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บทคัดยอ 
 

การพัฒนาวิธีการศึกษาหนาท่ีของยีนในปลามาลายโดยเทคนิคยีนน็อคดาวนไดมีมาอยาง
ตอเนื่อง แตทวาการศึกษาท่ีผานมาสวนใหญเปนเทคนคิยีนน็อคดาวนระยะส้ัน ถึงแมวาจะมี
การศึกษาพัฒนาของมูลจีโนมของปลามาลายแตยังไมมีรายงานการศกึษาโครงสรางของยีน U6 
snRNA และการนํายีนในสวนโปรโมเตอรไปใชในการแสดงออกสําหรับ short hairpin RNA 
(shRNA) ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้จึงไดทําการโคลนและศึกษาโครงสรางของยีน U6 snRNA และ
การตัดตอโปรโมเตอรเพื่อนําไปใชสําหรับการสรางเวคเตอรสําหรับยีนน็อคดาวน ผลการโคลนยีน 
U6 snRNA ในปลามาลายทําใหไดยีน U6 snRNA ท่ีแตกตางกัน 3 ยนี ไดแก U6-1, U6-2 และ U6-3 
ผลจากการสราง phylogenetic tree พบวายนี U6-1 มีความใกลเคียงกับยีน U6 snRNA ของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมมากวายีน U6 snRNAของสัตวชนิดอ่ืน ๆ ในขณะทีย่ีน U6-2 มีความใกลเคียงกับยนี U6 
snRNA ของ Xenopus และ ยีน U6-3 มีความใกลเคียงกบัยีน U6 snRNA ของแมลงหวี่มากกวายีน 
U6 snRNA ของสัตวชนิดอ่ืน ๆ ผลการศึกษาโครงสรางของโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA ในปลา
มาลาย ไดจําแนก กลุมนวิคลีโอไทด TATA box และ proximal sequence element โดยการเทยีบ
ตําแหนงกับนวิคลีโอไทดเริม่ตน พบกลุมเบส CCAAT ตรงบริเวณที่คาดวาจะเปนบริเวณของ Distal 
sequence element ผลจากการวิเคราะห Blastn analysis กับจีโนมของปลามาลาย พบวา ยนี U6-1 มี
การกระจายตวัอยูในโครโมโซมตาง ๆ ของปลามาลายถึง 555 ชุด ในขณะทีย่ีน U6-2 และ U6-3 พบ
เพียง 1 ชุดในจีโนมของปลามาลาย ผลจากการทาํ RT-PCR แสดงใหเห็นวายีน U6 snRNA ทั้งสามมี
การแสดงออกในอวยัวะตาง ๆ ของปลามาลาย เมื่อนําเอาโปรโมเตอรไปตัดตอกับยีนท่ีสรางเปน 
shRNA พบวาโปรโมเตอรท้ัง 3 ชนิดของยนี U6 snRNA สามารถสราง shRNA ไดเมือ่ทําการ
ทดสอบปฏิกิริยา in vitro transcription โดยใชสารสกัดจากเซลลของปลามาลาย ผลการทดสอบ
ดังกลาวนีแ้สดงใหเห็นวาโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA สามารถนําไปใชประโยชนในการใชใน
การตัดตอยนีสําหรับยีนน็อคดาวนระยะยาวไดในปลามาลาย เมื่อทําการทดสอบการแสดงออกของ 
shRNA ดวยโปรโมเตอร U6 snRNA (ของปลามาลาย) ในสารสกัดจากเซลลของปลานิล ปลาไน 
และปลาดุก พบวามีการแสดงออกเมื่อใชสารสกัดจากเซลลของปลานิลแตไมมีการแสดงออกในสาร
สกัดจากเซลลของปลาดุกและปลาไน แสดงใหเห็นวาการนําโปรโมเตอร U6 snRNA ของปลามา
ลายไปใชกับปลาอ่ืน ๆ จะไดผลหลากหลาย  นอกจากนี้จากการวิเคาะห Blastn analysis กับขอมูล
จีโนมของปงามาลาย ไดพบยีน U6 snRNA อีกหนึ่งชนดิ (U6-4) แสดงใหเห็นวาปลามาลายมียีน U6 
snRNA ท่ีแตกตางกันทั้งหมด 4 ชนิด  
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Abstract 
 

