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บทคัดย่อ 
 

ยนี salt inducible kinase1 (sik1) เป็นยนีท่ีถูกรายงานวา่มีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของ
ไข่จากระยะ maturation เขา้สู่ระยะ ovulation ในปลามา้ลาย โดยอาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด 
apoptosis ในช่วงของการเกิด germinal vesicle breakdown (GVBD)  ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้
ท าการหยดุการท างาน (knock-out) ของยนี sik1 ดว้ยเทคนิค CRISPR/Cas9 และสร้างตวักลายพนัธุ์
แบบ homozygous mutant (sik1-/-) เพื่อศึกษาลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละของไข่ผสมติด ร้อย
ละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม ร้อยละความผิดปกติของตวัอ่อน โดยเปรียบเทียบกบัปลามา้ลาย wild-
type หลงัจากนั้นกระตุน้การพฒันาของไข่ของปลามา้ลายท่ีเป็น homozygous mutant และ wild-type 
ดว้ย  17,20β-DHP เพื่อเป็นตวัแทนของรังไข่ระยะ maturation และ ovulation ตามล าดบั แลว้ศึกษา
ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ และ การแสดงออกของยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis 
ไดแ้ก่ยนี casp3a และ XIAP ผลการศึกษาพบวา่รังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- มีร้อยละของไข่ท่ีไม่ได้
รับการผสม และมีตวัอ่อนท่ีผิดปกติสูงกวา่ไข่ท่ีไดรั้บจากปลามา้ลาย wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p≤0.05) และพบวา่รังไข่ในระยะ ovulation นั้น ไข่ในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- นั้นมีการ
พฒันาชา้เม่ือเทียบกบัปลามา้ลาย wild-type โดยหลงัจากกระตุน้การพฒันาของรังไข่ไปแลว้ 2 
ชัว่โมงไข่ยงัคงอยูใ่นระยะ oocyte maturation (IV) แต่ในรังไข่ของ wild-type ไข่ส่วนมากจะอยูใ่น
ระยะท่ี mature egg (V) อีกทั้งยงัพบวา่ไข่ระยะ mature egg (V) ของปลามา้ลาย sik1-/- มีลกัษณะท่ี
ผิดปกติ โดยมีเซลลไ์ข่เรียงติดกนัแน่น เม่ือเปรียบเทียบไข่ในระยะเดียวกนัท่ีพบในรังไข่ของปลามา้
ลาย wild-type และการแสดงออกของยีน casp3a และ XIAP พบวา่ในปลามา้ลาย sik1-/- นั้นมีการ
แสดงออกของยนี casp3a ต ่ากวา่ใน wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05)ในรังไข่ระยะ 
ovulation แต่การแสดงออกของยนี XIAP นั้นแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) เม่ือ
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เทียบกบัปลามา้ลาย wild-type แสดงใหเ้ห็นวา่ปลามา้ลาย sik1-/- ยงัคงเกิด apoptosis ซ่ึงเป็นกลไกท่ี
ท าใหเ้กิด ovulation ได ้แต่การเกิด apoptosis จะลดลง ส่งผลท าใหจ้ านวนของเซลลท่ี์เกิด apoptosis 
ในรังไข่ช่วง ovulation นอ้ยตามไปดว้ยเม่ือเทียบกบัใน wild-type การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดข้อ้สรุปวา่ยีน 
sik1 ไม่ไดเ้ป็นยนีหลกั (key gene) ท่ีควบคุมการเกิด apoptosis ระหวา่งการพฒันาของไข่จากระยะ 
maturation จนเขา้สู่ระยะ ovulation โดยตรง เน่ืองจากยงัมีแสดงออกของยนีท่ีท าหนา้ท่ีกระตุน้ให้
เกิดการ apoptosis เพียงแต่มีการแสดงออกท่ีลดลงเท่านั้น ซ่ึงส่งผลใหจ้ านวนของเซลลท่ี์เกิด 
apoptosis นั้นลดลงตามไปดว้ย ทั้งน้ีการท่ียนี sik1 ถูก knock out นั้นส่งผลท าใหไ้ข่ในรังไข่มีการ
พฒันาชา้ และคุณภาพของไข่ท่ีไดรั้บจากปลามา้ลาย  sik1-/- ลดลงเม่ือเทียบกบั wild-type จากการ
ทดลองคร้ังน้ีจึงช้ีใหเ้ห็นวา่ยีน sik1 มีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของไข่ปลา เพื่อศึกษาบทบาทของ
การเกิด apoptosis ในระหว่างการพฒันาของไข่ปลา ในอนาคตจะตอ้งมีการหยดุการท างานของยนี
อ่ืนร่วมดว้ย 
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ABSTRACT 

 Salt inducible kinase1 (sik1) is one of candidate ovulation inducing gene, which function 
in apoptosis mechanism during germinal vesicle breakdown (GVBD). This study aimed to 
investigate function of sik1 gene during ovulation in zebrafish ovary. The sik1 gene was knock out 
by CRISPR/Cas9 technique for producing homozygous mutant. Phenotype analysis (fertilization 
rate, and abnormal larva rate) were observed in homozygous mutant of sik1 (sik1-/-) compare with 
wild-type. Histology of ovary, and relate-apoptosis gene expression (casp3a, and XIAP) of 
homozygous mutant (sik1-/-) and wild-type were investigated after inducing by 17,20β-DHP in vivo 
for 1 and 2 hrs. for representing maturation, and ovulation groups, respectively. The result shows, 
that fertilization rate in sik1-/- is lower than wild-type significantly and abnormal larvae in sik1-/- 
higher significantly than wild-type. Ovulation of sik1-/- has oocytes late oocytes development most 
of oocyte in IV stage, while most of oocyte of wild-type develop to V stage. Characteristic of sik1-

/- oocyte tissue is difference from wild-type at the same stage. The expression of casp3a in ovulation 
ovary is significantly lower (p≤0.05) in sik1-/- than wild-type, but XIAP expression is not 
significantly difference (p>0.05) It mean that apoptosis is occur in sik1-/- but number of apoptosis 
oocyte cells is significantly lower than wild-type (p≤0.05). 

This study shows that sik1 gene is not a key gene, which control the apoptosis 
mechanism for induce-oocyte development from maturation stage to ovulation stage, because the 
gene responsible for inducing apoptosis are still expressed. However, sik1-/- zebrafish shows late 
oocyte development compared to wild-type. It was indicated that the sik1 gene are involved in เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ovulation. We suggest to co-knock-out of another candidate apoptosis genes which express in 
ovulation to understand ovulation inducting pathway. 
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สารบัญรูป 

 

รูปท่ี  หน้า 
2.1 ปลามา้ลายสายพนัธุ์ AB ตวัเตม็วยั (A) ปลามา้ลายตวัผู ้(B) ปลามา้ลายตวัเมีย 5 
2.2 จ านวนเอกสารทางวิชาการท่ีมีการเผื่อแพร่ใน Web of  Science ท่ีมีการใชป้ลามา้

ลายเป็นส่ิงมีชีวิตตน้แบบในช่วง 30 ปี จากปี 1970 จนถึง 2016 
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2.3 ลกัษณะของปลามา้ลายสายพนัธุ์ roy orbison 7 
2.4 ลกัษณะรังไข่ของปลามา้ลาย (a) oogonium (b) pre-vitellogenic (c) vittelogenic 

follicle (d) pre-ovulatory follicle (e) ovary 
7 

2.5 เซลลไ์ข่ในระยะ IB primary growth  ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ light 
microscope ประกอบดว้ย (o) oocyte และ (gv) germinal vesicle  

9 

2.6 เซลลไ์ข่ในระยะ cortical alveolus ยอ้มดว้ยสี H&E ท่ีก าลงัขยาย 100X โดย Om-
mature oocyte, Coc- C=cortical alveoli, O- coplasm, N- nucleus, No- nucleoli, 
Ca- cortical alveoli, Ve-vitellin envelope, Fe- follicular epitely   umium 

9 

2.7 oocyte ในระยะ vitellogenesis ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ light micrograph ยอ้ม
ดว้ยสี H&E ท่ีก าลงัขยาย 40 เท่า โดย Om-mature oocyte, Ca- cortical alveoli และ 
N- nucleus 

10 

2.8 photomicrographs ของ oocyte ในระยะ pre-maturational (A,C) และ post-
maturational (B,D) โดยกระตุน้ดว้ย 17α-20β-dyhydroxy-4-pregnen-3-one 
(DHP) บริเวณลูกศรช้ีในภาพ C แสดงถึง germinal vesicle 

10 

2.9 electron micromicrograph ของ mature oocyte ท่ียอ้มดว้ยสี toluidine blue โดย 
Po- primer oocyte, Om- mature oocyte, ve- vitellin envelope, ZR- zona radiata 
และ Ca- cortical alveoli 

11 

2.10 รังไข่ของปลามา้ลายเพศเมีย ในช่วงก่อนการปล่อยไข่ ท่ียอ้มดว้ยสี hematoxylin 
และ eosin  

11 

2.11 กราฟแสดงการชกัน าการพฒันาของไข่ดว้ย 17,20ß-DHP ท่ีเวลา 0, 1.5, 2, 3, และ 
4 ชัว่โมง โดยแท่งสีด าแสดงถึง %GVBD และแท่งสีขาวแสดงถึง %ovulation 

12 

2.12 การท างานของ maturation inducing hormone (MIH) หรือสเตอร์รอยด ์ท่ีเขา้จบั
กบัตวัรับ (receptor) ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้เซลล ์และชกัน าใหส้ร้าง cycling-B ผา่น
ทาง non-genomic pathway เพื่อกระตุน้ให้เซลลไ์ข่พฒันาเขา้สู่ระยะ maturation 

13 
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จากนั้น MIH จะเขา้จบักบั nuclear progestin receptor ท่ีอยู่บริเวณเยือ่หุม้นิวเลียส 
เพื่อชกัน าใหไ้ช่พฒันาสู่ระยะ ovulation 

2.13 ลกัษณะของไข่ปลามา้ลายในแต่ละระยะ (A) ไข่ปลามา้ลายในระยะ immature 
(B) ไข่ปลามา้ลายในระยะ maturation และ (C) ไข่ปลามา้ลายในระยะ ovulation 
บริเวณลูกศรช้ีแสดง fertilization membrane 

13 

2.14 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของปลามา้ลายท่ีถูก knock out npr (npr-/-) และ ปลามา้
ลายท่ีเป็น wild type (npr+/+ ) (A) แสดงถึงขนาดตวัของปลามา้ลาย (B) ลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของรังไข่ (C) ลกัษณะของไข่ท่ีสังเกตภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
และ (D) ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ในปลามา้ลายท่ีถูก knock out npr 
(npr-/-) และ ปลามา้ลายท่ีเป็น wild type (npr+/+ ) โดยบริเวณท่ีลูกศรช้ี บอกถึง การ
มีอยูข่องเยื่อหุม้ follicle 

15 

2.15 การชกัน าการพฒันาของไข่ดว้ย LH-induced ovulation ผา่น prostaglandin 
system 

16 

2.16 ลกัษณะของไข่ปลามา้ลายท่ีถกูหยดุการท างานของยีน stm (Aซา้ย) เซลลไ์ข่ท่ี
ไดรั้บการปฏิสนธิ (Aขวา) เซลลไ์ข่ท่ีไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ (Bซา้ย) ตวัอ่อนท่ีมีการ
พฒันาปกติ (Bขวา) ตวัอ่อนท่ีผิดปกติ 

17 

2.17 อตัรารอดของตวัอ่อนในกลุ่มตวัอยา่ง wild-type และ stm-/- โดย n = จ านวนตวั
อ่อน N = จ านวน biological replication 

18 

2.18 ภาพถ่าย otolith  ของปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- ตวัเตม็วยั scale bar = 100 
µm 

18 

2.19 (A) ภาพถ่ายปลามา้ลายเพศเมียท่ีถูกหยดุการท างานของยีน stm อยา่งสมบูรณ์ 
(stm-/-) (B) Immunohistology ของรังไข่ปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- ใน 
immature oocyte และ ovulated oocyte ท่ียอ้มดว้ย anti-Stm antibody และ DAPI 
ลูกศรสีขาว ช้ีใหเ้ห็นถึงสัญญาณของ anti-Stm staining โดย scale bar = 50 µm 

19 

2.20 ภาพถ่ายดา้นนอกและดา้นในของ follicle envelope จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลค็ตรอ
นแบบส่องกราดของปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- บริเวณลูกศรช้ีคือ fibre-
supported knob-like structures โดย scale bar ในรูป A, B, E, และ F = 2µm ส่วน
รูป C, D, G, และ H = 10 µm 

20 

2.21 วงจรชีวิตของปลามา้ลาย 22 
2.22 (a) ความดกไข่ (b) อตัราการผสมติด (c) อตัราการฟัก และ (d) จ านวนของตวัอ่อน

ท่ีผิดปกติ ของปลามา้ลายท่ีมีการปล่อยไข่ตั้งแต่คร้ังท่ี 1 ถึง 5 โดยตวัอกัษรท่ี
ต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

23 
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2.23 เน้ือเยือ่บริเวณตบัอ่อนในหนูท่ียอ้มดว้ยสี hematoxylin และ eosin แสดงลกัษณะ
ของการจบัตวักบัเป็นกอ้นของโครมาติน (สีม่วงเขม้) บริเวณท่ีลูกศรสีด าช้ี คือ 
Apoptosis cell 

24 

2.24 การเกิด Apoptosis ระหวา่งการฝ่อของ follicle ในปลา Leporinus obtusidens (a, 
b) การยอ้มดว้ยสี hematoxylin (a) บริเวณลูกศรช้ีแสดงถึง TUNEL-Positive 
follicular cell ในระยะก่อนการฝ่อของfollicle (early stage) (b)บริเวณลูกศรช้ี
แสดงถึง TUNEL-Positive follicular cell ในระยะหลงัการฝ่อของ follicle (late 
stage) และ (c) immunoreaction ของ caspase-3 ในระยะหลงัการฝ่อของ follicle 

25 

2.25 ผล TUNEL ท่ีแสดงเป็น positive ในรังไข่ของปลา P. argenteus โดยมี scale bar 
= 20 µm 

26 

2.26 แผนภาพแสดงการเกิด Apoptosis แบบ Extrinsic Pathway และ Intrinsic pathway 27 
3.1 การสร้างปลามา้ลายกลายพนัธุ์ดว้ยเทคนิค CRISPR/Cas9 และการผสมพนัธุ์ปลา

มา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนีเพื่อคดัเลือกสายพนัธุ์ท่ีท าขึ้นโดย Shizuoka 
University ก่อนจะมีการส่งมายงัประเทศไทย 

30 

3.2 การผสมพนัธุ์ปลามา้ลายเพื่อขยายพนัธุ์และเก็บตวัอยา่งไข่เพื่อน าไปใช้ในการ
ทดลอง 

31 

3.3 แผนภาพการผสมพนัธุ์ปลาเพื่อใหไ้ด ้ homozygous mutant โดยท าการตรวจหา
ต าแหน่งท่ีมีการเปล่ียนแปลงบนสายดีเอน็เอเบ้ืองตน้ (ตรวจหา strain) ดว้ยวิธี 
heteroduplex mobility assay (HMA) ตั้งแต่ลูกรุ่น F1 

32 

3.4 ต าแหน่งท่ีไพร์เมอร์จบักบัสายดีเอน็เอเพื่อเพิ่มจ านวนใหไ้ดข้นาด 185 bp (บริเวณ
สีเหลือง) และขนาด 641 bp (บริเวณสีเทา) บริเวณสีด า คือบริเวณเป้าหมายของ
การดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยวิธี CRISPR/Cas9 

34 

3.5 แผนผงัการศึกษาลกัษณะทางฟีโนไทป์ 36 

4.1 15%  non- denaturing gel จ า ก  heteroduplex mobility assay โ ด ย  M คื อ 
HyperLadderTM 100bp, ตวัอยา่งท่ี 1-4 คือ ปลาท่ีมีกลายพนัธุ์แบบเฮเทอโรไซกสั 
(sik1(+/-)) และตวัอยา่งท่ี 5-7 คือ ปลาท่ีเป็นไวลดไ์ทป์ 

40 

4.2 ลกัษณะทางจีโนไทป์ของปลามา้ลายหลงัจากยนี sik1 ถูก knockout (บริเวณ
ไฮไลทแ์สดงถึงต าแหน่งเป้าหมายท่ี Cas9 เขา้ไปตดั เพื่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
ของสายดีเอ็นเอ) 

41 

4.3 (A) ลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละจ านวนไข่ปลาท่ีมีการพฒันาไดอ้ยา่งปกติ 
(normal) ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ (unfertilized) และ ร้อยละของตวั

42 
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อ่อนท่ีผิดปกติ (abnormal) จากปลามา้ลายเพศเมีย wild-type ผสมกบัตวัผู ้ wild-
type (กราฟแท่งสีเหลือง ; n = 725) และ ปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- ผสมกบัตวัผู ้
wild-type (กราฟแท่งสีฟ้า ; n = 1082) โดยเคร่ืองหมายดอกจนัแสดงถึงความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (B) ลกัษณะผิดปกติของตวัอ่อนท่ีพบไดจ้าก
ปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- ผสมกบัตวัผู ้wild-type 

4.4 ร้อยละของจ านวนเซลลไ์ข่แต่ละระยะในกลุ่มตวัอยา่งท่ีกระตุน้การพฒันาของ
เซลลไ์ข่ดว้ย 17,20ß-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมงเพื่อเป็นตวัอยา่งของกลุ่ม maturation 
(A) และ 2 ชัว่โมงเพื่อเป็นตวัอยา่งของกลุ่ม ovulation (B)โดยแท่งสีขาวแสดงถึง
ร้อยละของจ านวนเซลลไ์ข่ของปลามา้ลาย wild-type และแท่งสีด าแสดงถึง
จ านวนเซลลไ์ข่ของปลามา้ลาย sik1-/- ส่วนเคร่ืองหมายดอกจนัแสดงถึงความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤  0.05) 
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4.5 ลกัษณะทางสภาพธิสภาพของรังไข่ปลามา้ลายหลงัจากกระตุน้ดว้ย 17,20β-DHP 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เพื่อให้รังไข่ของปลามา้ลายมีการพฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation 
โดย (A) เป็นตวัอยา่งของรังไข่ปลามา้ลาย wild-type ส่วน (B) เป็นตวัอยา่งของ
ปลามา้ลาย sik1-/- (homozygous mutant) ขนาดของ scale bar = 100 ไมโครเมตร 

45 

4.6 การแสดงออกของยนี casp3a และ XIAP ในรังไข่ระยะ maturation และ ovulation 
จากปลามา้ลายเพศเมีย wild-type (กราฟแท่งสีน ้าเงิน) และปลามา้ลายเพศเมีย sik1-

/- (กราฟแท่งสีส้ม) โดยเคร่ืองหมายดอกจนับอกถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
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4.7 (A) ร้อยละของเซลลท่ี์เกิด apoptosis ในรังไข่ระยะ ovulation สีส้มแสดงถึงร้อยละ
ของไข่ท่ีมีการเกิด apoptosis และสีน ้าเงินแสดงถึงร้อยละของไข่ท่ีไม่มีการเกิด 
apoptosis (B) บริเวณลูกศรช้ีแสดงถึงลกัษณะของเซลลท่ี์เกิด apoptosis บริเวณไข่
ของปลามา้ลาย 
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15 
AIF apoptosis inducing factor 
AMPK adenosine monophosphate-activated kinase 
apaf-1 Apoptotic protease activating factor 
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BAX Bcl-2-associated X protein 

