์สาํหรับการแสดงออกของยนี chicken type II GnRH (CH-GnRH) 
Forward primer Reverse primer 

5’-CATGGCTGGTATCCTGGAGGAAAG-3’ 5’- GTGGCCTCAGATAGCTGCATTCTC -3’ 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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จากนั้นทาํการศึกษาการแสดงออกของยีนดว้ยปฏิกิริยา ดงัน้ี 

อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) ช่วงเวลา จาํนวนรอบ 

55 30 นาที  

94 2 นาที  

94 15 วนิาที  

58 30 วนิาที 40 รอบ 

68 1 นาที  

68 5 นาที  

 

 โดยใชย้นี β-actin เป็นยนีมาตรฐาน (house keeping gene) สาํหรับการศึกษาแสดงออกของยนี

ในเน้ือเยือ่สมอง ต่อมใตส้มอง และ อวยัวะสืบพนัธ์ุ  โดยใชไ้พรเมอร์ในตารางท่ี 4  

 

ตารางที ่4  ไพรเมอร์สาํหรับการแสดงออกของยนี β-actin 

 
Forward primer Reverse primer 

5’- AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC-3’ 5’- CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG-3’ 

 

จากนั้นทาํการศึกษาการแสดงออกของยีน β-actin ดว้ยปฏิกิริยา ดงัน้ี 

 

อณุหภูม ิ(องศาเซลเซียส) ช่วงเวลา จาํนวนรอบ 

55 30 นาที  

94 2 นาที  

94 15 วนิาที  

56 30 วนิาที 40 รอบ 

68 1 นาที  

68 5 นาที  
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การวเิคราะห์ข้อมูล 

 

 1.นํา้หนัก ความยาว และ ดัชนีความสมบูรณ์เพศของปลาดุกอุยในรอบปี 

 นํ้าหนกั ความยาว และ ดชันีความสมบูรณ์เพศของปลาดุกอุยในรอบปี ถูกวเิคราะห์ดว้ยวธีิ one-

way ANOVA โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 17.0 และถูกนาํมาจดัคลสัเตอร์ (cluster) ดว้ยโปรแกรม 

R-package  จากนั้น ความแตกต่างของขอ้มูลในรอบปีจะถูกวเิคราะห์ดว้ย Tukey’s multiple range test 

 

 2.ความสัมพนัธ์ของนํา้หนัก และความยาว กบั ดัชนีความสมบูรณ์เพศของปลาดุกอุยในรอบปี 

 ความสัมพนัธ์ระหวา่ง นํ้าหนกั และความยาว กบั ดชันีความสมบูรณ์เพศ จะถูกนาํมาวเิคราะห์

โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 17.0 

 

 3.ความสัมพนัธ์ของยนี CH-GnRH ของปลาดุกอุยกบัปลาชนิดอืน่ 

 ลาํดบัเบสของยนี CH-GnRH ของปลาดุกอุย จะถูกนาํมาทาํแผนผงัทางพนัธุกรรม 

(phylogenetic tree) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 3.0 เพื่อเทียบกบัลาํดบัเบสของปลาชนิดอ่ืน โดยอา้งอิง

จาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

 4.การแสดงออกของยีน CH-GnRH ในเนือ้เยือ่ของปลาดุกอุย 

 การแสดงออกของยนี CH-GnRH ในเน้ือเยื่อสมอง ต่อมใตส้มอง และ อวยัวะสืบพนัธ์ุในรอบปี 

จะทาํการเทียบกบัยนี beta actin (house keeping gene)  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