Gene function studies via gene knockdown (GKD) in zebrafish have been 

intensively conducted; however, most techniques  offer only transient interfering 

effects.  Although zebrafish genomic information is available, the U6 snRNA genes 

and the use of their promoters for short hairpin RNA (shRNA) expression have not 

been fully characterized.  In this study, the structure of the U6 snRNA genes and their 

genomic organization are elucidated.  Additionally, transcription assays utilizing the 

U6 promoters were conducted to provide sustained vector-based RNA interference 

(RNAi).  Three U6 snRNA genes were characterized and randomly designated as U6-

1, U6-2, and U6-3.  Phylogenetic tree analysis indicated that the U6-1 gene is closely 

related to the mammal U6 snRNA genes and that the U6-2 and U6-3 genes are more 

closely related to Drosophila and Xenopus U6 snRNA genes.  According to the 

conserved position of the upstream regulatory elements, TATA box and the proximal 

sequence element were located.  The “CCAAT box” is predicted to function as the 

distal sequence element in the zebrafish U6 snRNA genes.  Genomic BLASTn 

analysis revealed that at least 555 copies of the U6-1 gene are dispersed throughout the 

zebrafish genome, whereas the U6-2 and U6-3 genes are each present as a single copy.  

RT-PCR demonstrated that these three U6 snRNA genes are functionally expressed in 

various tissues.  All three putative promoters were able to transcribe shRNA in 

zebrafish, providing that they have potential to be used for vector-based RNAi in 

zebrafish.  A putative U6 promoter would provide a powerful tool for long-term GKD 

in zebrafish.  The zebrafish U6 promoter efficiently promoted shRNA in vitro 

expression in cell extracts isolated from Nile tilapia, but not from catfish or common 

Comment:  
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carp, demonstrating that the zebrafish U6 promoters promoted variable transcription 

efficiency across species.  Another U6 snRNA was found from the genomic BLASTn 

search and designated as U6-4, suggesting that there are four different types of 

zebrafish U6 snRNA genes.   
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ระยะเวลาดําเนินการ 24  เดือน 
 
ปญหาที่ทําการวิจัยและความสําคัญของปญหา 

ความกาวหนาทางเทคโนโลยีทางชีวภาพโดยเฉพาะการทําหองสมุดยนี (gene library) การ
แยกยีนและการวิเคราะหลําดบัเบส (DNA sequencing) ทําใหในปจจุบันมีขอมูลลําดับเบสของยีน
ของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ อยูในธนาคารยีน โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลลําดับเบสที่สมบูรณของจีโนม
มนุษย หนู ปลาฟุกุ และปลามาลาย รวบรวมไวในธนาคารยีน ซ่ึงสามารถเขาไปศึกษาไดทาง
อินเตอรเนต (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) อยางไรก็ตามแมวาจะมีขอมูลลําดับเบสของยีน
ตาง ๆ แตขอมูลลําดับเบสเพียงอยางเดียวไมสามารถบอกหนาท่ีของยนี (gene function) ได จึงทําให
ยังไมสามารถใชประโยชนจากขอมูลยีนตาง ๆ ที่ไดศึกษาไวไดอยางเต็มท่ี การศึกษาวิจัยในปจจุบนั
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จึงมุงไปสูการพัฒนาวิธีการศึกษาหนาท่ีของยีนที่ทราบลําดับเบสแลว วิธีท่ีจะใชศึกษาหนาท่ีของยีน
ท่ีไดผลดีและใชมาเปนเวลานาน คือ การทาํใหยนีท่ีตองการศึกษาเกดิการกลายพันธุจนไมสามารถจะ
ทํางานไดเปนปกติ ทําใหส่ิงมีชีวิตแสดงความผิดปกติออกมา และเราสามารถทราบหนาที่ของยนี
จากการเปรยีบเทียบความผิดปกติท่ีเกดิขึ้น ถึงแมเทคนิคดงักลาวจะมีหลกัการที่งาย แตในทางปฏิบัติ
เปนการยากที่จะทําใหการกลายพันธุเกิดจาํเพาะเจาะจงกบัยีนที่เราตองการศึกษา นอกจากนี้ยังมี
เทคนิคการน็อคเอาท (gene knockout) คือ เปลี่ยนแปลงลําดับเบสของดเีอ็นเออยางจําเพาะเจาะจง 
อาจจะโดยการแทรกชิ้นสวนดีเอ็นเอเขาไปในยนีท่ีตองการศึกษาหรือการตัดชิ้นสวนของยีนท่ี
ตองการศึกษาออกบางสวนก็ได และสงผลทําใหยีนนั้นไมสามารถทํางานไดถูกตองตอไป หรือการ
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีนจนสงผลใหยีนไมสามารถทํางานไดอีก นอกจากนี้ยังมีเทคโนโลยี
อีกอันหนึ่งท่ีสามารถนาํมาใชในการศึกษาหนาที่ของยนีไดก็คือ เทคนคิการเพิ่มยีนหรือการถายยีนท่ี
ตองการศึกษาเขาไปในสิ่งมีชวีิต (transgenesis) เทคนิคตาง ๆ เหลานี้แมจะสามารถใชศึกษาหนาท่ี
ของยีนได แตก็ยุงยากในทางปฏิบัติ ยกตัวอยางเชน สําหรับเทคโนโลยียีนน็อคเอาท แมวาจะมีการ
วิจัยพัฒนาเทคนิคยีนน็อคเอาทในสัตวตาง ๆ แตการนําไปใชยังจํากัดอยูแตในหนูเทานั้น สําหรับ
เทคโนโลยีการเพิ่มยีน การถายยีนทีต่องการศึกษาเขาสูตัวออนสัตวนั้น ในทางปฏิบัติยีนท่ีถายเขาสู
ตัวออนสัตวมกัจะมกีารเขาไปรวมกับโครโมโซมหลังการแบงเซลลของตัวออน ทําใหเกิดสภาวะที่
เซลลตาง ๆ ในสัตวตัวเดียวกันมีพันธุกรรมไมเหมือนกนั (mosaic) ทําใหตองเลี้ยงสตัวอยางนอย 2-3 
รุนจึงจะไดสัตวที่ไดรับการถายยนีอยางสมบูรณแบบ นอกจากนี้การวเิคราะหหนาที่ของยีนจะไดผล
ชัดเจนก็ตอเมือ่ มีการแสดงออกอยางเดนชัดของยีนท่ีเพิม่เขาไป    

ปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคโนโลยียีนน็อคดาวน (gene knockdown) ซ่ึงเปนวิธีการทีร่บกวน
หรือขัดขวางการทํางานของยีน ซ่ึงอธิบายไดดังนี้ เทคนคิยีนน็อคดาวน (gene knockdown) คือ 
เทคนิคท่ีใชสารนิวคลีโอไทดหรือสารนิวคลีโอไทดท่ีมีการดัดแปลงไปขัดขวางการทํางานของยีน 
เนื่องจากสารนิวคลีโอไทดเหลานี้จะมีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับเบสของยีนเปาหมาย (target gene) 
เรียกวา สารแอนไทเซนซ  (antisense molecules) จึงทําใหการขัดขวางการแสดงออกของยีนมี
ความจําเพาะสงูโดยจะจําเพาะตอยีนทีม่ีลําดับเบสที่เปนคูสมกันเทานั้น การขัดขวางการแสดงออก
ของยีนท่ีทราบลําดับเบสอยางจําเพาะเจาะจงนี้ สงผลใหผูศึกษาสามารถทราบหนาที่ของยีนโดยการ
เปรียบลักษณะที่ปรากฏเมื่อยีนถูกรบกวนการแสดงออก กับลักษณะทีป่รากฏเมื่อยีนมีการทํางาน
อยางปกติ จึงไดมีการพิสูจนอยางกวางขวางวาสามารถนํามาใชในการศึกษาหนาที่ของยีนไดอยางมี
ความจําเพาะสงู (Elbashir et al., 2002) นอกจากนี้เทคโนโลยียีนน็อคดาวนยงัเปนเทคโนโลยีที่ใช
คาใชจายไมสูงมาก ไมตองการเทคนิคหรอืวิธีการที่ยุงยากมารวมดวย จึงทําใหเทคโนโลยียีนน็อค
ดาวนไดถูกนําไปใชในการศกึษาหนาที่ของยีนในปลา (Nasevicius et al., 2000; Braat et al.,2001; 
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Boonanuntanasarn et al., 2002) และยีนน็อคดาวนยังถูกนาํไปประยกุตใชในการทดลองตาง ๆ เชน 
การนําไปศึกษาถึงความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชกับการรักษาโรคที่เกิดจากความผิดปกติทาง
พันธุกรรม เชน โรคโลหิตจาง (Lacerra et al., 2000) พัฒนาเปนยารักษาโรคเอดส (The vitravange 
group, 2002) และพัฒนาเปนยาที่ใชในการรักษาโรคมะเร็ง (Muller et al., 1998) เปนตน 
 ถึงแมวาในปจจุบันไดมกีารคนพบสารตาง ๆ ท่ีทําหนาที่เปนสารแอนไทเซนซที่เหมาะสม
สําหรับสตัว เชน antisense RNA, โอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีการดัดแปลง (modified 
oiligonucleotides) อารเอ็นเอสายคูขนาดเล็ก (small interfering RNA; siRNA) และ ไรโบไซม 
(ribozyme) แตแอนไทเซนซทุกตัวมีผลอยางเดยีวกันคอื มีผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยาง
จําเพาะเจาะจงแตมีผลตอเซลลส่ิงมีชีวิตอยางชั่วคราวเทานัน้  เพราะสารแอนไทเซนซจะมีคงตวัอยู
ในเซลลไดชวงเวลาหนึ่งเทานั้น หลังจากนัน้ก็จะถูกทําลายดวยเอ็นไซมนิวคลีเอส (nuclease) ตาง ๆ 
ในเซลล  