BID BH3 interacting-domain death agonist 
Bmalm brain and muscle ARNT-like protein 
bp Base pair 
CAD caspase-3 activated fuse 
cAMP-PKA pathway The cyclic AMP-dependent protein kinase pathway 
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casps-3 Calcyphosine-3 
cdk Cyclin-dependent kinase 
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GVBD germinal vesical breakdown 
hCG Human chorionic gonadotropin 
HDR homology-directed repair 
HMA Heteroduplex mobility assay 
LH Luteinizing Hormone 
LKB1 Liver kinase1 
MIH maturation inducing hormone 
mPR membrane-brond progestin receptor 
MPT mitochondrial permeability transition 
NHEJ non-homologous end joining 
nPR nuclear progestin receptor 
p53 Cellular tumor antigen p53 
pax2a  Paired box gene 2 
PCR polymerase chain reaction 
per Period gene 
prss59.1 protease, serine, 59, tandem duplicate 1 
Ptger4b prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) b 
Ptgs2a Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
rbm47 RNA Binding Motif Protein 47 
rnf2 Ring Finger Protein 2 
SCN suprachiasmatic nucleus 
sik1 salt inducible kinase1 gene 
sik-/- homozygous mutant of salt inducible kinase1 
slc37a4a solute carrier family 37member 4 
Smac/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspase/ Diablo 

homolog 
stm Starmarker gene 
tBID Truncated form of BH3 interacting-domain death agonist 
XIAP X-link inhibitor of apoptosis 
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zgc:92184 Zebrafish Gene No. 92184 
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บทที ่1 

บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ปลามา้ลาย (Derio rerio) ถูกจดัเป็นหน่ึงในส่ิงชีวิตตน้แบบ (model organism) ท่ีการนิยม

ใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการศึกษาดา้นวิทยาศาสตร์ เช่น พิษวิทยา พฤติกรรมของสัตว ์ การ

วิวฒันาการ และระบบสืบพนัธุ์ รวมถึงพนัธุศาสตร์ของสัตวมี์กระดูกสันหลงั โดยมีการใชป้ลามา้

ลายเป็นสัตวท์ดลองเพื่อพิสูจน์และระบุหนา้ท่ีของยนีในมนุษย ์ เน่ืองจากมีการเปรียบเทียบจีโนม 

(genome) ของมนุษยแ์ละปลามา้ลายพบวา่มีของล าดบัเบสท่ีคลา้ยคลึงกนั (orthologue) อยา่งนอ้ย

ร้อยละ 70 โดยการศึกษาในระดบัพนัธุศาสตร์นั้นมีการรายงานถึงการลดระดบัการท างานของยนี 

(gene knock-down) การหยุดการท างานของยนี (gene knockout) และเพิ่มระดบัการแสดงออกของ

ยนี (overexpression) เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงในระดบัฟีโนไทป์ 

ในการศึกษาท่ีมีความเก่ียวขอ้งระบบสืบพนัธุ์ ปลามา้ลายถือว่าเป็นส่ิงมีชีวิตตน้แบบท่ี
นิยมน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลาย และเป็นท่ียอมรับ ปลามา้ลายเป็นปลาท่ีเล้ียงง่าย อีกทั้งยงัมีความดก
ไข่สูง สามารถติดตามการพฒันาของตวัอ่อนได้ทุกระยะเน่ืองจากตวัอ่อนของปลามา้ลายมีความ
โปร่งใส และมีการพฒันาการเขา้สู่วยัเจริญพนัธุ์ไดไ้ว โดยทัว่ไปแลว้ปลามา้ลายทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย
จะสมบูรณ์เพศเม่ืออายุประมาณ 2.5 ถึง 3 เดือน ซ่ึงขอ้ดีเหล่าน้ีท าให้ปลามา้ลายเป็นท่ีนิยมเพื่อใช้
เป็นสัตวท์ดลอง ทั้งน้ียงัสามารถวางไข่ไดเ้ป็นจ านวนมากในแต่ละรอบของการสืบพนัธุ์ โดยมีการ
แบ่งระยะไข่ของปลามา้ลายโดยแบ่งจากการสังเกตภายนอก ออกเป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข่ไม่สุก 
(immature) ระยะไข่สุก (maturation) และระยะตกไข่ (ovulation) ซ่ึงกระบวนการการพฒันาของ
เซลลไ์ข่จะมีการควบคุมดว้ยยีน ซ่ึงเป็นตวัตั้งตน้ในการแปลรหัส (translation) ให้เป็นโปรตีน โดย
ตามการศึกษาของ Tokumoto et al. (2011) ไดร้ายงานถึง pathway ของการพฒันาเซลลไ์ข่จากระยะ 
immature ไปจนถึงระยะ ovulation ว่าเกิดจากการท างานร่วมกันของ 2 pathway คือ non-genomic 
pathway และ genomic pathway โดยเร่ิมจาก non-genomic pathway คือการท่ีสารจ าพวกสเตอร์
รอยด์ หรือฮอร์โมนเข้าจับกับตัวรับท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane-brond progestin receptor ; 
mPR) เหน่ียวน าใหส้ร้าง maturation inducing hormone (MIH) ชกัน าใหเ้กิด cyclin-B ท่ีเป็นตวักลาง
ท่ีท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ แลว้ท าให้ไข่พฒันาเขา้สู่ระยะ maturation จากนั้น genomic pathway จะ
ท างานต่อเพื่อท าให้เซลล์ไข่พฒันาสู่ระยะ ovulation โดย maturation inducing hormone จะเขา้จบั
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กับตัวรับ (receptor) ท่ีอยู่บริเวณเยื่อหุ้มนิวเคลียส (nuclear progestin receptor ; nPR) ท าให้เกิด 
germinal vesicle breakdown (GVBD) หรือการแตกออกของเยื่อหุ้มนิวเคลียสขึ้น ส่งผลให้โครมา
ตินมีการกระจายตวัออกไป โดยมีการรายงานถึงรายช่ือของยีนท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการ ovulation 
โดยใช ้17,20-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17,20β-DHP) กระตุน้ให้เซลลไ์ข่มีการพฒันาผ่านทาง 
non-genomic pathway  ได้แ ก่ยีน  Solute Carrier Family 37 Member 4 ( slc37a4a)  , zgc:65811, 
zgc: 92184, chymotrypsinogen B1 ( ctrb1) , protease serine 59 tandem duplicate 1 ( prss59. 1) , 
cathepsinB (ctsbb), salt inducible kinase1 (sik1) starmarker (stm), ADAM metallopeptidase With 
Thrombospondin Type 1 Motif 15 (adamts15a) , Paired box gene 2 (pax2a) , RNA Binding Motif 
Protein 47 (rbm47) และ Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (ptgs2a) (Klangnurak et al., 2018; 
Klangnurak and Tokumoto, 2017) ซ่ึงมีการสัณนิฐานว่าการเกิด GVBD นั้ นอาจมีกระบวนการ 
apoptosis เขา้มาเก่ียวขอ้งดว้ย เน่ืองจากมีการรายงานถึง ยีนท่ีท่ีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเกิด 
apoptosis ในเซลลส์ัตว ์ซ่ึงไดแ้ก่ยนี slc37a4a, sik1, zgc:65811 และ zgc:92184 

ยนี sik1 จดัอยูก่ลุ่มของ adenosine monophosphate (AMPK) -relative serine/threonine 
kinase โดยถูกกระตุน้ใหท้ างานผา่นกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ของ liver 
kinase1 (LKB1) ทั้งน้ีมีการรายงานถึงหนา้ท่ีของยนี sik1 ท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการควบคุม circadian 
clock หรือการควบคุมการท างานระบบต่างๆ ของร่างกาย เช่น การควบคุมอุณหภูมิร่างกาย การหลัง่
ฮอร์โมน รวมถึงการหลบัและการต่ืน อีกทั้งยนี sik1 ยงัมีความเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กลูโคส 
รวมถึงการควบคุมระดบัน ้าตาลในเลือด และเป็นตวัตั้งตน้ในการควบคุม p53-mediated aniokis ซ่ึง
เป็นลกัษณะหน่ึงของการเกิด apoptosis  

 

1.2 ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจสอบหนา้ท่ีของยีน sik1 เน่ืองจากมีการสันนิษฐาน

วา่ระหวา่งท่ีไข่มีการพฒันาจากระยะ maturation สู่ระยะ ovulation นั้นจะมีการเกิด apoptosis ขึ้น 

เน่ืองจากมีการรายงานถึงรายช่ือของยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการเกิด apoptosis ถึง 4 ยนี

โดยยนี sik1 คือหน่ึงในยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการเกิด apoptosis ดงันั้นเพื่อท าความ

เขา้ใจถึงการเกิด apoptosis ในระหวา่งพฒันาของเซลลไ์ข่เขา้สู่ระยะ ovulation ในการศึกษาคร้ังน้ีจึง

ท าการตรวจสอบลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละของไข่ผสมติด ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการ

ผสม ร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเซลลไ์ข่ และการแสดงออกของยีน 

casp3a และ XIAP ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ในปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการ

ท างานของยนี sik1 อยา่งสมบูรณ์ (sik1-/- ; sik1 homozygous mutant)   
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1.3 สมมุติฐานของการศึกษา 
ในการศึกษาคร้ังน้ีมีการตั้งสมมุติฐานการทดลองวา่ปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของ

ยีน sik1 อย่างสมบูรณ์ จะท าให้ปลามา้ลายเพศเมียมีการพฒันาไข่หรือตวัอ่อนท่ีผิดปกติ เน่ืองจากมี
การรบกวนการเกิด apoptosis ท่ีถูกควบคุมโดยยนี sik1 ในระหวา่งการเกิด GVBD ซ่ึงจะส่งผลท าให้
ลกัษณะทางฟีโนไทป์ เช่น การพฒันาของไข่ในรังไข่ ความสามารถในการพฒันาตวัอ่อน หรือการ
แสดงออกของยีนท่ีควบคุมการเกิด apoptosis เปล่ียนไปเม่ือเทียบกบัปลามา้ลายไวล์ดไทป์ (wild-
type) เน่ืองจากยนี sik1 มีการรายงานวา่เป็นยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis  

 

1.4 ทฤษฎีหรือแนวความคิดที่ใช้ในการวิจัย 
การพฒันาของไข่ปลามา้ลายจากระยะ immature ไปจนถึงระยะ ovulation เกิดจากการ

ท างานร่วมกันของ 2 pathway คือ non-genomic pathway และ genomic pathway โดยการท่ีสาร
จ าพวกสเตอร์รอยด์ หรือฮอร์โมนเขา้จบักบัตวัรับท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล ์(membrane-brond progestin 
receptor ; mPR) เหน่ียวน าให้สร้าง maturation inducing hormone (MIH) ชกัน าให้เกิด cyclin-B ท่ี
เป็นตวักลางท่ีท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ แลว้ท าให้ไข่พฒันาเขา้สู่ระยะ maturation จากนั้น genomic 
pathway จะท างานต่อ เพื่อท าใหเ้ซลลไ์ข่พฒันาสู่ระยะ ovulation โดย maturation inducing hormone 
จะเขา้จบักับตวัรับ (receptor) ท่ีอยู่บริเวณเยื่อหุ้มนิวเคลียส (nuclear progestin receptor ; nPR) ท า
เกิด germinal vesicle breakdown (GVBD) ขึ้นส่งผลท าให้ลกัษณะของไข่ใสขึ้นเน่ืองจากมีการแตก
ออกของเยือ่หุม้นิวเคลียส ท าใหโ้ครมาตินมีการกระจายตวัออกไป ซ่ึงการพฒันาของไข่ในระยะน้ีมี
การสัณนิฐานว่าอาจมีการตายของเซลลแ์บบ apoptosis เขา้มาเก่ียวขอ้งในการท าให้เกิด GVBD ซ่ึง
การพฒันาของไข่จากระยะ maturation และ ovulation ถือวา่เป็นเหตุการณ์ท่ีเกิดขึ้นค่อนขา้งซ้อนทบั
กัน ทั้งน้ีตามการศึกษาของ Klangnurak et al. (2018) และ Klangnurak and Tokumoto (2017) ได้ 
รายงานถึงรายช่ือของยีนท่ีมีการแสดงออกในช่วงท่ีไข่พฒันาจากระยะ maturation เพื่อเขา้สู่ระยะ 
ovulation ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกในช่วง ovulation เท่านั้น ซ่ึงยีน sik1 เป็นหน่ึงในยีนท่ีมีการ
กล่าวถึงในการศึกษาขา้งตน้ โดยยีน sik1 จดัอยู่ในกลุ่มของ adenosine monophosphate (AMPK) -
relative serine/threonine kinase โดยมีความเก่ียวขอ้งกบัยีน p53 ซ่ึงเป็นยีนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการ
เกิด anoikis (รูปแบบหน่ึงของการเกิด apoptosis) (Cheng et al., 2009) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึง
ได้หยุดการท างาน (knock out)  ของยีน sik1  โดยใช้เทคนิค CRISPR/Cas9 ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใช้
ดดัแปลงรหัสพนัธุกรรมสมยัใหม่ท่ีเป็นท่ียอมรับและใช้กันอย่างแพร่หลาย เพื่อท าการตรวจสอบ
หนา้ท่ีท่ีแน่ชดัของยีน  sik1 ต่อการพฒันาของไข่ในปลามา้ลายโดยเปรียบเทียบกบัปลามา้ลาย wild-
type 
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1.5 ขอบเขตการวิจัย 

ตรวจสอบลกัษณะทางฟีโนไทป์ของปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนี sik1 อย่าง
สมบูรณ์ดว้ยเทคนิค CRISPR/Cas9 ไดแ้ก่ ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ ร้อยละไข่ผสมติด ร้อย
ละไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม และร้อยละความผิดปกติของตวัอ่อน รวมทั้งศึกษาการแสดงออกของยีนท่ี
มีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ไดแ้ก่ ยนี casp3a และ XIAP โดยเปรียบเทียบกบัปลามา้ลาย 
wild-type 

 
1.6 ขั้นตอนของการศึกษา 

การศึกษาหนา้ท่ีของยนี sik1 ต่อการพฒันาของไข่ในปลามา้ลายจะใชป้ลามา้ลายเพศเมีย
ท่ีถูกหยดุการท างานของยนี sik1 อยา่งสมบูรณ์ (sik1-/-) ดว้ยเทคนิค CRISPR/Cas9 และปลามา้ลาย 
wild-type มาเล้ียงภายใตส้ภาวะหอ้งปฏิบติัการมีการควบคุมแสง และอุณหภูมิน ้า ตามวิธีมาตรฐาน
ของการเล้ียงปลามา้ลายเพื่อใชเ้ป็นสัตวท์ดลอง โดยจะท าการตรวจสอบต าแหน่งการเปลี่ยนแปลง
ล าดบัเบสของปลามา้ลาย ดว้ยวิธี heteroduplex mobility assay (HMA) และ sequencing เพื่อระบุการ
เป็น homozygous mutant และ wild-type จากนั้นจะท าการผสมพนัธุ์ระหวา่ง sik1-/- เพศเมียและ wild-
type เพศผู ้  (sik1-/- x wild-type) เพื่อศึกษาร้อยละไข่ผสมติด ร้อยละไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม และร้อย
ละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ โดยเปรียบเทียบกบั ปลามา้ลายเพศเมีย wild-type ท่ีผสมกบัเพศผู ้wild-type 
(wild-type x wild-type) รวมทั้งตรวจสอบการพฒันาของไข่ภายในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- และ 
wild-type โดยใชเ้ทคนิคทางพยาธิสภาพ (histological analysis) เพื่อตรวจสอบการเกิด apoptosis 
และตรวจสอบการแสดงของยนี casp3a และ XIAP ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด 
apoptosis โดยใช ้real-time PCR 
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บทที ่2 

งานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 ปลาม้าลาย (Zebrafish)  

ปลามา้ลาย (Denio rerio) จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบัปลาตะเพียน (Cyprinoid) มีการ
แพร่กระจายในเขตร้อนแถบทวีปเอเชียตอนใต ้ ไดแ้ก่ประเทศอินเดีย บงัคลาเทศ และปากีสถาน มี
ตน้ก าเนิดจากแม่น ้าในประเทศอินเดีย ปกติแลว้ปลามา้ลายนิยมน ามาเล้ียงเป็นปลาสวยงาม รูปร่าง
ของปลามา้ลายมีลกัษณะยาวเรียว และมีแถบยาวสีน ้าเงินยาวตั้งแต่หวัจรดหาง ปลาชนิดน้ีมีการ
สืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศท่ีมีการปฏิสนธิภายนอก (external fertilization) รังไข่ของปลามา้ลายมีการ
พฒันาแบบแบบ asynchronous หรือไข่สุกไม่พร้อมกนัทั้งฝัก จึงสามารถพบไข่ในรังไข่ไดทุ้กระยะ 
(Lawrence, 2007) โดยตวัเมียจะมีลกัษณะของทอ้งท่ีโตกว่าตวัผู ้(รูปท่ี 2.1) 

 

 
รูปท่ี 2.1 ปลามา้ลายสายพนัธุ์ AB ตวัเตม็วยั (A) ปลามา้ลายตวัผู ้(B) ปลามา้ลายตวัเมีย 

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Meyers (2018) 
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ปลามา้ลายนิยมน ามาใชเ้ป็นส่ิงมีชีวิตตน้แบบ (model organism) ในการศึกษาทาง
วิทยาศาสตร์ เช่น พฤติกรรมของสัตว ์ เภสัชวิทยา พิษวิทยา รวมถึงการท างานและการพฒันาของ
ระบบต่างๆ ของร่างกาย ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1970 และเพิ่มขึ้นอยา่งรวมเร็วในปี 1998 (Meyers, 2018) (รูป
ท่ี 2.2)  เน่ืองจากเป็นปลาท่ีดูแลง่าย วงจรชีวิตสั้น และสามารถเจริญเติบโตไดเ้ร็วจึงท าใหส้ามารถ
ศึกษาการพฒันาของปลาชนิดน้ีไดทุ้กระยะของการเจริญเติบโตตั้งแต่อยูใ่นไข่ เน่ืองจากลกัษณะ
ของไข่ปลามา้ลายมีความโปร่งใสจึงสามารถศึกษา และติดตามการพฒันาไดง้่าย ทั้งน้ีปลามา้ลายยงั
สามารถออกไข่ไดจ้ านวนมาก จึงมีการศึกษาท่ีเก่ียวกบัระบบสืบพนัธุ์โดยใชป้ลามา้ลายเป็น
สัตวท์ดลองจ านวนมาก (Eimon and Ashkenazi, 2010; Klangnurak et al., 2018; Klangnurak and 
Tokumoto, 2017; Li and Ge, 2020; Tang et al., 2017a; Tang et al., 2017b; Tang et al., 2016; 
Tokumoto et al., 2004a; Tokumoto et al., 2004b; Tokumoto et al., 2005; Tokumoto et al., 2011) 
ทั้งน้ีในการศึกษาท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการสืบพนัธุ์จะนิยมใชส้ายพนัธุ์ Roy Orbison ซ่ึงเป็นสาย
พนัธุ์ท่ีทอ้งมีความโปร่งใส (รูปท่ี 2.3) ท าให้เห็นระยะพฒันาของไข่ในทอ้งปลาตวัเมียไดค้่อนขา้ง
ชดัเจน  
 

 
 

รูปท่ี 2.2 จ านวนเอกสารทางวิชาการท่ีเผยแพร่ใน Web of  Science ท่ีมีการใชป้ลามา้ลายเป็น
ส่ิงมีชีวิตตน้แบบในช่วง 30 ปี จากปี 1970 จนถึง 2016 

ท่ีมา : Meyers (2018)  
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รูปท่ี 2.3 ลกัษณะของปลามา้ลายสายพนัธุ์ roy orbison  
ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Stoletov and Klemke (2008) 

 
 

2.2 การพฒันาไข่และตัวอ่อนของปลาม้าลาย  

2.2.1 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเซลล์ไข่ภายในรังไข่ปลาม้าลาย 

ปลามา้ลายมีลกัษณะของรังไข่เป็นแบบ asynchronous เม่ือท าการศึกษาดว้ยวิธีทางพยาธิ
สภาพจะสามารถพบทุกไดทุ้กระยะของการพฒันา (stage) เป็นปกติ (Menke et al., 2011) (รูปท่ี 2.4)  

 

 

รูปท่ี 2.4 ลกัษณะรังไข่ของปลามา้ลาย (a) oogonium (b) pre-vitellogenic (c) vittelogenic follicle (d) 
pre-ovulatory follicle (e) ovary  

ท่ีมา : Menke et al. (2011) 
 

ตามการศึกษาของ Selman (1993) และ Aytekin and Yüce (2008) ไดแ้บ่งระยะการ
พฒันาของไข่ปลามา้ลายออกเป็น 5 ระยะ ไดแ้ก่ primary growth stage, cortical alveolus stage, 
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vitellogenesis stage, oocyte maturation stage และ mature egg ตามลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
ลกัษณะทางกายภาพ และกระบวนการชีวเคมี ตามตารางท่ี 2.1 

 
ตารางท่ี 2.1 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ลกัษณะทางกายภาพของเซลลไ์ข่ปลามา้ลาย 

 ระยะ เส้นผา่ศูนยก์ลาง  รายละเอียด 
I primary 

growth 
7-140 µm Oocyte มีการจบัตวักนัเป็นกลุ่ม มี nuclei ใน nucleus 

(germinal vesicle) จ านวนมาก (รูปท่ี 2.5)   
II cortical 

alveolus 
0.14-0.34 mm Oocyte และ nucleus มีขนาดใหญ่ขึ้นเม่ือเทียบกบัระยะ 

primary growth มีการสะสมของ cortical alveoli หรือ 
yolk vesicles เพิ่มขึ้น ความหนาของ follicle เพิ่มขึ้น 
และเซลลไ์ข่เร่ิมทึบแสง ในระยะน้ี nuclei จะถูกผลกั
ออกจากเยื่อหุม้นิวเคลียส และสามารถสังเกตเห็นเยือ่
หุม้เซลลไ์ข่ (vitelline envelope) 2 ชั้น เน่ืองจากชั้น 
zona radiata มีการพฒันา จึงท าใหมี้ความหนามากขึ้น 
(รูปท่ี 2.6) 

III vitellogenesis 0.34-0.69 mm ขนาดของ oocyte ใหญ่ขึ้น nucleus ไม่เป็นรูปร่าง มีการ
สร้าง vitelline ภายใน oocyte สามารถสังเกตเห็น 
cortical vesicle ซ่ึงมีลกัษณะเป็นทรงกลมกระจายอยู่
รอบ cytoplasma  (รูปท่ี 2.7) และมีจ านวนของ yolk 
vesicle เพิ่มขึ้น 

IV oocyte 
maturation 

0.69-0.73 mm การแบ่งเซลลแ์บบ meiosis เร่ิมขึ้นใน oocyte ระยะน้ี 
เกิดการสลายของเยือ่หุม้นิวเคลียส (germinal vesicle 
breakdown) ท าให ้follicle มีความโปร่งใส (รูปท่ี 2.8) 

V mature egg 0.73-0.75 mm Oocyte ในระยะน้ีจะไม่สามารถสังเกตเห็น nucleus ได ้
มีการสร้าง vitelline membrane ขึ้นในบริเวณดา้นใน
ของ vitelline envelope และเร่ิมมีการสลายตวัโดยท า
ใหเ้กิดช่องวา่งขึ้นระหวา่งชั้นดา้นในกบัดา้นนอก (รูป
ท่ี 2.9) 

ท่ีมา :  Selman (1993) และ Aytekin and Yüce (2003)  
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รูปท่ี 2.5 เซลลไ์ข่ในระยะ IB primary growth  ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ light microscope 
ประกอบดว้ย (o) oocyte และ (gv) germinal vesicle  

ท่ีมา : Selman (1993) 

 

 

รูปท่ี 2.6 เซลลไ์ข่ในระยะ cortical alveolus ยอ้มดว้ยสี H&E ท่ีก าลงัขยาย 100X โดย Om-mature 
oocyte, Coc- C=cortical alveoli, O- coplasm, N- nucleus, No- nucleoli, Ca- cortical 
alveoli, Ve-vitellin envelope, Fe- follicular epitely   umium 

ท่ีมา : Aytekin and Yüce (2003) 
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รูปท่ี 2.7 oocyte ในระยะ vitellogenesis ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ light micrograph ยอ้มดว้ยสี 
H&E ท่ีก าลงัขยาย 40 เท่า โดย Om-mature oocyte, Ca- cortical alveoli และ N- nucleus 

ท่ีมา : Aytekin and Yüce (2003) 

 

 

รูปท่ี 2.8 photomicrographs ของ oocyte ในระยะ pre-maturational (A,C) และ post-maturational 
(B,D) โดยกระตุน้ดว้ย 17α-20β-dyhydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) บริเวณลูกศรช้ีใน
ภาพ C แสดงถึง germinal vesicle  

ท่ีมา : Selman (1993) 
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รูปท่ี 2.9 electron micromicrograph ของ mature oocyte ท่ียอ้มดว้ยสี toluidine blue โดย Po- primer 
oocyte, Om- mature oocyte, ve-vitellin envelope, ZR- zona radiata และ Ca- cortical 
alveoli 

ท่ีมา : Aytekin and Yüce (2003)  

  ทั้งน้ีตามการศึกษาของ Van Der Ven and Wester (2003) ได้รายงานถึงลกัษณะ
ของรังไข่ปลาม้าลายในช่วงก่อนการปล่อยไข่ โดยแสดงลักษณะของไข่ในระยะ mature และ 
ovulation ในบริเวณ caudal oviduct (รูปท่ี 2.10) พบว่าลกัษณะของไข่ในระยะ ovulation ท่ีพร้อม
ปล่อยออกสู่ภายนอก ไข่จะมีสะสม yolk ในไข่และมีการแยกตัวออกห่างกันเพื่อเตรียมพร้อม
ส าหรับการปล่อยสู่ภายนอกตวั เน่ืองจากปลามา้ลายมีพฤติกรรมการปล่อยไข่ทีละฟอง  
 

  
รูปท่ี 2.10 รังไข่ของปลามา้ลายเพศเมีย ในช่วงก่อนการปล่อยไข่ ท่ียอ้มด้วยสี hematoxylin และ 

eosin 
ท่ีมา : Van Der Van and Wester (2003) 
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2.2.2 กลไกการพฒันาของไข่ปลาม้าลาย  
จากการศึกษาของ Tokumoto et al. (2011) ไดแ้บ่งระยะของการพฒันาของไข่ปลามา้ลาย

ออกเป็น 3 ระยะไดแ้ก่ ระยะไข่ไม่สุก (immature) ระยะไข่สุก (maturation) และ ระยะตกไข่ 
(ovulation) ซ่ึงมีการชกัน าการพฒันาของไข่จากระยะ immature ไปจนถึงระยะ ovulation ดว้ย 
17,20β-DHP ดว้ยวิธี in vivo พบวา่ไข่ปลาในรังไข่มีการพฒันาเขา้สู่ระยะ maturation ในเวลา 1 
ชัว่โมง และมีการเกิด germinal vesicle breakdown (GVBD) ในเวลา 2 ชัว่โมง (รูปท่ี 2.11)  

 

 
รูปท่ี 2.11 กราฟแสดงการชกัน าการพฒันาของไข่ดว้ย 17,20ß-DHP ท่ีเวลา 0, 1.5, 2, 3, และ 4 

ชัว่โมง โดยแท่งสีด าแสดงถึง %GVBD และแท่งสีขาวแสดงถึง %ovulation 
ท่ีมา : Tokumoto et al. (2011) 
 

การพฒันาของไข่จากระยะ maturation จนเขา้สู่ระยะ ovulation วา่เกิดจากการท างาน
ร่วมกนัของ 2 pathway ไดแ้ก่ non-genomic pathway และ genomic pathway (รูปท่ี 2.12) โดยเร่ิม
ตั้งแต่ไข่ในระยะ immature ถูกกระตุน้ดว้ย maturation inducing hormone (MIH) หรือสารจ าพวก
สเตอร์รอยด ์เช่น 17,20β-DHP เขา้จบักบัตวัรับ (receptor) ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้เซลล ์(membrane-bond 
progestin receptor ; mPR) และกระตุน้ใหส้ร้าง cycling-B ขึ้นมาเพื่อจบักบั cdk ผ่านทาง non-
genomic pathway แลว้ชกัน าใหเ้ซลลเ์ร่ิมมีการแบ่งตวัแบบ meiosis ในระยะ m-phase (Nagahama 
and Yamashita, 2008) ต่อมาไข่จะพฒันาเขา้สู่ระยะ maturation ซ่ึงไข่ในระยะน้ีจะมีการ
เปล่ียนแปลง โดยมีขนาดใหญ่ขึ้น (รูปท่ี 2.13) และเกิด germinal vesical breakdown (GVBD) หรือ
การแตกออกของเยือ่หุม้นิวเคลียสของไข่ท าใหโ้ครมาตินกระจายตวัออกไป และมีการดูดน ้าเขา้ไป
ในเซลลไ์ข่ ท าใหเ้ซลลไ์ข่มีลกัษณะโปร่งใสขึ้น จากนั้นเม่ือมีการเก้ียวพาราสี หรือสารจ าพวกสเตอร์
รอยด์จะเขา้จบักบั nuclear progestin receptor (nPR) ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้นิวเคลียสและชกัน าใหไ้ข่
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พฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation ผา่นทาง cAMP-PKA pathway ส่งผลใหมี้การผลกัเซลลไ์ข่ในระยะ 
maturation ออกมาจากชั้น follicle layer ท่ีลอ้มรอบเซลลไ์ข่และพฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation  

 

-+  

รูปท่ี 2.12 การท างานของ maturation inducing hormone (MIH) หรือสเตอร์รอยด ์ท่ีเขา้จบักบัตวัรับ 
(receptor) ท่ีอยูบ่ริเวณเยื่อหุ้มเซลล ์ และชกัน าใหส้ร้าง cycling-B ผา่นทาง non-genomic 
pathway เพื่อกระตุน้ให้เซลลไ์ข่พฒันาเขา้สู่ระยะ maturation จากนั้น MIH จะเขา้จบักบั 
nuclear progestin receptor ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้นิวเลียส เพื่อชกัน าใหไ้ช่พฒันาสู่ระยะ 
ovulation  

ท่ีมา : Tokumoto et al. (2005) 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.13 ลกัษณะของไข่ปลามา้ลายในแต่ละระยะ (A) ไข่ปลามา้ลายในระยะ immature (B) ไข่ปลา
มา้ลายในระยะ maturation และ (C) ไข่ปลามา้ลายในระยะ ovulation บริเวณลูกศรช้ีแสดง 
fertilization membrane  

ท่ีมา: Tokumoto et al. (2011) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3 การควบคุมการ ovulation ด้วยยีน  
ระหวา่งการพฒันาของไข่ในแต่ละระยะจะมีการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกนัออกไป 

จากการศึกษาของ Tang et al. (2017b) รายงานถึงการท างานของ Luteinizing Hormone (LH) ท่ีมี
บทบาทในการกระตุน้การพฒันาของไข่ทาง genomic pathway โดย LH นั้นสามารถเขา้จบักบั LH 
receptor ท่ีอยู่บ ริ เวณเยื่อหุ้ม เซลล์ แล้วชักน าให้มีการสร้าง prostaglandin ขึ้ นมาเข้าจับกับ 
prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) b (Ptger4b) แลว้กระตุน้ใหไ้ข่พฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation 
(Cerda et al., 2008; Tokumoto et al., 2004a; Tokumoto et al., 2005) นอกจากน้ียงัมีจากการศึกษาท่ี
เก่ียวขอ้งกบั genomic pathway โดยดูการแสดงออกของยนี nuclear progesterone receptor (nPR) ซ่ึง
เป็นยีนท่ีท าหน้าท่ีเป็นตวัรับสัญญาณ LH (LH-signaling) ท่ีอยู่บริเวณเยื่อหุ้มนิวเคลียส โดยใช้วิธี
หยุดการท างานของยีน (gene knockout) ในปลามา้ลาย พบว่ารังไข่ของปลามา้ลายท่ีถูกหยุดการ
ท างานของยีน nPR  มีขนาดใหญ่กวา่ปลามา้ลายท่ีเป็น wild-type และมีการพฒันาของไข่เขา้สู่ระยะ 
maturation ไดเ้ร็วกวา่ แต่ไข่จะไม่สามารถพฒันาใหเ้ขา้สู่ระยะ ovulation ได ้เน่ืองจากไม่มีการสลาย
ของ follicle layer ท่ีอยู่รอบเซลล์ไข่ (รูปท่ี 2.14) แสดงว่า การท างานร่วมกนัระหว่าง LH และยีน 
nPR มีผลต่อการพฒันาของเซลลไ์ข่เพื่อเขา้สู่ระยะ maturation แต่ไม่สามารถท าใหเ้กิด ovulation ได ้ 
นอกจากน้ียงัพบวา่ยนี Ptger4b และ Ptgs2a เป็นยนีท่ีถูกกระตุน้ใหมี้การแสดงออกเพิ่มมากขึ้นเม่ือมี
การฉีด Human chorionic gonadotropin (hCG) ให้เขา้มากระตุน้ท่ี nPR ดงันั้นจะเห็นไดว้่าทั้ง nPR 
ยีน Ptger4b และ ยีน Ptgs2a มีบทบาทส าคญัในการชกัน าให้ไข่มีการพฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation 
ผ่าน cAMP-PKA pathway ท่ีเกิดขึ้นบนในนิวเคลียส (Tang et al., 2017b) (รูปท่ี 2.15) หรือการชกั
น าการ ovulation ผา่น genomic pathway 
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รูปท่ี 2.14 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของปลามา้ลายท่ีถูก knock out npr (npr-/-) และ ปลามา้ลายท่ีเป็น 
wild type (npr+/+ ) (A) แสดงถึงขนาดตวัของปลามา้ลาย (B) ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของ
รังไข่ (C) ลกัษณะของไข่ท่ีสังเกตภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และ (D) ลกัษณะทางพยาธิ
สภาพของรังไข่ในปลามา้ลายท่ีถูก knock out npr (npr-/-) และ ปลามา้ลายท่ีเป็น wild type 
(npr+/+ ) โดยบริเวณท่ีลูกศรช้ี บอกถึง การมีอยูข่องเยือ่หุม้ follicle  

ท่ีมา : Tang et al. (2016) 
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รูปท่ี 2.15 การชกัน าการพฒันาของไข่ดว้ย LH-induced ovulation ผา่น prostaglandin system 
ท่ีมา : Tang et al. (2017) 

 

ในปี 2017 มีการศึกษาการเก่ียวกบัการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ ovulation 
ดว้ยวิธี microarray โดยกระตุน้ผา่นทาง non-genomic pathway ดว้ย 17-20β-DHP แบบ in vivo โดย
ฮอร์โมนชนิดน้ี เขา้จบักบั membrane-borne progestin receptor (mPR) แลว้ท างานต่อใน genomic 
pathway กระตุน้ใหเ้กิดการ ovulation (Tokumoto et al., 2011) โดยพบวา่ในช่วงท่ีเซลลไ์ข่พฒันาเขา้
ระยะ ovulation มีการแสดงออกของยนี 3 ยีนท่ีอาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการ ovulation คือ slc37a4a, 
zgc:65811, zgc:92184 เพราะเป็นยนีท่ีมีการแสดงออกสูงเฉพาะในช่วง ovulation เม่ือเทียบกบัไข่
ในช่วง maturation โดยจากการทดลองน้ีไดมี้การวิจารณ์ผลการทดลองถึงบทบาทของยีน 2 ใน 3 ยนี
น้ีวา่อาจจะมีความเก่ียวขอ้งกบั apoptosis (Klangnurak and Tokumoto, 2017) ในปีต่อมามีการศึกษา
ของ Klangnurak et al. (2018) ไดร้ายงานรายช่ือของยีนท่ีอาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการ ovulation 
เพิ่มเติม โดยใชวิ้ธี RNA sequencing พบยนีท่ีมีการแสดงออกสูงในช่วง ovulation เพิ่มขึ้น อีก 8 ยนี 
ซ่ึงไดแ้ก่ ctrb1, prss59.1, ctsbb, stm, adamts15a, sik1, pax2a, และ rbm47 โดยในการศึกษาคร้ังน้ีมี
การรายงานถึงยนีท่ีอาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ในช่วง ovulation เพิ่มเติมอีก 2 ยนี คือ 
sik1 และ ctsbb ทั้งน้ีมีเพียงยนี stm และ pax2aเท่านั้นท่ีมีการระบุหนา้ท่ีของยนีในช่วง ovulation 
(Pachoensuk et al., 2021; Pachoensuk et al., 2020) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การศึกษาของ Klangnurak et al. (2018) พบวา่ไข่ของปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างาน
ของยนี stm อยา่งสมบูรณ์แลว้ ปลายงัมีความสามารถใหก้ารปล่อยไข่ แต่หลงัจากไดรั้บการปฏิสนธิ
ไข่ท่ีไดจ้าก stm-/- จะมีร้อยละความผิดปกติของการพฒันาตวัอ่อน (embryo) สูง (รูปท่ี 2.16Bขวา) 
แสดงใหเ้ห็นวา่ ยนี stm มีความส าคญัในช่วงของการปฏิสนธิ และช่วงเร่ิมแรกของการพฒันาตวั
อ่อน (fertilization and early development)  

 

 

รูปท่ี 2.16 ลกัษณะของไข่ปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนี stm (Aซา้ย) เซลลไ์ข่ท่ีไดรั้บการ
ปฏิสนธิ (Aขวา) เซลลไ์ข่ท่ีไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ (Bซา้ย) ตวัอ่อนท่ีมีการพฒันาปกติ 
(Bขวา) ตวัอ่อนท่ีผิดปกติ  

ท่ีมา : Klangnurak et al. (2018) 

 

ทั้งน้ีมีการศึกษาเพิ่มเติมท่ีเก่ียวกบัหนา้ท่ีของยนี stm (Pachoensuk et al., 2021) เพื่อยนืยนั
หนา้ท่ีท่ีแน่ชดัของยนี stm ต่อการปฏิสนธิ การพฒันาของไข่ และการพฒันาของตวัอ่อน โดยท าการ
หยดุการท างานของยนีดว้ยวิธี CRISPR/Cas9 ท าใหเ้กิดการ deletion 14 bp และ insertion 1 bp ท่ี
บริเวณ exon ท่ี 7 ของยีน stm พบวา่ไข่ท่ีไดจ้ากปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนี stm 
(homozygous mutant ; stm-/-) มีอตัราการผสมติด และอตัรารอดของตวัอ่อนต ่ากวา่ใน wild-type 
อยา่งนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบั wild-type (รูปท่ี 2.17) อีกทั้งยงัพบวา่ otoliths ของปลามา้ลาย 
stm-/- มีลกัษณะขรุขระ ซ่ึงมีลกัษณะท่ีผิดปกติเม่ือเทียบกบั wild-type (รูปท่ี 2.18) การศึกษาคร้ังน้ีได้
ท าการตรวจสอบต าแหน่งท่ีมีการแสดงออกของยนี stm ท่ีบริเวณรังไข่ของปลามา้ลาย โดยใชว้ิธี 
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immunohistochemical พบว่า ในปลามา้ลาย wild-type มีการแสดงออกของยนี stm บริเวณเยือ่หุม้
ชั้นนอกของตวัอ่อน (chorion) ในช่วง ovulation ท่ีส่วน  posterior ของรังไข่ แต่เซลลไ์ข่ในระยะ 
immature ท่ีอยูบ่ริเวณ anterior ของรังไข่เม่ือยอ้มดว้ย DAPI พบวา่บริเวณ nuclei และ follicular ไม่
มีการติดสียอ้มแสดงให้เห็นว่า ในบริเวณน้ีไม่มี stm protein (รูปท่ี 2.19)  
 