จงึไดมแีนวคิดที่จะพัฒนาการน็อคดาวนของยีนอยางถาวร โดยการถายชุดของยีน (gene 
transfer) ท่ีสามารถสรางแอนไทเซนซภายในเซลล ทําใหสามารถขัดขวางการแสดงออกของยีนได
ในระยะยาว หรือสามารถขัดขวางการแสดงออกของยีนอยางถาวร ซ่ึงกคื็อการปรับแปลงพันธุกรรม
ของสัตวโดยการถายยีนท่ีมีการแสดงออกของสารแอนไทเซนซภายในตวัสัตว (Vector based gene 
knockdown) ซ่ึงชุดของยีนที่จะนําไปทําใหเกิดยีนน็อคดาวนอยางถาวรนั้น ประกอบดวยสวนของ
โปรโมเตอร ยีนและสวนของยีนที่จะนําไปสรางสารแอนไทเซนซ โปรโมเตอรท่ีใชกันอยูในปจจุบัน
เปนโปรโมเตอรชนิดอารเอนเอโพลิมอเรส II (RNA polumerase II) ซ่ึงไมเหมาะสมตอเทคนิค
ยีนน็อคดาวน เนื่องจากโปรโมเตอรชนิดนีมั้กจะทําใหสวนของอารเอ็นเอมีสวนท่ีเปน untranslated 
region อยูท้ังสองปลายของสายเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ทีไ่ดจากการทรานสคริบชัน (transcription) 
ในขณะที่โปรโมเตอร ชนิด อารเอ็นเอโพลิเมอเรส III (RNA polymerase III) จะมีความเหมาะสม
มากกวา เพราะเปนโปรโมเตอรที่เหมาะสมตอการสรางอารเอ็นเอสายสั้น ๆ จึงมีการเติมเบสจํานวน
นอยเขาไปในผลผลิตอารเอ็นเอที่ไดจากการทรานสคริบชัน ซ่ึงเหมาะสมตอสารแอนไทเซนซ เพราะ
สารแอนไทเซนซสวนใหญจะเปนอารเอ็นเอขนาดเล็ก และโปรโมเตอรชนิดอารเอ็นเอโพลิเมอเรส 
III ยังมีอัตราการแสดงออกทีสู่งหรือทําใหมีการผลิตสารแอนไทเซนซขนาดเล็กจํานวนมาก เพื่อเพิม่
ประสิทธิภาพการขัดขวางการทํางานของยีนในกระบวนการยีนน็อคดาวน 

ปลามาลาย (zebrafish, Danio rerio) เปนปลาที่นิยมใชเปนตัวแทนของสัตวทดลองอยาง
แพรหลายในดานตาง ๆ เชน ทางการแพทย การคนควายา การศึกษาทางดานชีววิทยา และยังเปน
สัตวทดลองที่ดีในการคนควาเทคนิคใหม ๆ สําหรบัการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําอีกดวย (Hertog, 2005; 
Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 2007) แมวาการศึกษาลําดบัเบสของยีนตาง ๆ รวมทั้ง 
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ขอมูลลําดับเบสของจีโนมปลามาลายจะไดรับการศึกษาอยางมาก แตยงัไมมีการศึกษาการแยกโปร
โมเตอรท่ีเหมาะสมตอยีนนอ็คดาวน ไดแก โปรโมเตอรของ U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) 
มาใชในเทคนิคยีนน็อคดาวน ในการศึกษาครั้งนี้จึงจะทาํการโคลน u6 snRNA promoter จากปลามา
ลาย เพื่อจะใชเปนประโยชนตอการศึกษายนีน็อคดาวนระยะยาวในปลามาลาย เพื่อประโยชนในการ
พัฒนาเทคโนโลยียีนน็อคดาวนระยะยาวในปลามาลาย ซ่ึงเปนสัตวทดลองท่ีมีความนิยมสูงใน
การศึกษาหลายสาขาวิชาทั้งในดานวิทยาศาสตรบริสุทธ์ิ วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีรวมท้ังการ
เพาะเล้ียงสัตวน้ําเปนตน และจะนําเอาโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA ที่โคลนไดไปทดสอบการ
ทํางานในปลาชนิดอ่ืน เพื่อเปนแนวทางของการนําไปประยุกตใชในการเพาะเลี้ยงสตัวน้ําตอไป  
  