 

รูปท่ี 2.17 อตัรารอดของตวัอ่อนในกลุ่มตวัอยา่ง wild-type และ stm-/- โดย n = จ านวนตวัอ่อน N = 
จ านวน biological replication  

ท่ีมา : Theeranukul et al. (2021) 

 

  

รูปท่ี 2.18 otolith  ของปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- ตวัเตม็วยั scale bar = 100 µm 

ท่ีมา : Theeranukul et al. (2021) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.19 (A) ปลามา้ลายเพศเมียท่ีถูกหยดุการท างานของยนี stm อยา่งสมบูรณ์ (stm-/-) (B) 
Immunohistology ของรังไข่ปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- ใน immature oocyte และ 
ovulated oocyte ท่ียอ้มดว้ย anti-Stm antibody และ DAPI ลูกศรสีขาว ช้ีใหเ้ห็นถึง
สัญญาณของ anti-Stm staining โดย scale bar = 50 µm 

ท่ีมา : Theeranukul et al. (2021) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



20 
 

ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงสรุปไดว้่ายีน stm อาจมีหนา้ท่ีเก่ียวกบั follicle envelope จึง
ไดท้ าการสังเกตภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด โดยพบว่า follicle envelope ของ
ปลามา้ลาย wild-type มีโครงสร้างลกัษณะ fibre-supported knob-like structures เป็นจ านวนมาก แต่
พบใน follicle envelope ของปลามา้ลาย stm-/- เพียงเลก็นอ้ยและมีโครงสร้างผิดปกติคลา้ยการถูกบด 
และอยู่อย่างกระจดักระจาย (รูปท่ี 2.20) ท าให้ประสิทธิภาพของ follicle envelope ถูกเปล่ียนแปลง
ไป ส่งผลใหก้ารซึมผา่นของอากาศ และสารอาหารต่างๆ ลดลง จึงท าใหลู้กปลามีอตัราการรอดต ่า 

 

 

รูปท่ี 2.20 ลกัษณะดา้นนอกและดา้นในของ follicle envelope จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลค็ตรอนแบบ
ส่องกราดของปลามา้ลาย wild-type และ stm-/- บริเวณลูกศรช้ีคือ fibre-supported knob-
like structures โดย scale bar ในรูป A, B, E, และ F = 2µm ส่วนรูป C, D, G, และ H = 10 
µm 

ท่ีมา : Theeranukul et al. (2021) 
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จะเห็นไดว้า่การพฒันาของไข่เพื่อเขา้สู่ระยะ ovulation นั้นมีการท างานของยนีหลายยนี
เขา้มาเก่ียวขอ้งเพื่อใหไ้ข่มีการพฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation ไดอ้ยา่งสมบูรณ์และพร้อมส าหรับการ
ปฏิสนธิ ซ่ึงแต่ละยนีก็มีบทบาทในการควบคุมการพฒันาของเซลลไ์ข่ท่ีแตกต่างกนัออกไป ซ่ึงจะ
เห็นไดว้า่หากมียนีใดยนีหน่ึงผิดปกติไป จะส่งผลท าใหไ้ข่มีการพฒันาท่ีผิดปกติ 
 

หลงัจากท่ีไข่พฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation แลว้ เซลลไ์ข่จะถูกปล่อยออกมาสู่ภายนอกตวั
ปลา เพื่อรับการปฏิสนธิจากสเปิร์ม จากนั้นเซลลจ์ะเร่ิมมีการพฒันาจากไซโกต จนถึงระยะตวัอ่อน
ท่ีฟักออกจากไข่ ตามตารางท่ี 2.2 (Kimmel et al., 1995) 

 
ตารางท่ี 2.2 ระยะการพฒันาของเซลลไ์ข่ปลามา้ลายในช่วง early development 

ระยะ เวลา 
(ชัว่โมง) 

รายละเอียด 

Zygote  0 หลงัจากการปฏิสนธิแลว้เซลลจ์ะเขา้สู่ Zygotic cell cycle  
Cleavage  ¾ เขา้สู่ cell cycle ท่ี 2 โดยเกิดขึ้น 7 รอบพร้อมกนัอยา่งรวดเร็ว  
Blastular  2 ¼ เร่ิมมีการสร้าง epiboly ท่ีบริเวณกลาง Blastula  
Gastular  5 ¼ มีการเปล่ียนแปลงทางลกัษณะสัณฐานโดยมีการพฒันาของ 

epiblast, hypoblast และ embyonic axis  
Segmentation  10 มีการพฒันาของ pharyngeal arch และระบบประสาท รวมทั้ง

มีการพฒันาของหาง รวมถึงอวยัะ (primary organ)  
Pharyngula  24 Phylotypic-stage embyo มีการพฒันาของกระดูกสันหลงัโคง้

บริเวณบน yolk พฒันาของเมด็สี (pigment) และครีบ  
Hatching  48 อวยัวะต่างๆ บริเวณส่วนหัวและส่วนอกพฒันาสมบูรณ์ และ

เร่ิมมีการฟักตวั  
Early larva  72 swim bladder พองตวั และมีพฤติกรรมหาอาหาร  
ท่ีมา : Kimmel et al. (1995) 
 

ส าหรับพฤติกรรมสืบพนัธุ์ของปลามา้ลายตามธรรมชาติปลามา้ลายจะวางไข่ช่วงเดือน
เมษายนถึง เดือนสิงหาคม ในบริเวณท่ีอยูอ่าศยั และไม่มีการอพยพเพื่อวางไข่ การวางไข่ของปลามา้
ลายจะขึ้นอยู่กบัอิทธิพลของการไดรั้บแสง (photoperiod) โดยการวางไข่ของปลามา้ลายจะเกิดขึ้น
ในช่วงแรกของการได้รับแสง ตามการศึกษาของ Spence et al. (2007) พบว่าปลาม้าลายตาม
ธรรมชาติจะใชเ้วลาช่วงสั้นๆ ในการวางไข่หลงัจากไดรั้บแสงในช่วงแรก โดยตวัผูจ้ะว่ายไล่ตวัเมีย
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เพื่อใช้จะงอยปากดุนบริเวณด้านขา้งท้องของตวัเมียเพื่อกระตุ้นให้ตวัเมียมีการปล่อยไข่ซ่ึงเป็น
พฤติกรรมการเกร้ียวพาราสีของปลามา้ลาย (Spence et al., 2008) หลงัจากไข่ไดรั้บการปฏิสนธิแลว้ 
ตวัอ่อนจะใชเ้วลา 2-5 วนัในการฟักออกจากไข่ แลว้ 2-3 เดือนเพื่อเจริญเขา้สู่ตวัเต็มวยั (รูปท่ี 2.21) 
ทั้งน้ีถา้เล้ียงในสภาวะห้องทดลองปลามา้ลายจะสามารถออกไข่ไดต้ลอดทั้งปี (Ribas and Piferrer, 
2014) แมก้ารเล้ียงปลามา้ลายภายในสภาวะหอ้งปฏิบติัการจะท าใหป้ลามา้ลายสามารถออกไข่ไดทุ้ก
วนั แต่ตามการศึกษาของ Niimi and LaHam (1974) ไดร้ายงานระยะห่างระหว่างการผสมพนัธุ์ของ
ปลามา้ลายเพื่อให้ไดจ้ านวนไข่มากท่ีสุด และมีอตัราการตายของตวัอ่อนน้อยท่ีสุด โดยพบว่าการ
ผสมพนัธุ์ปลามา้ลายควรมีการเวน้ระยะเวลาประมาณ 10 วนั ทั้งน้ีจากการศึกษาของ สุทธิรัตน์ ปัญจ
ขนัธ์ และคณะ (2563) ไดท้ าการศึกษาความถดถอยของรังไข่จากปลามา้ลายแม่พนัธุ์ ท่ีมีการปล่อย
ไข่อย่างต่อเน่ือง พบว่าปลามา้ลายท่ีมีการปล่อยไข่อย่างต่อเน่ือง 5 คร้ังท าให้ความดกไข่ อตัราการ
ผสมติด และอัตราการฟักตัวของตัวอ่อนมีแนวโน้มลดลง และมีจ านวนของตัวอ่อนท่ีผิดปกติ
เพิ่มขึ้น รวมทั้งมีการพฒันาของเซลล์ไข่ในรังไข่ช้าลง (รูปท่ี 2.22) เม่ือพิจารณาจากลกัษณะทาง
พยาธิสภาพของรังไข่ ดงันั้นตามการศึกษาคร้ังน้ีจึงสรุปไดว้่าเม่ือปลามา้ลายแม่พนัธุ์มีการปล่อยไข่
อย่างต่อเน่ือง จะส่งผลให้คุณภาพและปริมาณของไข่ และตวัอ่อนท่ีผลิตได ้จึงมีความจ าเป็นในการ
เวน้ระยะการผสมพนัธุ์ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม เพื่อให้รังไข่ไดมี้การฟ้ืนฟูก่อนการผสมพนัธุ์ในคร้ัง
ถดัไป 

 

รูปท่ี 2.21 วงจรชีวิตของปลามา้ลาย โดย hpf หมายถึง ชัว่โมงหลงัการปฏิสนธิ (hours post 
fertilization) และ dpf หมายถึง วนัหลงัการปฏิสนธิ (day post fertilization) 

ท่ีมา : Ribas and Piferrer (2013) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.22 (a) ความดกไข่ (b) อตัราการผสมติด (c) อตัราการฟัก และ (d) จ านวนของตวัอ่อนท่ี
ผิดปกติ ของปลามา้ลายท่ีมีการปล่อยไข่ตั้งแต่คร้ังท่ี 1 ถึง 5 โดยตวัอกัษรท่ีต่างกนัแสดงถึง
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

ท่ีมา : สุทธิรัตน์ ปัญจขนัธ์ และคณะ (2563) 

 

2.4 Apoptosis  
Program cell death (PCD) หรือ การตายของเซลล ์ท่ีเกิดขึ้นเป็นปกติเพื่อรักษาสมดุลของ

เซลลภ์ายในร่างกายส าหรับสัตวช์ั้นสูง ซ่ึงการ apoptosis เป็นกระบวนการท่ีส าคญัในการก าจดัเซลล์
ท่ีมีการเส่ือมสภาพซ่ึงอาจเกิดขึ้นจากการแก่ตวัของเซลล ์ เช่น การฝ่อของเยื่อหุม้ฟอลลิเคิล (follicle 
atresia) และ การสลายของต่อมน ้านมในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมหลงัจากการหยา่นม  

 
2.4.1 ลกัษณะของเซลล์ท่ีเกดิ apoptosis  

เซลลท่ี์เกิดการ apoptosis จะมีการหดตวัท าใหข้นาดเลก็ลงเม่ือสังเกตภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบ light microscope (Kerr et al., 1972) จากนั้นโครมาตินจะมีการจบัตวักนัเป็นกอ้น 
(Pyknosis ; รูปท่ี 2.23) และเยือ่หุม้เซลลจ์ะโป่งพองขึ้นคลา้ยลูกโป่ง (Elmore, 2007) 
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Morais et al. (2012) ไดท้ าการศึกษาเก่ียวกบัการเกิด apoptosis ในปลา Leporinus 
obtusidens พบวา่ระหวา่งท่ีเกิดการฝ่อของ follicle นั้นจะเกิดการ apoptosis ขึ้นบริเวณท่อ follicle 
(follicle lumen) และ zona radiata เน่ืองจากเกิด DNA fragmentation โดยท าการตรวจสอบดว้ย 
TUNEL-straining ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีตรวจสอบการเกิด apoptosis จากการแตกหกัของ DNA (DNA 
fragmentation) เซลลเ์กิด apoptosis จะติดสีแดง ทั้งในช่วงก่อนการฝ่อ และช่วงท่ีมีการฝ่อของรังไข่ 
(รูปท่ี 2.24) ทั้งน้ี caspase-3 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทส าคญัในการชกัน าให้เกิดการ apoptosis จะ
พบมากในระยะหลงัการฝ่อ (late stage) โดยใชก้ารตรวจสอบดว้ยวิธี immunolocalization เม่ือสังเกต
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซน้ต ์(รูปท่ี 2.24C) 

 

 

รูปท่ี 2.23 เน้ือเยื่อบริเวณตบัอ่อนในหนูท่ียอ้มดว้ยสี hematoxylin และ eosin แสดงลกัษณะของการ
จบัตวักบัเป็นกอ้นของโครมาติน (สีม่วงเขม้) บริเวณท่ีลูกศรสีด าช้ี คือ Apoptosis cell  

ท่ีมา : Elmore (2007) 
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รูปท่ี 2.24 การเกิด Apoptosis ระหวา่งการฝ่อของ follicle ในปลา Leporinus obtusidens (a, b) การ
ยอ้มดว้ยสี hematoxylin (a) บริเวณลูกศรช้ีแสดงถึง TUNEL-Positive follicular cell ใน
ระยะก่อนการฝ่อของfollicle (early stage) (b)บริเวณลูกศรช้ีแสดงถึง TUNEL-Positive 
follicular cell ในระยะหลงัการฝ่อของ follicle (late stage) และ (c) immunoreaction ของ 
caspase-3 ในระยะหลงัการฝ่อของ follicle  

ท่ีมา : Morais et al. (2012) 
 

ทั้งน้ีการเกิด apoptosis ยงัมีบทบาทในการสืบพนัธุ์ของปลามีกระดูกสันหลงัเพื่อรักษา
สมดุลของจ านวนเซลลร์ะหว่างท่ีมีการพฒันาของเซลล์ในช่วงการพฒันาของรังไข่ (ovarian 
development) (Janz and Van Der Kraak, 1997) การฝ่อของไข่ (follicle atresia) (Wood and Van Der 
Kraak, 2003) และการพฒันาของรังไข่หลงัจากการปล่อยไข่ (postovulatory follicle) (Drummond et 
al., 2000)  โดยมีเอนไซมต์ั้งตน้ไดแ้ก่ caspase-2, -8, -9 และ -10 และมีตวักระตุน้หรือ (effector) คือ 
caspase-3, -6 และ -7 โดยตามการศึกษาของ Thomé et al. (2012) ไดท้ าการตรวจสอบการเกิด 
apoptosis ในรังไข่ของปลา Prochilodus argenteus โดยใชเ้ทคนิค TUNEL เพื่อตรวจสอบการ
แตกหกัของสายดีเอน็เอในเซลลท่ี์มีการเกิด apoptosis และ caspase-3 colorimetric หรือการใช้
เอนไซมใ์นการตรวจสอบการท างานของ caspase-3 ในรังไข่ พบวา่ท่ีบริเวณ oogonia และ follicular 
มีผลของ TUNEL เป็น positive (รูปท่ี 2.25) และมีการท างานของเอนไซม ์caspase-3 เกิดขึ้น แสดง
วา่เกิด apoptosis ไดใ้นไข่ปลา 
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รูปท่ี 2.25 ผล TUNEL ท่ีแสดงเป็น positive ในรังไข่ของปลา P. argenteus โดยมี scale bar = 20 µm  

ท่ีมา : Thome et al. (2012) 
 

2.4.2 กลไกการเกดิ apoptosis (apoptosis mechanism)  
กลไกการเกิด apoptosis ในปลามา้ลาย มีอยู ่ 2 pathway คือ extrinsic pathway และ 

intrinsic pathway (รูปท่ี 2.26) โดย extrinsic pathway หรือการรับสัญญาณจากภายนอก จะกระตุน้
ใหโ้ปรตีน cytokine ligand หลัง่ออกมาจากต่อมไร้ท่อ แลว้เขา้จบักบัตวัรับสัญญาณท่ีเป็น death 
receptor บริเวณผิวเซลลอ์ยา่งจ าเพาะเจาะจง จากนั้น fas-associates death domain (FADD) จะถูก
สร้างขึ้นท่ี cytoplasm ส่งผลให ้ procascade-8 และ procascade-10 ถูกกระตุน้ใหมี้การรวมตวักนั
ภายใน cytoplasm ดว้ยกระบวนการสลายตวัของเซลล ์(autolytic) ท าให ้caspase-8 และ caspase-10 
สามารถท างานได ้จากนั้น caspase จะไปกระตุน้ BID  ใน Cleaves BID ซ่ึงอยูใ่นสภาวะ inactive 
เปล่ียนแปลงเป็น tBID ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีในการเช่ือม extrinsic pathway และ intrinsic 
pathway เขา้ดว้ยกนั โดย tBID จะเขา้ไปกระตุน้ BAX และ BAK ใน intrinsic pathway และใน 
intrinsic pathway หรือ mitochondrial pathway โดย pathway น้ีสามารถเร่ิมขึ้นภายในเซลลจ์ากการ
กระตุน้โดย ความเครียด เช่น รังสี UV ความร้อน และ DNA damage  ท าให ้BAK และ BID จบักบั
เยือ่หุม้ชั้นนอกของ mitochondria แลว้กระตุน้ใหเ้กิดการหลัง่ cytochrome C (Takemori et al., 2007) 
ท่ีอยูภ่ายใน mitochondrial ถูกปล่อยออกมาสู่ไซโตพลาสซึมผา่นทางช่องเปิดท่ีเรียกวา่ 
mitochondrial permeability transition (MPT) pore โดยสารท่ีถูกหลัง่ออกจากไมโตคอนเดรีย แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 ไดแ้ก่ cytochrome c, second mitochondria-derived activator of caspase
/ Diablo homolog (Smac/DIABLO) และ serine protease HtrA2/Omi ท่ีจดัเป็น caspase-dependent 
mitochondrial pathway ซ่ึง cytochrome c จะเขา้จบักบั Apoptotic protease activating factor (apaf-1) 
และ procase-9 เพื่อสร้าง “apoptosome” ขึ้นมา เม่ือ procapase-9 รวมกลุ่มกนั เกิดเป็น caspase-9 ส่วน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Smac/DIABLO และ serine protease HtrA2/Omi จะเป็นตวัท่ีไปยบัย ั้งการท างานของ x-link 
inhibitors of apoptosis protein (XIAP) ท าให ้XIAP หยดุท างาน ส่งผลให ้caspase สามารถท างานได ้
ส่วนกลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มของ pro-apoptotic protein ไดแ้ก่ apoptosis inducing factor (AIF), 
endonuclease G และ caspase-3 activated DNase (CAD) ท่ีหลัง่ออกจาก mitochondrial ขณะท่ีเกิด 
apoptosis โดยโปรตีนเหล่าน้ีจะยา้ยต าแหน่งจากไมโตคอนเดรียไปยงันิวเคลียส โดย AIF และ 
endonuclease G จะท าใหเ้กิด DNA fragment และการจบัตวักนัของโครมาติน ซ่ึงเรียกการ
เปล่ียนแปลงของเซลลใ์นลกัษณะน้ีเป็น “Stage I” ซ่ึงโปรตีน 2 ชนิดน้ีจดัเป็น caspase-independent 
manner ส่วน CAD นั้นจะถูกหลัง่จากไมโตคอนเดรียและยา้ยไปยงันิวเคลียสหลงัจากท่ีเกิด 
oligonucleosonal DNA fragmentation และ caspase-3 ท างาน จะท าใหก้ารจบัตวักนัของโครมาติน 
ซ่ึงการจบัตวักนัแน่นขึ้นของโครมาติน เป็น “stage II” ของการเกิด apoptosis (Elmore, 2007; 
Nagahama and Yamashita, 2008; Tang et al., 2017a) โดยเป็นการท างานของโปรตีน caspase-3 -6 
และ -7  หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ย caspase-9 ใน intrinsic pathway และ caspase-8 -10 ใน extrinsic 
pathway ท าให้เซลลมี์การเปล่ียนรูปร่าง และกระบวนการทางชีวเคมี (Elmore, 2007)  

 

 

รูปท่ี 2.26 : แผนภาพแสดงการเกิด Apoptosis แบบ Extrinsic Pathway และ Intrinsic pathway 
ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Elmore (2007) และ Rampal   et al. (2012) 
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2.4.3 บทบาทของ apoptosis ต่อการพฒันาของไข่และตัวอ่อนปลาม้าลาย  
จากการศึกษาของ Klangnurak and Tokumoto (2017) ไดว้ิจารณ์ผลการทดลองหลงัจาก

ท่ีไดท้ าการคดัเลือกยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการ ovulation วา่ ยนี slc37a4a มีบทบาทในการขนส่ง 
glucose-6-phosphate (G6PT) ท่ีมีความส าคญัเก่ียวกบัการควบคุมสมดุลกลูโคสในเซลล ์ (glucose 
homeostasis) ระหวา่ง cytoplasm กบั lumen ของ endoplasmic reticulum (ER) เม่ือ glucose-6-
phosphate เร่ิมมีการท างานจะท าใหเ้กิด endoplasmic reticulum stress (ERS) น าไปสู่การ apoptosis 
ของเซลล ์นอกจากน้ียนี ctsbb และ sik1 ตามการศึกษาของ Klangnurak et al. (2018) พบวา่ยนี ctsbb 
นั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิดเน้ืองอกและมะเร็งในมนุษยโ์ดยเป็นตวักระตุน้ใหเ้กิดการ apoptosis 
ส่วนยนี sik1 เป็น serine/threonine kinase มีบทบาทเก่ียวกบัเมแทบอลิซึมของเซลล ์โดยจะชกัน าให้
สร้าง cytokinesis and cytotoxicity in CD8 (+) T-cells ซ่ึงกระบวนการเหล่าน้ีจะตอ้งถูกควบคุมโดย 
B-cell apoptosis ซ่ึงยนีท่ีมีการแสดงออกสูงของทั้ง 2 งานวิจยัดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ การ apoptosis 
อาจจะมีความส าคญัในการพฒันาของเซลลไ์ข่โดยมีบทบาทในการแตกออกของ follicle (follicle 
rapture) เพื่อให้เซลลไ์ข่มีการพฒันาสู่ระยะ ovulation ไดอ้ยา่งสมบูรณ์  

 

2.5 ยีน salt inducible kinase1 (sik1) 

 ยนี salt inducible kinase1 หรือ sik1 จดัอยูค่รอบครัว sik ซ่ึงประกอบดว้ย sik1 sik2 และ sik3 
ซ่ึงเป็นในกลุ่มของ AMP-activated protein kinase (AMPK) โดยมีหนา้ท่ีควบคุมการท างานทาง
สรีระวิทยาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อความตอ้งการพลงังานของร่างกาย (energy response-
related physiological process) (Takemori et al., 2007) เช่น การสร้างกลูโคส (gluconeogenesis) เม
แทบอลิซึมของกรดไขมนั (lipid metabolism) (Sun et al., 2020) และ การรักษาสมดุลของเกลือแร่ 
(mineral balance) ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม sik1 mRNA มีการแสดงออกมากท่ีบริเวณ ต่อมหมวกไต 
สมอง อณัฑะ และกลา้มเน้ือลาย แต่มีการแสดงออกนอ้ยในบริเวณเน้ือเยือ่ไขมนั ตบั และ หวัใจ 
(Horike et al., 2003)  

 ตามการศึกษาของ  Cheng et al. (2009) ไดร้ะบุวา่ท างานของ p53 ซ่ึงเป็นยนีมีส่วนในการ
เน่ียวน าใหเ้กิดการแยกตวัของเซลล ์ (cell detachment) ในการเกิด apoptosis รูปแบบหน่ึงท่ีเรียกวา่ 
anoikis นั้นจะตอ้งถูกกระตุน้ดว้ยยนี sik1 ทั้งน้ียนี sik1 ยงัมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบั โดยมี
การศึกษาในหนูทดลองพบว่าเม่ือ sik1 เกิดการ downregulation ขึ้น จะท าให ้ rnf2 ซ่ึงเป็นยนีท่ี
กระตุน้ใหมี้การสร้างเน้ืองอก (tumorigenesis) และการกระจายตวัของเซลลม์ะเร็ง (metastasis) มี
การแสดงออกเพิ่มขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Ribas and Piferrer, 2014)  และยนี sik1 ยงัมีอีกหน่ึง
บทบาทส าคญัในการควบคุมการท างานของ circadian clock (Ferrarelli, 2013) หรือนาฬิกาชีวิต ซ่ึง
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ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัการเปล่ียนแปลงของร่างกายในรอบ 24 ชัว่โมงเพื่อควบคุมการท างานระบบต่างๆ 
ของร่างกาย เช่น การหลัง่ฮอร์โมนเพื่อควบคุมสภาวะสมดุล (homeostasis) ในร่างกาย (Neumann et 
al., 2019) การหลบัการต่ืน (Jagannath et al., 2013) การสืบพนัธุ์ (Caba et al., 2018) รวมถึงการ
ควบคุมการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของร่างกาย (Nagashima et al., 2018)  ตามการศึกษาของ 
Jagannath et al. (2013) ไดร้ายงานถึงบทบาทของยนี sik1 ในการรีเซต suprachiasmatic nucleus 
(SCN) หรือบริเวณเลก็ๆ ในสมองส่วนไฮโปทาลามสัซ่ึงอยูติ่ดกบัดา้นบนของส่วนไขวป้ระสาทตา 
โดยวิเคราะห์จากระดบัการแสดงออกของของ RNA ทั้งหมดในเซลล ์SCN (transcriptome) ภายใต้
สภาวะท่ีมีการควบคุมแสง พบวา่บทบาทของยนี sik1 ท าหนา้ท่ียบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของ
พฤติกรรม (phase shifts) ในหนูทดลอง โดยจากการทดลองเปล่ียนแปลงขอบเขตเวลา พบวา่ยนี sik1 
มีบทบาทในการเติมหมู่ phosphate (phosphorylation) และลดการท างานของ CREB-regulate 
transcription coactivator 1 (CRTC1)  ท าใหก้ารเปล่ียนแปลงพฤติกรรมของหนูทดลอง และการ re-
entrainment เกิดไวขึ้นเม่ือมีการลดการท างาน (knockdown) ของยนี sik1 ลง 
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บทที ่3 

วธิีด าเนินการวจิัย 

 
3.1 สัตว์ทดลองและวิธีการเลีย้งดู  

ใชป้ลามา้ลายสายพนัธุ์ roy orbison ท่ีเป็น wild-type และปลาท่ีถูกหยดุการท างานของ
ยนี (gene knockout) salt induced kinase1 จาก Shizuoka University ซ่ึงจะเรียกปลามา้ลายในรุ่นน้ีวา่ 
F0 หรือ founder fish โดยปลาท่ีถูกหยดุการท างานของยีนจะไดรั้บการเปล่ียนแปลงรหสัพนัธุกรรม
ตรงต าแหน่งของยนีเป้าหมายดว้ยวิธี CRISPR/Cas9 ตั้งแต่ยงัเป็นไข่ในระยะ 1-2 เซลล ์ จากนั้นน า
ปลาในรุ่น F0 ผสมกบั wild type (WT) จะไดลู้กรุ่น F1 ท่ีเป็น heterozygous mutant ทั้งหมด (รูปท่ี 
3.1) และปลาท่ีเป็นรุ่น F1 จะส่งมายงัประเทศไทย ในขณะท่ีเป็นไข่ การอนุบาลลูกปลาไดท้ าภายใต้
สภาวะหอ้งปฏิบติัการท่ีควบคุมแสงสวา่ง 14 ชัว่โมง มืด 10 ชัว่โมง และควบคุมอุณหภูมิท่ี 28 องศา
เซลเซียส ตามวิธีการมาตรฐานส าหรับเล้ียงปลามา้ลายของ Westerfield (1995) ในตูข้นาด 6,500 
ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ใหอ้ากาศอยา่งเพียงพอ และมีการหมุนเวียนน ้า ให้อาหาร 2 คร้ัง เวลา 9.00 และ 
16.00 น. ต่อวนั ในช่วงเดือนแรกของตวัอ่อนจะให ้Paramecium spp. หลงัจากนั้นจะท าการเปล่ียน
อาหารเป็น อาหารแผน่ส าเร็จรูป (tetra) ร่วมกบั Paramecium spp. และเปล่ียนอาหารเป็นอาหารแผน่
ส าเร็จรูปอยา่งเดียว เม่ือปลามีอาย ุ2 เดือนจนส้ินสุดการทดลอง 

 

 
รูปท่ี 3.1 การสร้างปลามา้ลายกลายพนัธุ์ดว้ยเทคนิค CRISPR/Cas9 และการผสมพนัธุ์ปลามา้ลายท่ี

ถูกหยดุการท างานของยนีเพื่อคดัเลือกสายพนัธุ์ท่ีท าขึ้นโดย Shizuoka University ก่อนจะ
มีการส่งมายงัประเทศไทย 
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3.2 แผนการเพิม่จ านวนปลาม้าลายกลายพนัธ์ุแบบโฮโมไซกสั (sik1-/- ; sik1 
homozygous mutant )  
 การขยายพนัธุ์ปลา อาศยัวิธีมาตรฐานเพื่อเพิ่มจ านวนปลามา้ลาย (Westerfield, 1995) เร่ิม
จบัคู่ปลามา้ลายเพศเมีย และเพศผู ้ในถงัส าหรับผสมพนัธุ์ในช่วงเยน็เวลา 16.00 - 17.00 น. แลว้ทิ้งไว้
ขา้มคืน โดยเซลลไ์ข่จะมีการพฒันาเขา้สู่ระยะ maturation ตอนเวลา 05.00 น. และ ovulation ตอน
เวลา 08.00 น. หลงัจากไดรั้บการกระตุน้จากแสงในระบบเล้ียง (รูปท่ี 3.2) ตวัผูแ้ละตวัเมียจะมี
พฤติกรรมการเก้ียวพาราสี โดยตวัผูจ้ะใชจ้ะงอยปากดุนบริเวณดา้นขา้งทอ้งของตวัเมีย เพื่อกระตุน้
ใหต้วัเมียมีการปล่อยไข่ออกสู่ภายนอก และรับการผสมกบัเซลลสื์บพนัธุ์ของตวัผู ้หลงัจากนั้นจะท า
การเก็บไข่ปลา แลว้น าไปอนุบาลในจานเพาะเช้ือแบบพลาสติกเป็นเวลา 5-7 วนั หรือจนกวา่ตวัอ่อน
จะเร่ิมมีพฤติกรรมการวา่ยน ้า และกินอาหาร จึงปล่อยลงสู่ถงัเล้ียงเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป โดย
ปลามา้ลายจะใชเ้วลาประมาณ 3 เดือนในการเจริญเติบโตเขา้สู่วยัเจริญพนัธุ์ 

 

 
รูปท่ี 3.2 การผสมพนัธุ์ปลามา้ลายเพื่อขยายพนัธุ์และเก็บตวัอยา่งไข่เพื่อน าไปใชใ้นการทดลอง 

  

 ในการผสมพนัธุ์ปลามา้ลายเพื่อสร้างปลามา้ลายกลายพนัธุ์แบบโฮโมไซกสั (sik1-/- ; sik1 
homozygous mutant) จะเร่ิมจากใชป้ลาท่ีเป็น F0 ซ่ึงไดจ้ากการดดัแปลงรหสัพนัธุกรรมดว้ยวิธี 
CRISPR/Cas9 จาก Shizuoka university ท่ีต าแหน่งเป้าหมายผสมกบัตวัท่ีเป็น wild-type ซ่ึงจะไดลู้ก
รุ่น F1 ท่ีมีการกลายพนัธุ์แบบ heterozygous mutant แต่อาจจะมีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนสายดี
เอน็เอ ท่ีก่อใหเ้กิดการกลายพนัธุ์ไดห้ลายรูปแบบ หรือเรียกไดว้า่มีหลาย strain ซ่ึงต่อมาจะปลามา้
ลายท่ีมีอายมุากกวา่ 3 เดือนจะถูกน ามาตรวจสอบรูปแบบการกลายพนัธุ์บนสายดีเอ็นเอดว้ยวิธี 

heteroduplex mobility assays (HMA ; รายละเอียดในหวัขอ้ 3.3) เพื่อหาตวัผูแ้ละตวัเมียท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงล าเบสลกัษณะเดียวกนั (strain เดียวกนั) แลว้น า heterozygous (F1) เพศเมีย ผสมกบัเพศ
ผู ้heterozygous (F1) ท่ีเป็น stain เดียวกนั เพื่อสร้างตวักลายพนัธุ์แบบ homozygous mutant โดยใช้
ตวัผูแ้ละตวัเมียท่ีเป็น heterozygous mutant ท่ีมี strain เดียวกนัผสมกนัจะไดลู้กรุ่น F2 ซ่ึงจะมีโอกาส
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เป็นไดท้ั้ง wild-type, heterozygous mutant และ homozygous mutant โดยปลาในรุ่น F2 จะถูกเล้ียงดู
จนมีอายปุระมาณ 3 เดือนแลว้จึงท าการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนสายดีเอ็นเอดว้ยวิธี 
HMA อีกคร้ัง (รูปท่ี 3.3) เพื่อหาตวัท่ีเป็น homozygous mutant ส าหรับใชใ้นการศึกษาลกัษณะฟีโน
ไทป์ต่อไป ตามวิธีการของ Klangnurak et al. (2018)  

 

รูปท่ี 3.3 : การผสมพนัธุ์ปลาเพื่อใหไ้ด ้ homozygous mutant โดยท าการตรวจหาต าแหน่งท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงบนสายดีเอน็เอเบ้ืองตน้ (ตรวจหา strain) ดว้ยวิธี heteroduplex mobility 
assay (HMA) ตั้งแต่ลูกรุ่น F1 

 

3.3 ตรวจหาปลาที่เป็น mutant ด้วยวิธี heteroduplex mobility assays (HMA) 

 ปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนีดว้ยวิธี CRSIPS/Cas9 จะมีการซ่อมแซมของสาย
ดีเอ็นเอ ท่ีแตกต่างกนัออกไปซ่ึงอาจมีการหายไปของล าดบัเบสบางต าแหน่ง (deletion) การเพิ่มเขา้
มาของล าดบัเบส (insertion) หรือการสลบัทิศของล าดบัเบสบางต าแหน่ง (inversion) ส่ิงเหล่าน้ีท า
ใหก้ารถอดรหสั (translation) เป็นโปรตีนผิดไปจากปกติ ซ่ึงอาจท าใหล้กัษณะทางฟีโนไทป์ 
(phenotype) ของปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนีเป้าหมายเปล่ียนแปลงไป ดงันั้นจึงตอ้งมี
การใช ้heteroduplex mobility assays (HMA) มาใชใ้นการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส
เบ้ืองตน้ โดยสังเกตการจากลกัษณะของแถบดีเอ็นเอ เม่ือตรวจดว้ย gel electrophoresis แบบแนวตั้ง  
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การตรวจสอบสายพนัธุ์ดว้ยวิธี HMA เร่ิมจากการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี phenol-
chloroform จากครีบหางของปลามา้ลายแลว้ท า polymerase chain reaction (PCR) เพื่อเพิ่มจ านวน
ของยนีเป้าหมายขนาด 185 bp โดย primer ท่ีใชใ้นการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงบนสายดีเอน็เอ จะ
ถูกออกแบบจาก genome sequence (ENSDARG00000058606) ดว้ยโปรแกรม primer3plus 
(https://primer3plus.com/cgibin/dev/primer3plus.cgi) ใหค้รอบคลุมต าแหน่งเป้าหมาย 
CGGCATCATGGTGATCATGA (รูปท่ี 3.4) ซ่ึงเป็นบริเวณของล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอ ใน
ยนี sik1 ท่ีจะถูกแปลรหสัไปเป็นโปรตีน (exon) และ บริเวณล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอใกลเ้คียง
ท่ีจะไม่ถูกแปลรหสัไปเป็นโปรตีน (intron)  โดยส่วนประกอบของสารละลายท่ีใชส้ าหรับท า
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดว้ยดว้ย 2x Mytaq HS mix (Bioline, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร forward 
primer และ reverse primer (ตามตารางท่ี 3.1) ชนิดละ 1 ไมโครลิตร และ DNA template ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร ภายใตส้ภาวะ (PCR condition) ท่ี pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามดว้ย 30 
รอบ ของ denaturation 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 วินาที และ extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นตรวจ PCR product ดว้ย gel 
electrophoresis แบบแนวตั้งดว้ย 15% non-denaturing polyacrylamide gel โดยใน 100 มิลลิลิตร (gel 
stock) ประกอบดว้ย 40% acrylamide/bis 37.5 มิลลิลิตร 10X TBE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน ้า
ปราศจากเช้ือ 52.5 มิลลิลิตร เม่ือตอ้งการเตรียมเจลเพื่อท า gel electrophoresis แบบแนวตั้ง จะตอ้งใช ้
15% non-denaturing polyacrylamide gel ท่ีเตรียมไว ้ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในการเตรียมเจล 1 เจล 
แลว้เติม 10% ammonium persulfate (APS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้หเ้จลแขง็ตวั 1 ชัว่โมง  หลงัจากเจลแขง็ตวัแลว้ ส าหรับตวัอยา่งของ
ปลามา้ลายท่ีเป็น heterozygous mutant จะท าการผสม PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กบั 1X 
loading dye ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเพื่อให้สายของ DNA 
แยกออกจากกนั เป็นเวลา 5 นาที ในเคร่ืองท า PCR แลว้น าไปแช่ต่อในน ้าแขง็ทนัทีเพื่อป้องกนัการ
จบัตวัอยา่งถูกตอ้งของสายดีเอน็เอ ก่อนจะน าตวัอยา่งใส่ในหลุมเจล จากนั้นตรวจสอบดว้ยการท า 
gel electrophoresis ท่ีก าลงัไฟ 150 วตัต ์ระยะเวลามากกวา่ 2 ชัว่โมง แลว้ยอ้มเจลดว้ย midori green 
ก่อนน าไปตรวจสอบดว้ยเคร่ืองอ่านเจล แลว้ตรวจสอบต าแหน่งของแถบดีเอน็เอ ท่ีไดเ้ทียบกบั 
wild-type ซ่ึงเรียกขั้นตอนน้ีวา่ 1st HMA ส่วนตวัอยา่งท่ีเป็น homozygous mutant จะท าขั้นตอน 1st 
HMA ตามท่ีอธิบายไวข้า้งตน้ก่อน แลว้จึงท า HMA อีกคร้ัง หรือเรียกวา่ 2nd HMA โดยจะท าการผสม 
PCR product ของตวัอยา่งท่ีเป็น homozygous mutant ปริมาตร 3 ไมโครลิตร PCR product ของ wild-
type 2 ไมโครลิตร และ 1X loading dye ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ซ่ึงการท า 2nd HMA จะตอ้งมีการ
เตรียมตวัอยา่งของ wild-type ดว้ย โดยจะผสม PCR product ของ wild-type ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
กบั น ้าปราศจากเช้ือ 3 ไมโครลิตร และ 1X loading dye ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปใหค้วาม
ร้อนท่ี และแช่ในน ้าแขง็ก่อนจะน าตวัอยา่งใส่ในหลุมเจลตามขั้นตอนท่ีไดอ้ธิบายไปขา้งตน้ แลว้
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ตรวจสอบดว้ยการท า gel electrophoresis ท่ีก าลงัไฟ 150 วตัต ์ระยะเวลามากกวา่ 2 ชัว่โมงก่อนจะ
ยอ้มเจลดว้ย midori green แลว้ตรวจสอบลกัษณะของแถบแบนดีเอน็เอภายใตเ้คร่ืองอ่านเจล เทียบ
กบั wild-type 

 

 

รูปท่ี 3.4 ต าแหน่งท่ีไพร์เมอร์จบักบัสายดีเอน็เอเพื่อเพิ่มจ านวนใหไ้ดข้นาด 185 bp (บริเวณสีเหลือง) 
และขนาด 641 bp (บริเวณสีเทา) บริเวณสีด า คือบริเวณเป้าหมายของการดดัแปลง
พนัธุกรรมดว้ยวิธี CRISPR/Cas9 
 

นอกจากน้ีต าแหน่งของดีเอ็นเอ ของปลาท่ีเป็น heterozygous mutant และ homozygous 
mutant จะถูกตรวจสอบอีกคร้ังดว้ยวิธี sequencing โดยเพิ่มจ านวนของยนีเป้าหมายขนาด 641 bp
ดว้ย PCR โดยมีการออกแบบ primer ตามวิธีการท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ โดยการออกแบบให้
ครอบคลุมต าแหน่งเป้าหมาย และสามารถสังเคราะห์ช้ินส่วนดีเอน็เอ ทั้งในบริเวณท่ีเป็น exon และ 
intron โดยสารละลายท่ีใชท้ า PCR ประกอบดว้ย 2x Mytaq HS mix (Bioline, USA) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ตามดว้ย forward primer และ reverse primer (ตามตารางท่ี 3.1) ส าหรับการท า 
sequencing ชนิดละ 2 ไมโครลิตร ภายใต ้PCR condition ท่ี pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 
นาที ตามดว้ย 35 รอบ ของ denaturation 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที แลว้ส่งตวัอยา่งท า purified 
และ sequencing ท่ีบริษทัธีระเทรดด้ิง เม่ือไดข้อ้มูล sequencing ตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบั
เบสดว้ยซอฟแวร์ CodonCode และวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของล าดบัเบสในปลาท่ีเป็น 
heterozygous mutant หรือ homozygous mutant เทียบกบัล าดบัเบสของปลาท่ีเป็น wild type แลว้ท า
การอ่านผลล าดบัเบสให้เป็นกรดอะมิโน (amino acid alignment) ดว้ยซอฟแวร์ MEGA เวอร์ชัน่ 
6.0.6 

 

ตารางท่ี 3.1 Primer ท่ีใชส้ าหรับท า HMA และ sequencing 

 Forward Primer Reward Primer Ta 
(°C) 

HMA AGAGAAGACCAAAGTTGATT ATAGGATGGCTAGTATTGTG 60 
Sequencing TCGTGTTTCTGGTCTATTGCAG 

ATCA 
TCGGCAAGGGGAACTTTGCTG 60 

 

3.4 ศึกษาลกัษณะฟีโนไทป์ 

ใช้ปลามา้ลายเพศเมียท่ีเป็น sik1-/- 5 ตวั ตวัเมียท่ีเป็น wild type 5 ตวั และ เพศผูท่ี้เป็น 
wild type 10 ตวัโดยแบ่งออกเป็นกลุ่มควบคุม คือจบัคู่ปลามา้ลายท่ีเป็น wild type ทั้งเพศผูแ้ละเพศ
เมีย จ านวน 5 คู่ และกลุ่มทดลองท่ีใชต้วัเมีย sik1-/- จ านวน 5 ตวัผสมกบัตวัผูท่ี้เป็น wild type จ านวน 
5 ตวัในถงัส าหรับผสมพนัธุ์ถงัละ 1 คู่ ควบคุมแสงในระบบเล้ียงให้เปิดตอน 08.00 น. เพื่อกระตุน้
ให้ไข่เขา้สู่ระยะ ovulation (รูปท่ี 3.2) ในกรณีท่ีปลาตวัเมียสามารถปล่อยไข่ไดจ้ะเก็บตวัอย่างไข่
และนับจ านวนไข่ของแต่ละซ ้ าทั้ง 2 กลุ่ม เพื่อน าไปศึกษาร้อยละของไข่ผสมติด  ร้อยละของไข่ท่ี
ไม่ไดรั้บการผสม และร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ (รูปท่ี 3.5) โดยหลงัจากเก็บไข่แลว้จะน าไป
สังเกตการพฒันาของไข่ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ ในเวลา 2 ชัว่โมงจะท าการศึกษาร้อย
ละของไข่ผสมติด  โดยไข่ปลาท่ีไดรั้บการผสมจะมีการพฒันาเขา้สู่ระยะ 4-cell stage จากนั้นจะท า
การนบัจ านวนแลว้แยกไข่ท่ีไดรั้บการผสม เพื่อใชใ้นการศึกษาร้อยละของไข่ท่ีปกติ และร้อยละของ
ตวัอ่อนท่ีผิดปกติต่อไป โดยหลงัจากท่ีตวัอ่อนมีการฟัก ไดน้บัจ านวนลูกปลามา้ลายท่ีฟักออกมาจาก
ไข่ และศึกษาลกัษณะภายนอกของตวัอ่อนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  ทั้งน้ีปลามา้ลาย
ทุกคู่จะท าการผสมซ ้าอีก 3 คร้ัง  
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รูปท่ี 3.5 : แผนผงัการศึกษาลกัษณะทางฟีโนไทป์ 

 

3.4.1 ร้อยละของไข่ผสมติด (normal egg) 

หลงัจากเก็บตวัอย่างไข่ปลา 2 ชัว่โมงจะท าการนบัจ านวนของไข่ท่ีไดรั้บการผสม โดย

ลกัษณะของเซลลไ์ข่ท่ีไดรั้บการปฏิสนธิแลว้ภายในเวลา 2 ชัว่โมงไข่จะมีการแบ่งเซลลเ์ขา้สู่ 4-cell 

stage และไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมจะไม่มีการแบ่งเซลล์เกิดขึ้น แลว้น าไปหาร้อยละตามสมการท่ี 2 

โดยเปรียบเทียบระหวา่ง wild-type และ sik1-/- 
 

ร้อยละไข่ผสมติด  =
จ านวนไข่ท่ีไดรั้บการผสม

จ านวนไข่ทั้งหมด
  x 100         (1) 

 

3.4.2 ร้อยละของท่ีไม่ได้รับการผสม (unfertilized egg) 

หลงัจากเก็บตวัอย่างไข่ปลา 2 ชัว่โมงจะท าการนบัจ านวนของไข่ท่ีไดรั้บการผสม โดย

ลกัษณะของเซลล์ไข่ท่ีไม่ได้รับการปฏิสนธิเม่ือเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมงไข่จะยงัอยู่ในระยะ 1-cell 

stage ซ่ึงจะไม่มีการแบ่งเซลล์เขา้สู่ 4-cell stage และ โดยจะนับจ านวนของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม

แลว้น าไปหาร้อยละตามสมการท่ี 2 โดยเปรียบเทียบระหวา่ง wild-type และ sik1-/- 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม  =
จ านวนไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม

จ านวนไข่ทั้งหมด
   x 100         (2) 

 

3.4.3 ร้อยละของตัวอ่อนท่ีผิดปกติ (abnormal larva) 

การพฒันาของตวัอ่อนจะสังเกตการภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ทุก 2 ชั่วโมงในวนัแรก

หลงัจากไข่ปฏิสนธิ จากนั้นจะสังเกตวนัละคร้ังในช่วงเช้า จนปลาฟักออกจากไข่ โดยท าการนับ

จ านวนของตวัอ่อนท่ีมีลกัษณะปกติและไม่ปกติหลงัจากฟักตวัออกจากไข่ แลว้เปรียบเทียบระหว่าง 

wild type และ sik1-/- จากนั้นหาร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติตามสมการท่ี 3 

 

ร้อยละการพฒันาของตวัอ่อน = 
จ านวนตวัอ่อนท่ีพฒันาผิดปกติ

จ านวนตวัอ่อนทั้งหมด
  x 100        (3) 

 

 

3.5 ศึกษาลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ 

ใชป้ลามา้ลายเพศเมีย wild-type จ านวน 10 ตวั เป็นกลุ่มควบคุม และ sik1-/- จ านวน 

10 ตวัเป็นกลุ่มทดลอง โดยชกัน าการพฒันาของไข่ปลาดว้ย 17,20β-DHP (17α, 20β -Dihydroxy-

4-pregnen-3-one)  ดว้ยวิธี in vivo ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครโมล ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในน ้ า 100 

มิลลิลิตร ต่อปลา 1 ตัว ตามวิธีการของ Klangnurak et al. (2018) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 28 องศา

เซลเซียส และให้แสงตลอดเวลา โดยท าการกระตุน้การพฒันาของรังไข่เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และ 2 

ชั่วโมง เพื่อเป็นตัวแทนของรังไข่ในกลุ่ม maturation และ ovulation  ตามล าดับ เม่ือครบเวลาท่ี

ก าหนด ท าการเก็บตวัอยา่งปลามา้ลายเพศเมียตามระยะเวลาท่ีก าหนดขา้งตน้ โดยท าการการุณยฆาต

ดว้ยการตดั spinal cord แลว้ตดัส่วนหัว หาง และเปิดช่องทอ้งเล็กนอ้ย ก่อนดองตวัอย่างปลามา้ลาย

ใน 10% buffer formalin ให้ไดร้ะยะเวลามากกว่า 48 แลว้ท าการ dehydrate ดว้ย ethanol จากนั้นฝ่ัง

ลงใน paraffin ก่อนท่ีจะน าไปตดัเน้ือเยื่อดว้ย rotary microtome (Microtome รุ่น HM 335E) ความ

หนา 4 ไมโครเมตร แล้วยอ้มตัวอย่างด้วยสี hematoxylin และ eosin ตามวิธีการของ Tang et al. 

(2016) แลว้น าไปศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เพื่อจ าแนกเซลลไ์ข่ในรังไข่แต่ละระยะตามตารางท่ี 

2.1 เปรียบเทียบระหว่าง homozygous mutant และ wild type และวดัขนาดของไข่ในระยะ V ในรัง

ไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- เพื่อเปรียบเทียบกบัไข่ในระยะ V ในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type ภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ รุ่น Olympus BX51 BF/DF Transmitted/Reflected Light Microscope, Japan 
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3.6 gene expression 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน casps3a ท่ีจะถอดรหัสเป็นโปรตีน caspase-3 ซ่ึงเป็น

ยนีท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวักระตุน้ (effectors) ใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์

ในขณะท่ีเซลล์เกิด apoptosis และยีน X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) ซ่ึงเป็นตัว

ยบัย ั้งการเกิด apoptosis โดยใช ้real-time PCR ตรวจสอบในปลามา้ลาย sik1-/-  จ านวน 10 ตวั และ 

wild type จ านวน 10 ตวั เช่นกนัจากนั้นกระตุน้การพฒันาของไข่ดว้ย 17,20β-DHP  เป็นเวลา 1 และ 

2 ชัว่โมงเพื่อเป็นตวัอย่างของรังไข่ระยะ maturation และ ovulation เช่นเดียวกบัวิธีการขา้งตน้ เม่ือ

ครบเวลาแลว้ท าการเก็บตวัอย่างรังไข่ของปลามา้ลายจะท าการการุณฆาตดว้ยการตดั spinal cord 

แลว้เปิดช่องท้องเพื่อเก็บตัวอย่างของรังไข่ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ หรือ effpendrop ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แลว้ fix ในไนโตรเจนเหลว 10 วินาทีเพื่อหยุดการท างานของยีนต่างๆ จากนั้นยา้ยไปเก็บ

ท่ีตูเ้ยน็ -40 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปสกดั RNA  

ท าการสกัด RNA โดยใช้ PrestoTM DNA/RNA Extraction Kit แล้ววัดปริมาณ และ

คุณภาพ ของ RNA ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 260, 

280, และ 320 นาโนเมตร จากนั้นใช้ RNA ท่ีสกดัไดค้วามเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม มาท าการ reveres 

ให้เป็น cDNA โดยใช ้SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline Reagent Ltd., London) แลว้น าไป

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเคร่ือง Real-time PCR ((LineGene K Plus Real-Time PCR 

Detection System, Bioer, China) โดยเตรียมสารละลายส าหรับท า real-time PCR ท่ีประกอบด้วย 

SYBR green PCR Master Mix 10 ไมโครลิตร forward และ reverse primer (ตารางท่ี 3.2) ชนิดละ 1 

ไมโครลิตร และ cDNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ภายใต ้qPCR condition ท่ี pre-denaturation 95 องศา

เซลเซียส  1  นาที ตามด้วย 40 รอบ ของ denaturation 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที annealing ท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ตามดว้ยอุณภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาที 

60 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที เพื่อวิเคราะห์ melting curve ซ่ึงใชใ้นการ

ตรวจสอบความถูกตอ้งของการเพิ่มจ านวน cDNA แลว้ค านวนหาค่าการแสดงออกของยีนแบบ 

relative expression โดยเปรียบเทียบผลการแสดงของยนีท่ีเป็นยนีอา้งอิง (reference gene) ท่ีสามารถ

พบไดใ้นทุกบริเวณนั้นคือ elongation factor 1-alpha 1 (ef1α) ตามสมการท่ี 4 

 

Relative expression = 
ค่าการแสดงออกของยนีเป้าหมาย

ค่าการแสดงออกของยนี 𝑒𝑓1𝛼 
           (4) 
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ตารางท่ี 3.2 Primer ท่ีใชส้ าหรับท า real-time PCR 

Target 
gene 

Forward Primer Reward Primer Ta 
(°C) 

casp3a AGCCTCAATCCCATGCCTTC ATGCCTGTCCTGCGATCAAA 60 
XIAP ATGTATCCTGTTGTGCCGCA CGAACTGGAGAGTCTGCTGG 60 
efα TCAAACATGGGCTGGTTCAA ATCAAGGGCATCAAGAAGAGTAGT 60 

 

3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ก าหนดสมมุติฐานหลกั (H0) ของการทดลองคือไข่ท่ีได้จากปลามา้ลาย sik1-/- นั้นจะมี

ร้อยละของไข่ผสมติด ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม ร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ ลกัษณะทาง

พยาธิสภาพของรังไข่ในแต่ละระยะ และการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับ apoptosis ไม่ความ

แตกต่างกบัใน wild-type และก าหนดสมมุติฐานรอง (H1)  ของการทดลองน้ีคือไข่ท่ีไดจ้ากปลามา้

ลาย sik1-/- นั้นจะมีร้อยละของไข่ผสมติด ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม ร้อยละของตวัอ่อนท่ี

ผิดปกติ ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ในแต่ละระยะ และการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั 

apoptosis มีความแตกต่างกบัใน wild-type โดยตรวจสอบสมมุติฐานของการทดลองน้ีดว้ย t-test ท่ี

ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) ทั้งร้อยละของไข่ผสมติด ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม ร้อย

ละความผิดปกติของตวัอ่อน ลกัษณะทางพยาธิสภาพของไข่ในรังไข่แต่ละระยะคิดเป็นร้อยละ 

ขนาดของไข่ในรังไข่ระยะ ovulation และค่าการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis  

โดยไดต้รวจสอบขอ้ตกลงเบ้ืองตน้แลว้ว่า ขอ้มูลทั้งหมดสามารถวิเคราะห์ดว้ยวิธี t-test ได ้และค่า

ทั้ งหมดท่ีแสดงในรายงานเป็นค่า mean± S.E. การวิเคราะห์ทางสถิติทั้งหมดใช้โปรแกรม IBM 

statistic SPSS version 28.0.0.0 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การเปลีย่นแปลงล าดบัเบสบนสาย DNA 

 จากการตรวจสอบลกัษณะทางพนัธุกรรมของปลามา้ลายดว้ยวิธี HMA จะช่วยให้
สามารถจ าแนกปลาท่ีเป็นตวักลายพนัธุ์แบบ sik1(+/-) และ sik1(-/-) โดยลกัษณะท่ีปรากฏของแถบแบน
จะมีลกัษณะเป็นแบบ multiple heteroduplex เน่ืองจากปลาท่ีมีจีโนไทป์เป็นแบบ heterozygous จะมี
ส่วนหน่ึงของล าดบัเบสท่ีเหมือนกบั wild-type และอีกส่วนหน่ึงเป็นส่วนท่ีถูกดดัแปลงดว้ยเทคนิค 
CRISPR/Cas9 หลงัจากแยกสายคู่ของ DNA ดว้ยความร้อนท่ี 90 องศาเซลเซียส แลว้น าไปแช่ใน
น ้าแขง็ทนัทีท าใหส้าย DNA มีการจบัคู่กนัอยา่งไม่มีแบบแผน ท าใหเ้กิดเป็นแถบแบนแบบ 
heteroduplex 2 แบน ซ่ึงเกิดจากการจบัตวักนัของท่อน DNA ท่ีมีทั้งส่วนท่ีจบักนัสนิท และไม่สนิท 
จึงมกัเคล่ือนท่ีชา้กวา่แบนท่ีเป็น homoduplex โดยปลาท่ีมี strain เดียวกนัจะมีลกัษณะของแถบแบน
แบบเดียวกนั (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงต่างกบัปลามา้ลายท่ีมีจีโนไทป์เป็นแบบ wild-type จะมีแถบแบนปรากฏ
เพียง 1 แถบแบนเท่านั้นหรือเรียกวา่ homoduplex ในขณะท่ีปลามา้ลายท่ีมีจีโนไทป์แบบ 
homozygous mutant นั้นเม่ือท า 2nd HMA ซ่ึงเป็นการผสมตวัอยา่งระหวา่ง wild-type และ 
homozygous mutant ซ่ึงลกัษณะของแถบแบนท่ีปรากฏก็จะมีลกัษณะเป็น heteroduplex เช่นเดียวกบั 
heterozygous mutant  

 

 
รูปท่ี 4.1 15% non-denaturing gel จาก heteroduplex mobility assay โดย M คือ HyperLadderTM 

100bp, ตวัอยา่งท่ี 1-4 คือ ปลาท่ีมีกลายพนัธุ์แบบเฮเทอโรไซกสั (sik1(+/-)) และตวัอยา่งท่ี 5-7 
คือ ปลาท่ีเป็นไวลดไ์ทป์ 
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 การตรวจสอบพนัธุกรรมดว้ยวิธี sequencing พบวา่ท่ีต าแหน่งเป้าหมาย (target site) บนยนี 
sik1 ของปลามา้ลายท่ีเป็น homozygous mutant มีการเพิ่มเขา้มาของล าดบัเบส (insertion) 12 
ต าแหน่ง และมีล าดบัเบสหาย (deletion) ไป 9 ต าแหน่ง (รูปท่ี 4.2B)  ท าใหล้ าดบัเบสเปล่ียนแปลงไป
จากเดิม ท าใหส้ร้างกรดอะมิโนไดเ้พียง 3 ต าแหน่ง ก่อนท่ีจะถึงส่วนท่ีเป็น stop codon (รูปท่ี 4.2C) 
ซ่ึงท าใหไ้ม่สามารถแปลรหสั (translation) เป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืนไดอี้ก  

 

 
รูปท่ี 4.2 ลกัษณะทางจีโนไทป์ของปลามา้ลายหลงัจากยนี sik1 ถูก knockout โดย (A) จ านวน exon 

ทั้งหมดบนยนี sik1 โดยบริเวณลูกศรสีเขียวช้ีใหเ้ห็นถึง exon ต าแหน่งท่ี 2 บนยนี sik1 ท่ี 
Cas9 เขา้ไปตดั (B) ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ Cas9 เขา้ไปตดั เพื่อใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงของ
สายดีเอน็เอ บริเวณท่ีไฮไลทสี์เหลืองแสดงถึงต าแหน่งเป้าหมาย โดย WT คือปลามา้ลาย 
wild-type และ strain1 คือปลามา้ลาย sik1-/-  ตวัเลขหลงัล าดบันิวคลีโอไทด ์ เคร่ืองหมาย + 
แสดงถึงการเกิด insertion และ – แสดงถึงการเกิด deletion (C) แสดงกรดอะมิโนท่ี
สามารถทรานสเลชัน่ได ้โดย WT คือปลามา้ลาย wild-type และ strain1 คือปลามา้ลาย sik1-

/-   และตวัเลขหลงักรดอะมิโนแสดงจ านวนของของกรดอะมิโนท่ีสามารถทรานสเลชัน่ได)้ 
 

4.2 การแสดงออกทางฟีโนไทป์และลกัษณะทางพยาธิสภาพ 

ทั้งน้ีเม่ือท าการผสมปลามา้ลายเพื่อศึกษาลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละจ านวนไข่

ผสมติด ร้อยละของจ านวนไข่ท่ีไม่ได้รับการผสม และ ร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ (รูปท่ี 4.3) 

พบวา่ ไข่ปลาท่ีไดจ้ากกลุ่มตวัอยา่งปลามา้ลายตวัเมีย wild-type ผสมกบั ตวัผู ้wild-type ท่ีไดรั้บจาก
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การผสมทั้งหมด 5 คู่โดยแต่ละคู่มีการผสมซ ้ า 3 คร้ัง ทั้งหมดจ านวน 725 ฟอง และ กลุ่มตวัอย่างท่ี

ใช้ปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- ผสมกบัตวัผู ้wild-type ท่ีไดรั้บจากการผสมทั้งหมด 5 คู่โดยแต่ละคู่มี

การผสมซ ้ า 3 คร้ัง ทั้งหมดจ านวน 1082 ฟอง พบว่าในปลามา้ลาย wild-type มีร้อยละไข่ไดรั้บการ

ผสมเท่ากับ 79.72±1.76 ซ่ึงมากกว่าในปลามา้ลาย sik1-/- ซ่ึงมีอยู่เพียงร้อยละ 24.55±9.09 อย่าง

นยัส าคญัทางสถิติ (df=8, t=12.46, p<0.001) ในส่วนของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมในปลามา้ลาย wild-

type อยู่ร้อยละ 20.28±1.77 ส่วนปลาม้าลาย sik1-/- มีร้อยละของไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมอยู่ท่ี  

71.77±4.69 เม่ือเปรียบเทียบกนัพบว่าปลามา้ลาย wild-type นั้นมีร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม

น้อยกว่าปลามา้ลาย sik1-/- อย่างน้ีนัยส าคญัทางสถิติ (df=8, t= -10.265, p<0.001) ส่วนร้อยละของ

ความผิดปกติของตวัอ่อนพบว่าในปลามา้ลาย sik1-/- นั้นมีอยู่ร้อยละ 3.68±0.79 โดยมีลกัษณะของ

ล าตวัท่ีงอ และไม่สามารถเจริญเติบโตเป็นตวัเต็มวยัได ้(รูปท่ี 4.3B) แต่ไม่พบความผิดปกติของตวั

อ่อนใน wild-type และเม่ือเปรียบเทียบกนัพบว่า ปลามา้ลาย wild-type นั้นมีร้อยละของตวัอ่อนท่ี

ผิดปกตินอ้ยกวา่ในปลามา้ลาย sik1-/- อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (df=8, t= -4.638, p=0.002) 

 

 

รูปท่ี 4.3 (A) ลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละจ านวนไข่ผสมติด (normal)  ร้อยละของไข่ไม่ได้

รับการผสม (unfertilized) และ ร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติ (abnormal) จากปลามา้ลาย

เพศเมีย wild-type ผสมกบัตวัผู ้wild-type (กราฟแท่งสีเหลือง ; n = 725) และ ปลามา้ลาย

เพศเมีย sik1-/- ผสมกบัตวัผู ้wild-type (กราฟแท่งสีฟ้า ; n = 1082) โดยเคร่ืองหมายดอกจนั

แสดงถึงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (B) ลกัษณะผิดปกติของตวัอ่อนท่ีพบ

ไดจ้ากปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- ผสมกบัตวัผู ้ wild-type โดยมีลกัษณะล าตวังอ (ลูกศรสี

แดง) 

A B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



43 
 

จากการศึกษาจ านวนของไข่ปลาในแต่ละระยะ โดยจ าแนกตามตารางท่ี 2.1 หลงัจากท า
การกระตุน้การพฒันาของไข่ดว้ยฮอร์โมน 17,20β-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมงและ 2 ชัว่โมง เพื่อเป็น
ตวัแทนของรังไข่ในกลุ่ม maturation และ ovulation ทั้งในปลามา้ลายท่ีเป็น wild-type และ sik1-/- 
พบวา่ในรังไข่ของ wild-type ท่ีกระตุน้ดว้ย 17,20ß-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นั้นไม่พบเซลลไ์ข่ใน
ระยะ I มีเซลลไ์ข่ใน II อยู่ร้อยละ 20.55±2.14 ระยะ III อยูร้่อยละ 29.48±1.99 ระยะ IV ร้อยละ 
46.76±3.55 และระยะ V อยูร้่อยละ 3.20±1.93 ส่วนในรังไข่ของ sik1-/- ไม่พบไข่ในระยะ I 
เช่นเดียวกบัในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type และพบไข่ในระยะ II ร้อยละ 10.05±0.55  ระยะ III 
ร้อยละ 51.20±3.74 ระยะ IV ร้อยละ 37.64±3.40 และระยะ V อยูร้่อยละ 1.11±1.11 เม่ือเปรียบเทียบ
จ านวนของเซลลไ์ข่ในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type และ sik1-/-  พบวา่ในระยะ II (df= 28, t= 4.749, 
p< 0.001)  และ III (df= 28, t=-5.123, p< 0.001) มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ใน
ระยะ IV (df= 28, t= 1.855, p=0.074 )  และ V (df= 28, t= 0.939, p=0.356 ) นั้นจ านวนของไข่ในรัง
ไข่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (รูปท่ี 4.4A) ในกลุ่มของ  ovulation หลงัจากท า
การกระตุน้การพฒันาของไข่ดว้ยฮอร์โมน 17,20β-DHP เป็นเวลา 2 ชัว่โมง พบวา่ในรังไข่ของ wild-
type ไม่พบไข่ในระยะ I ส่วนระยะ II พบร้อยละ 9.56±1.09 ระยะ III ร้อยละ 5.82±1.12 ระยะท่ี IV 
ร้อยละ 5.67±1.37 และระยะ V ร้อยละ 78.95±1.92 ส่วนในขณะท่ีในรังไข่ของ sik1-/- ไม่พบไข่ใน
ระยะ I เช่นกนั และมีจ านวนของไข่ในระยะ II อยูร้่อยละ 8.59±1.33 ระยะ III ร้อยละ 25.07±4.86 
ระยะ IV ร้อยละ 52.99±5.82 และระยะ V อยูร้่อยละ 13.34±2.72 โดยจ านวนของไข่ในรังไข่แต่ละ
ระยะเม่ือเปรียบเทียบระหวา่งรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type และรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- พบวา่
จ านวนของไข่ในระยะ II ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติหวา่ง wild-type และ sik1-/- 
(df= 28, t= 0.562, p=0.579) แต่เม่ือเปรียบเทียบจ านวนไข่ในระยะ III (df= 28, t= -3.866, p< 0.001), 
IV (df= 28, t= -7.914, p< 0.001), และ V (df= 28, t= 19.664,  p< 0.001) ระหวา่ง wild-type และ sik1-

/- พบวา่ทั้ง 3 ระยะมีจ านวนไข่ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (รูปท่ี 4.4B)  
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รูปท่ี 4.4 ร้อยละของจ านวนเซลลไ์ข่แต่ละระยะในกลุ่มตวัอยา่งท่ีกระตุน้การพฒันาของเซลลไ์ข่ดว้ย 

17,20ß-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมงเพื่อเป็นตวัอย่างของกลุ่ม maturation (A) และ 2 ชัว่โมง
เพื่อเป็นตวัอยา่งของกลุ่ม ovulation (B)โดยแท่งสีขาวแสดงถึงร้อยละของจ านวนเซลลไ์ข่
ของปลามา้ลาย wild-type และแท่งสีด าแสดงถึงจ านวนเซลล์ไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- 
ส่วนเคร่ืองหมายดอกจนัแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤  0.05) 

 

เม่ือพิจารณาลกัษณะทางพยาธิสภาพโดยหลงัจากกระตุน้การพฒันาของเซลล์ไข่ด้วย 
17,20β-DHP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท่ีเป็นตวัอย่างของกลุ่ม ovulation ในปลามา้ลาย wild-type และ 
sik1-/- พบว่าลกัษณะของไข่ระยะ V ของปลามา้ลาย sik1-/- มีรูปทรงของไข่ท่ีแตกต่างไปจาก wild-
type  (รูปท่ี 4.5) อีกทั้งในปลามา้ลาย sik1-/- ไม่มีการแยกตวัของเซลลไ์ข่ก่อนการปล่อยออกนอกตวั 
และมียงัยึดติดกันแน่นผิดปกติ และยงัเม่ือพิจารณาถึงขนาดของไข่ในระยะ V พบว่าปลามา้ลาย 
wild-type มีขนาดของไข่ระยะ V เฉล่ียอยูท่ี่ 698.76±16.58 ไมโครเมตร ส่วนปลามา้ลาย sik1-/- นั้นมี
ขนาดของไข่ระยะ V เฉล่ียอยูท่ี่ 555.94±21.87 ไมโครเมตร เม่ือเปรียบเทียบกบัระหวา่งขนาดของไข่
ระยะ V ในปลามา้ลาย wild-type และ sik1-/-พบวา่ไข่ระยะ V ของปลามา้ลาย wild-type มีขนาดใหญ่
กวา่ไข่ระยะ V ของปลามา้ลาย sik1-/- อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (df=32, t= 5.204, p<0.001) 
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รูปท่ี 4.5 ลกัษณะทางสภาพธิสภาพของรังไข่ปลามา้ลายหลงัจากกระตุน้ดว้ย 17,20β-DHP เป็นเวลา 

2 ชั่วโมง เพื่อให้รังไข่ของปลาม้าลายมีการพฒันาเข้าสู่ระยะ ovulation โดย (A) เป็น

ตัวอย่างของรังไข่ปลาม้าลาย wild-type ส่วน (B) เป็นตัวอย่างของปลาม้าลาย sik1-/- 

(homozygous mutant) ขนาดของ scale bar = 100 ไมโครเมตร 

 

ทั้งน้ีเม่ือท าการเปรียบเทียบจ านวนของไข่ท่ีมีการเกิด apoptosis โดยท าการเปรียบเทียบ
กนัในตวัยา่งรังไข่หลงัจากกระตุน้ดว้ย 17,20β-DHP เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นตวัอยา่งของรังไข่
กลุ่ม ovulation ของปลามา้ลาย wild-type และ sik1-/- พบวา่ ในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type มีร้อย
ละของไข่ท่ีเกิด apoptosis อยู่ 84.63±1.44 ในขณะท่ีใน sik1-/- นั้นมีจ านวนของไข่ท่ีเกิด apoptosis อยู่
เพียงร้อยละ 27.08±5.19 (รูปท่ี 4.6) ซ่ึงนอ้ยกวา่ใน wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (df=28, t= 
10.685, p<0.001) 
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รูปท่ี 4.6 (A) ร้อยละของเซลลท่ี์เกิด apoptosis ในรังไข่ระยะ ovulation สีส้มแสดงถึงร้อยละของไข่

ท่ีมีการเกิด apoptosis และสีน ้าเงินแสดงถึงร้อยละของไข่ท่ีไม่มีการเกิด apoptosis (B) 

บริเวณลูกศรช้ีแสดงถึงลกัษณะของเซลลท่ี์เกิด apoptosis บริเวณไข่ของปลามา้ลาย 

 

4.3 การแสดงออกของยีนที่เกีย่วข้องกบั apoptosis 
จากการศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ไดแ้ก่ ยีน 

casp3a ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีบทบาทส าคญักบัการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์ และ

ชีวเคมีระหวา่งท่ีเซลลเ์กิด apoptosis และยนี XIAP ท่ีมีหนา้ท่ีเป็นยนียบัย ั้งการเกิด apoptosis ผา่นการ

ยบัย ั้งการท างานของ casp3, 7, และ 9 (Dyer et al., 2019) เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยนี casp3a 

และ XIAP ในตวัอยา่งรังไข่ของปลามา้ลายเพศเมีย wild-type และ sik1-/- หลงัจากกระตุน้การพฒันา

ของไข่ดว้ย 17,20β-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และ 2 ชัว่โมง เพื่อเป็นตวัอยา่งของรังไข่ท่ีอยูใ่นระยะ 

maturation และ ovulation ดว้ย real-time PCR พบวา่การแสดงออกของยนี casp3a ในรังไข่ระยะ 

maturation นั้นไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งงมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งปลามา้ลาย wild-type และ 

sik1-/- (df= 8, t= 1.792, p= 0.111) แต่ในรังไข่ท่ีอยูใ่นระยะ ovulation พบวา่ ยนี casp3a มีการ

แสดงออกลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- เม่ือเทียบกบั wild-type (df= 

7, t= 0.029, p = 0.031)  ส่วนการแสดงออกของยนี XIAP พบวา่ในรังไข่ระยะ maturation ของปลามา้

ลาย wild-type ยนีน้ีมีการแสดงออกสูงกวา่ในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

(df= 7, t= 8.761, p <0.001) แต่ในรังไข่ระยะ  ovulation พบวา่การแสดงออกของยนี XIAP ไม่มีความ
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แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  ทั้งในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type และ sik1-/-  (df= 6, t= -

0.042, p =0.968)  (รูปท่ี 4.7)  

 

 

รูปท่ี 4.7 การแสดงออกของยีน casp3a และ XIAP ในรังไข่ระยะ maturation และ ovulation จากปลา

มา้ลายเพศเมีย wild-type (กราฟแท่งสีน ้าเงิน) และปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- (กราฟแท่งสี

ส้ม) โดยเคร่ืองหมายดอกจนับอกถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05)  
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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

 
5.1 การเปลีย่นแปลงล าดบัเบสบนสายดีเอน็เอ 

การเปล่ียนแปลงล าดบัพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค CRIPRS/Cas9 เป็นวิธีการท่ีอาศยัหลกัการท า
ให้เกิดการเปล่ียนแปลงบนสายดีเอ็นเอตรงต าแหน่งเป้าหมาย โดยชกัน าให้เกิดการแตกหัก หรือ 
การแยกกนัของสายคู่ดีเอ็นเอ (DNA double stand break ; DSB) ซ่ึงการซ่อมแซมของสายดีเอ็นเอ
แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ลกัษณะคือ homology-directed repair (HDR) และ non-homologous end joining 
(NHEJ) โดย HDR จะเป็นการซ่อมแซมสายของดีเอ็นโดยการท าใหเ้กิดการเพิ่มเขา้มาของล าดบัเบส 
การหายไปของล าดบัเบส หรือการเกิดการกลายพนัธุ์เพียงเล็กน้อยบนสายคู่ของดีเอ็นเอหลงัจากมี
การเปล่ียนแปลงล าเบสไปจากเดิม เพื่อซ่อมแซมตวัเองโดยใช ้ล าดบัเบสของ sister chromatids ซ่ึง
เป็น chromatid ท่ีมี chromosome เหมือนกบั chromatid เดิม ก่อนท่ีจะมีการเปล่ียนแปลงของล าดบั
เบสเป็นตน้แบบ (Shao et al., 2017) ในการซ่อมแซมตวัเองให้กลบัเขา้สู่สภาวะเดิมหลงัจากท่ีสาย
ของดีเอ็นเอเกิดความเสียหายจากปัจจยัใดๆ  และอีกลกัษณะหน่ึงของการซ่อมแซมสายของดีเอ็นเอ 
คือ non-homologous end joining (NHEJ) คือการซ่อมแซมสายดีเอน็เออยา่งไม่มีแบบแผน ท าใหเ้ม่ือ
สายของดีเอ็นเอถูกตดัออกจากกัน บริเวณนั้นจะสามารถซ่อมแซมตวัเองไดห้ลายรูปแบบ น าไปสู่
การกลายพนัธุ์ (mutation) ซ่ึงอาจเกิดการเพิ่มเขา้ของล าดบัเบส (insertion) การหายไปของล าดบัเบส 
(deletion) บางต าแหน่ง หรือ การเปล่ียนต าแหน่ง ( translocation) ท่ีบริเวณโลคัส (locus) ของ
ต าแหน่งเป้าหมาย ซ่ึงตามผลการทดลองท่ีไดใ้นคร้ังน้ีพบว่าหลงัจากล าดบันิวคลิโอไทป์บนสายดี
เอ็นเอมีการเปล่ียนแปลงไปนั้นเกิดการซ่อมแซมตวัเองแบบ non-homologous end joining (NHEJ) 
ส่งผลท าใหก้รดอะมิโนเกิดมีการเปล่ียนแปลงไปจากเดิม ท าใหเ้กิดการทรานสเลชัน่ท่ีผิดปกติ  (Ran 
et al., 2013; Yu et al., 2014) ดังนั้นในการเหน่ียวน าการกลายพนัธุ์ในปลาม้าลายโดยใช้เทคนิค 
CRISPR/Cas9 ไม่เพียงแต่ท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ไดใ้นอตัราท่ีสูงเท่านั้น แต่อาจสร้างตวักลายพนัธุ์
ไดห้ลายรูปแบบดว้ยเช่นกนั 
 
5.2 การแสดงออกทางฟีโนไทป์และลกัษณะทางพยาธิสภาพ 

 ปลามา้ลายเป็นปลาท่ีมีรังไข่เป็นแบบ asynchronous (Ribas and Piferrer, 2014) จึงท าให้
สามารถพบเซลลไ์ข่ไดทุ้กระยะของการพฒันา ตามการศึกษาของ Tokumoto et al. (2011) มีการใช ้
17,20β-DHP ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มของ maturation inducing hormone  เพื่อเหน่ียวน าใหมี้การพฒันาของ
เซลลไ์ข่ดว้ยวิธี in vivo พบว่า 17,20β-DHP สามารถเหน่ียวน าใหเ้ซลลไ์ข่ของปลามา้ลายพฒันาจากเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ระยะ immature ให้เขา้สู่ระยะ maturation ได ้และเกิด germinal vesicle breakdown (GVBD) ซ่ึงเป็น
ลกัษณะของเซลลไ์ข่ท่ีบ่งบอกถึงการเขา้สู่ระยะ ovulation ในเวลา 2 ชัว่โมง โดย 17,20β-DHP จะมี
ปฏิสัมพนัธ์กบัเยือ่หุม้เซลลไ์ข่ในชั้น theca และ granulosa  ท่ีชั้น theca จะมีการสร้าง 17α-
hydroxyprogesterone แลว้ถูกเปล่ียนเป็น 17α,20β-DHP ท่ีชั้น granulosa โดยการท างานของ 20β-
hydroxysteroid dehydrogenase (20β-HSD) การเหนียวน าการพฒันาของเซลลไ์ข่ดว้ย 17,20β-DHP 
นั้นคือการชกัน าใหเ้กิดการท างานของ cyclin-B ท่ีเป็นตวักลางท่ีท าใหเ้กิดการแบ่งเซลล ์ แลว้ท าให้
ไข่พฒันาเขา้สู่ระยะ maturation จากนั้น genomic pathway จะท างานต่อเพื่อท าใหเ้ซลลไ์ข่พฒันาสู่
ระยะ ovulation โดย maturation inducing hormone จะเขา้จบักบัตวัรับ (receptor) ท่ีอยู่บริเวณเยือ่หุม้
นิวเคลียส (nuclear progestin receptor ; nPR) ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้นิวเคลียสและชกัน าใหไ้ข่พฒันาเขา้
สู่ระยะ ovulation ผา่นทาง cAMP-PKA pathway ส่งผลใหมี้การผลกัเซลลไ์ข่ในระยะ maturation 
ออกมาจากชั้น follicle layer ท่ีลอ้มรอบเซลลไ์ข่และพฒันาเขา้สู่ระยะ ovulation (Nagahama, 1997; 
Tokumoto et al., 2011) 

ตามการผลการทดลองท่ีไดใ้นการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่รังไข่ของปลามา้ลายหลงัจากชกัน า
การพฒันาของไข่ดว้ย 17,20β-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมงพบวา่ไข่ในรังไข่ของทั้ง wild-type และ sik1-

/- อยูใ่นระยะท่ี IV แต่เม่ือพิจารณาในระยะท่ี III จะเห็นวา่รังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- ยงัมีการพฒันา
อยูใ่นระยะน้ีมากกวา่ใน wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แสดงใหเ้ห็นวา่ปลามา้ลายท่ีเป็น sik1-/- 

มีการพฒันาของไข่ในรังไข่ชา้กวา่ปลามา้ลาย wild-type เช่นเดียวกบัรังไข่หลงัชกัน าการพฒันาของ
ไข่ไปแลว้ 2 ชัว่โมง จะเห็นไดว้า่ในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type มีไข่ในระยะท่ี V มากกวา่รังไข่
ของ sik1-/- อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่รังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- ยงัพบอยูใ่นระยะ IV เป็นจ านวน
มากเม่ือเทียบกบั wild-type ดงันั้นจากผลการทดลองชกัน าการพฒันาของไข่ในรังไข่ดว้ย 17,20β-
DHP ช้ีให้เห็นวา่ปลามา้ลายท่ีถูกหยดุการท างานของยนี sik1 จะท าใหก้ารพฒันาของไข่ในรังไข่ชา้
ลง อีกทั้งยงัพบวา่ไข่ในระยะ V ของปลามา้ลาย sik1-/- มีลกัษณะท่ีผิดปกติอยา่งเห็นชดั โดยจาก
การศึกษาของ Van Der Ven and Wester (2003) ไดร้ายงานถึงลกัษณะปกติของรังไข่ปลามา้ลายก่อน
การปล่อยไข่ โดยพบวา่ลกัษณะของไข่ในระยะ ovulation ท่ีพร้อมปล่อยออกสู่ภายนอก ไข่จะมี
สะสม yolk อยูเ่ตม็ไข่และมีการแยกตวัออกห่างกนัระหวา่งไข่แต่ละฟอง เน่ืองจากปลามา้ลายมี
พฤติกรรมการปล่อยไข่ท่ีละฟอง ดงันั้นเม่ือเทียบกบัผลการทดลองคร้ังน้ีเห็นไดช้ดัว่าลกัษณะของ
ไข่ในระยะก่อนการปล่อยไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- มีลกัษณะท่ีผิดปกติ เพราะเซลลไ์ข่ยงัคงติดกนั
แน่น ไม่แยกตวัออกจากกนั เม่ือเปรียบเทียบกบัลกัษณะท่ีปกติของปลามา้ลาย wild-type ทั้งน้ีเม่ือ
พิจารณาถึงลกัษณะทางฟีโนไทป์ท่ีปรากฏในปลามา้ลาย sik1-/- โดยท าการผสมกบัปลามา้ลายตวัผู ้
wild-type พบวา่ไข่ท่ีไดน้ั้นมีร้อยละการผสมติดท่ีต ่ากวา่ใน wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และ
มีร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม และร้อยละของตวัอ่อนท่ีผิดปกติสูงกวา่ใน wild-type อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทั้งน้ีตามการศึกษาของ Palumaa et al. (2019) ไดมี้การรายงานถึงบทบาทส าคญัของยนี sik1 วา่มี
ความเก่ียวขอ้งกบัการควบคุม circadian clock หรือการควบคุมเหตุการณ์ทางสรีระวิทยา รวมถึงการ
เมแทบอลิซึม (Eckel-Mahan and Sassone-Corsi, 2013) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการรับรู้ของแสงในหนู เม่ือมี
แสงเขา้มากระตุน้ท่ี retina photoreceptor จะท าให ้circadian system ของช่วงเวลากลางวนัท างาน 
ท าให ้cAMP response element binding protein (CREB) ใน SCN (Ginty et al., 1993) เร่ิมท างาน 
โดย sik1 จะมีบทบาทในการเติมหมู่ phosphate เขา้ไปท่ี CREB-regulation transcription coactivator 
หรือ CRTC โดยจากการศึกษาของ Jagannath et al. (2013) ไดมี้การระบุวา่ยนี sik1 และ CRTC-1 มี
ความส าคญัในการรีเซท circadian clock โดยในการศึกษาคร้ังน้ีไดมี้การลดการท างาน (knock-
down) ของยนี sik1 ของหนูทดลองใน SCN ลง แลว้พบวา่หนูเหล่านั้นเกิดอาการ jetlag ขึ้น ซ่ึงเป็น
ผลมาจากการเปล่ียนแปลงพฤติกรรมท่ีผิดปกติ ในการควบคุม circadian clock ในปลามา้ลาย 
แตกต่างออกไปจากสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม และสัตวจ์ าพวกแมลงท่ีสามารถรับแสงไดเ้พียงท่ีบริเวณ 
ganglion cell บน retinal แลว้ส่งขอ้มูลไปยงั suprachiasmatic nucleus (SCM) ซ่ึงใน ปลาท่ีมีกระดูก
สันหลงั รวมทั้งปลามา้ลาย สตัวเ์ล้ือยคลาน และนก จะมีความไวต่อการกระตุน้ดว้ยแสง และมี
ความซบัซอ้นมากกวา่ ซ่ึงทุกๆ เซลลใ์นร่างกายจะสามารถรับรู้ต่อแสงท่ีเขา้มากระตุน้ได ้(Steindal 
and Whitmore, 2020) การแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุม circadian clock ในปลามา้
ลายมีการศึกษาและรายงานเพียง 4 ยนี ซ่ึงไดแ้ก่ circadian locomotor output cycles kaput (clock), 
brain and muscle ARNT-like protein (Bmalm),  period (Per) และ cryptochrome (Cry) แต่หนา้ท่ี
ของยนี sik1 ยงัไม่มีการระบุหนา้ท่ีท่ีชดัเจนในการควบคุม circadian clock ในปลามา้ลาย ซ่ึงการ
วางไข่ตาม circadian behavior ของปลามา้ลายตามการศึกษาของ Krylov et al. (2021) ไดมี้การ
รายงานวา่การวางไข่ของปลามา้ลายนั้นจะเกิดขึ้นตั้งแต่นาทีแรกของการไดรั้บแสง และจะไม่มีการ
วางไข่ในช่วงเวลาท่ีไม่มีแสง ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดว้า่การท่ียนี sik1 ถูก knock out หรือหยดุการ
ท างานของยนีน้ีไป อาจจะส่งผลท าใหเ้ซลลไ์ข่ของปลามา้ลายมีการพฒันาท่ีผิดปกติตามไปดว้ย 
เน่ืองจากโดยปกติแลว้การพฒันาของไข่ปลามา้ลายจะถูกกระตุน้ดว้ยแสงในการเล้ียงปลามา้ลายตาม
วิธีมาตรฐานนั้น จะมีการก าหนดช่วงแสงไวท่ี้ สวา่ง 14 ชัว่โมง และมืด 10 โมง และปลาจะเร่ิม
ปล่อยไข่ทนัทีเม่ือไดรั้บแสง (Westerfield, 1995) แต่เม่ือยีน sik1 ถูก knock-out อาจส่งผลต่อการรับ
แสงหรือกลไกการปล่อยไข่ตามปกติเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแสง ส่งผลใหเ้กิดความผิดปกติดา้นฟีโน
ไทป์ดงัท่ีพบในการทดลองคร้ังน้ี 

  

5.3 การแสดงออกของยีนที่เกีย่วข้องกบั apoptosis 
จากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่ ยนี sik1 ไม่ไดเ้ป็น key gene ในการควบคุมการเกิด 

apoptosis ระหวา่งการพฒันาของไข่ในรังไข่ของปลามา้ลาย เน่ืองจากกระบวนการเกิด apoptosis 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นกลไกท่ีมีความซบัซอ้นอยา่งมาก โดยสามารถเกิดขึ้นไดท้ั้งจากการกระตุน้จาก ความเครียด รังสี 

UV ความร้อน และ DNA Damage แลว้ท าให ้ cytochrome C ท่ีอยูภ่ายในไมโตรคอนเดรียถูกหลัง่

ออกมาสู่ไซโตพลาสซึม เพื่อสร้าง apoptosome ขึ้น มากระตุน้ท าใหก้ารท างานของ X-link inhibitor 

of apoptosis protein (XIAP) หยดุลง ส่งผลใหโ้ปรตีน caspase9 เร่ิมท างาน แลว้กระตุน้ใหโ้ปรตีน 

caspase-3 และ caspase-7 ท างาน ส่งผลใหล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์ และชีวเคมีในเซลล์

เปล่ียนไป จนเกิดเป็น apoptosis cell ขึ้น นอกจากน้ีการเกิด apoptosis ยงัเกิดขึ้นไดจ้ากการท่ี 

cytokine ligand ถูกกระตุน้ดว้ยสัญญาณจากภายนอกเซลลใ์หมี้การหลัง่ออกมาจากต่อมไร้ท่อ แลว้

เขา้จบักบัตวัรับสัญญาณท่ีเป็น death receptor แลว้ส่งผลใหโ้ปรตีน caspase-8 และ caspase-10 เร่ิม

ท างานแลว้จากนั้นจึงกระตุน้โปรตีน caspase-3 และ caspase-7 ท าให้เซลลมี์ลกัษณะเป็น apoptosis 

cell ขึ้น (Elmore, 2007; Nagahama and Yamashita, 2008; Takle and Andersen, 2007) ในการศึกษา

คร้ังน้ีหลงัจากท่ีหยดุการท างานของยนี sik1 ท่ีต าแหน่งเป้าหมาย พบวา่รังไข่ของปลามา้ลายเพศเมีย 

sik1-/- ในระยะ maturation และ ovulation ยงัคงมีการแสดงออกของยีน casp3a แต่การแสดงออกของ

ยนีน้ีเม่ือเทียบกบัการแสดงออกในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type พบวา่ casp3a มีการแสดงออก

ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในรังไข่ระยะ ovulation แสดงใหเ้ห็นวา่การเกิด apoptosis ในรังไข่

ยงัคงเกิดขึ้นได ้ เพียงแต่มีจ านวนของเซลลท่ี์มีการเกิด apoptosis ลดลง และเม่ือพิจารณาถึงการ

แสดงออกของยนี XIAP ซ่ึงเป็นยนีท่ีท าหนา้ท่ียบัย ั้งการเกิด apoptosis ในรังไข่ปลามา้ลาย sik1-/- 

พบวา่ในระยะ ovulation การแสดงออกของยนีน้ีไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือ

เทียบกบัรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type แสดงใหเ้ห็นวา่การยบัย ั้งการเกิด apoptosis ใน sik1-/- มีการ

ลดลงเพื่อใหเ้กิด apoptosis ไดไ้ม่ต่างกบัใน wild-type แต่ใน sik1-/-  มียนีท่ีท าหนา้ท่ีกระตุน้ให้เกิด 

apoptosis แสดงออกนอ้ยลงจึงท าใหรั้งไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- มีร้อยละของเซลลท่ี์มีการเกิด 

apoptosis (casp3a) ในระยะ ovulation นอ้ยกวา่ใน wild-type อยา่งเห็นชดั แสดงให้เห็นวา่การเกิด 

apoptosis นั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด ovulation  ในปลามา้ลาย แต่ยนี sik1 เป็นเพียงยนีหน่ึงท่ีมี

บทบาทในการควบคุมการเกิด ovulation ในปลามา้ลาย ซ่ึงไม่ไดเ้ป็น key gene ของการควบคุมการ

เกิด apoptosis เน่ืองจากในการทดลองคร้ังน้ี แมว้า่ยนี sik1 ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด 

apoptosis ซ่ึงถูกหยดุการท างานไปแลว้ ปลามา้ลาย sik1-/- ยงัมีความสามารถในการปล่อยไข่ได ้ แต่

ประสิทธิภาพ และความสมบูรณ์ของไข่นั้นจะลดลงเม่ือเทียบกบัปลามา้ลาย wild-type และเม่ือ

ตรวจสอบการแสดงออกของยนีอ่ืนๆ ท่ีมีบทบาทในการเกิด apoptosis พบวา่ ทั้ง casp3a และ XIAP 

ก็ยงัคงมีการแสดงออกอยู ่ เพียงแต่มีการแสดงออกลดลงเท่านั้น ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ในรังไข่ยงัคงมี

การเกิด apoptosis ขึ้น แต่มีจ านวนของไข่ท่ีเกิด apoptosis ลดลงเท่านั้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการ
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ทดลองขา้งตน้ท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่จ านวนของไข่ท่ีมีการเกิด apoptosis ในรังไข่ของ sik1-/- นั้นมีนอ้ย

กวา่ในรังไข่ของปลามา้ลาย wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ดงันั้นระหว่างการพฒันาของไข่ในรังไข่ยงัมียีนอ่ืนท่ีสามารถกระตุน้การเกิด apoptosis 

ในเซลลไ์ข่ได ้แต่ทั้งน้ียีน sik1 อาจมีส่วนในการควบคุมการรับแสงท่ีบริเวณ photoceptor ของปลา

มา้ลาย เม่ือยีนน้ีถูกหยุดการท างานลง จึงส่งผลต่อการควบคุม circadian clock ท าให้เซลลไ์ข่มีการ

พฒันาท่ีชา้กวา่ปกติ เน่ืองจากตามธรรมชาติการพฒันาของเซลลไ์ข่ของปลามา้ลายจะถูกกระตุน้ดว้ย

แสง ทั้งน้ีเพื่อให้มีความชดัเจนต่อการระบุบทบาทของการเกิด apoptosis ระหว่างการพฒันาของไข่

นั้ นจะต้องมีการหยุดการท างานของยีนอ่ืนท่ีมีการรายงานว่าอาจมีความเก่ียวข้องกับการเกิด 

apoptosis ร่วมดว้ย 
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 บทที่ 6   

สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 
 

จากการศึกษาหน้าท่ีของยีน sik1 ต่อการพัฒนาของไข่ปลาม้าลายโดยใช้เทคนิค 
CRISPR/Cas9 ในการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนสายดีเอ็นเอ เพื่อหยุดการท างานของยีน แลว้สร้าง
ปลามา้ลายกลายพนัธุ์แบบ homozygous mutant โดยมีการกลายพนัธุ์ในลกัษณะของการเพิ่มเขา้มา
ของล าดบัเบส 12 ต าแหน่ง และมีล าดบัเบสหายไป 9 ต าแหน่งบน exon ท่ี 2 ส่งผลให้กรดอะมิโน
สร้างได้เพียง 3 ต าแหน่งเท่านั้น ก่อนจะเกิด stop codon ขึ้น เพื่อใช้ศึกษาลกัษณะทางฟีโนไทป์ 
ไดแ้ก่ ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่ ร้อยละของไข่ผสมติด ร้อยละของไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม 
และร้อยละความผิดปกติของตวัอ่อน รวมถึงการแสดงออกของยีนท่ีมีความเก่ียวขอ้งกับการเกิด 
apoptosis ไดแ้ก่ยีน casp3a และยีน XIAP โดยท าการกระตุน้การพฒันาของไข่ในรังไข่ปลามา้ลาย
ดว้ยฮอร์โมน 17,20β-DHP เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และ 2 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นตวัอย่างของรังไข่ท่ีอยู่ใน
ระยะ maturation และ ovulation ตามล าดบั พบว่าลกัษณะทางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ ร้อยละของไข่ผสม
ติดท่ีได้รับจากปลาม้าลายเพศเมีย sik1-/- นั้นต ่ากว่าไข่ท่ีได้รับจากปลามา้ลาย wild-type อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ อีกทั้งยงัพบว่าไข่ท่ีไดจ้ากปลามา้ลายเพศเมีย sik1-/- มีความผิดปกติของตวัอ่อนท่ี
สูงกว่าปลามา้ลาย wild-type ผสมกับปลามา้ลายเพศผู ้wild-type อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ส่วน
ลกัษณะทางพยาธิสภาพของรังไข่พบว่าในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- มีการพฒันาท่ีช้ากว่า wild-
type และมีลกัษณะของไข่ในระยะ V ผิดปกติ รวมทั้งขนาดของไข่ปลาในระยะ V ของปลามา้ลาย 
sik1-/- นั้นมีขนาดเลก็กวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัไข่ระยะ V ของปลามา้ลาย wild-type 
อีกทั้งยงัคงมีการแสดงออกของยีน casp3a และ XIAP แสดงให้เห็นในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- 
ยงัคงมีการเกิด apoptosis ขึ้น แต่เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน casp3a ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีหนา้ท่ี
ในการกระตุน้ให้เซลลเ์กิด apoptosis ในรังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- นั้นมีการแสดงออกต ่ากวา่ในรัง
ไข่ของปลามา้ลาย wild-type อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ จึงส่งผลให้รังไข่ของปลามา้ลาย sik1-/- มี
จ านวนของไข่ท่ีเกิด apoptosis นอ้ยกวา่ใน wild-type อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติตามไปดว้ย 

จากการศึกษาคร้ังน้ีระบุไดว้่ายีน sik1 เป็นเพียงยีนหน่ึงท่ีมีบทบาทในการควบคุมการ
เกิด apoptosis แต่ไม่ไดเ้ป็นยีนหลกั (key gene) ท่ีควบคุมการเกิด apoptosis ดงันั้นเพื่อให้เขา้ใจถึง
บทบาทของการเกิด apoptosis ระหวา่งการพฒันาของไข่ นั้นจะตอ้งมีการหยดุการท างานของยีนอ่ืน
ท่ีมีการรายงานวา่อาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิด apoptosis ร่วมดว้ย 
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ประวตัิผู้เขียน 

 

ช่ือ-นามสกุล นางสาวสุทธิรัตน์ ปัญจขนัธ์ 

วนั เดือน ปีเกิด 24 กุมภาพนัธ์ 2539 

ท่ีอยู ่ 62 หมู่ 4 ต าบลศรีถอ้ย อ าเภอแม่ใจ จงัหวดัพะเยา 56130 

ประวติัการศึกษา 2560 วิทยาศาสตรบณัฑิต  

         สาขาวิทยาศาสตร์การประมง (เกียรตินิยมอนัดบั 1) 

         สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

2556 มธัยมศึกษาปีท่ี 6 

         โรงเรียนพะเยาพิทยาคม จงัหวดัพะเยา 

ผลงานวิจยั  

พ.ศ. 2563 - ความดกไข่ คุณภาพของไข่ และการถดถอยของเน้ือเยื่อรังไข่ของปลา

มา้ลายแม่พนัธุ์ ในช่วงเวลาท่ีมีการวางไข่อยา่งต่อเน่ือง 

- แบบแผนการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี Salt Inducible 

Kinase1 (sik1(+/–)) ในปลามา้ลาย (Denio rerio) กลายพนัธุ์แบบเฮเทอ

โรไซกสั 

พ.ศ. 2560 - อิทธิพลของ Arrhenius Breakpoint Temperature (ABT) ต่อการสร้าง

ฮีทช็อคโปรตีน 70 ของหอยสองฝาชนิด Isognomon nucleus 
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