วัตถุประสงค 

1. เพื่อทําการแยกยีน U6 snRNA จากปลามาลาย และวิเคราะหลําดับเบสของยีน U6 snRNA  
2. เพื่อการศึกษาเชิงเปรียบเทียบของโครงสรางของยีน U6 snRNA ระหวางปลามาลายและ

สัตวอื่น ๆ ที่ไดมีขอมูลศึกษาไวแลว 
3. เพื่อศึกษาตาํแหนงชุด และตาํแหนงยีนในของยีน U6 snRNA บนโครโมโซมของ            

ปลามาลาย 
4. เพื่อศึกษาการทํางานของยีน U6 snRNA ทีม่ีอยูในจีโนมของปลามาลาย 
5. เพื่อศึกษาการนําเอาสวนของโปรโมเตอรของ U6 snRNA ไปใชในการแสดงออกอารเอ็นเอ

สายสั้น เพื่อการนําไปประยกุตสําหรับเทคนิคยีนน็อคดาวน 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 

1. การแยกยนี U6 snRNA เสนสมบูรณจากจีโนมของปลามาลาย โดยวิธี nested PCR โดยใช 
zebrafsih genomic library เปนยีนตนแบบ 

2. การวิเคราะหลําดับเบสของยีน U6 snRNA และการวิเคราะหโครงสรางของยีน U6 snRNA 
โดยการเปรียบเทียบกับโครงสรางทั่วไปของยีน U6 snRNA ที่ไดมีการรายงานไวในสัตว
ชนิดอ่ืน ๆ  

3. การสราง phylogenetic tree ของ coding region ของยีน U6 snRNA ระหวางปลามาลายที่ได
จากการศึกษาครั้งนี้กับขอมูล coding region ของยีน U6 snRNA ของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ 
โดยใชขอมูลใน (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) 

4. การศึกษาการทํางานของยีน U6 snRNA วายีนใดเปน real gene หรือ pseudogene โดยวิธี 
reverse transcritption PCR 
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5. การวิเคราะหตําแหนงของยีน U6 snRNA บนโครโมโซมของปลามาลาย และจํานวนชุด
ของยีน U6 snRNA แตละชนิดบนโครโมโซมของปลามาลาย โดยใชขอมูลจาก 
http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genome 

6. การศึกษาเพื่อการนําไปประยุกตใชสําหรับยีนน็อคดาวน โดยการโคลนสวนของโปรโม
เตอร เพื่อนํามาตอกับสวนของยีนที่สราง short hairpin RNA (shRNA) และทําการตรวจการ
ใชงานของรีคอมบีแนนทเวกเตอรดังกลาวในหลอดทดลอง โดยใชสารสกัดของเอนไซม 
RNA polymerase III จากเซลลของปลามาลาย 

7. การทดลองศึกษาการใชรีคอมบีแนนทเวกเตอรในขอ 6 ตอการทดสอบการแสดงออกใน
ปลาขามชนิด โดยใชสารสกดัเอนไซม RNA polymerase III จากเซลลของปลาที่มี
ความสําคัญเชิงเศรษฐกิจ บางชนิด เชน ปลาไน (Cyprinus carpio) ปลาดุก (Clarias 
garienpinus) และปลานิล (Oreochromis niloticus)  

8. การทดลองศึกษาการใชรีคอมบีแนนทเวกเตอรในขอ 6 ตอการทดสอบการแสดงออกใน 
สัตวน้ําเศรษฐกิจ ไดแก กุงทะเล โดยใชสารสกัดเอนไซม RNA polymerase III จากลูกกุง
กุลาดํา (Peneaus monodon) และกุงขาว (Litopeneaus vannamai)  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความกาวหนาทางเทคโนโลยีทางชีวภาพโดยเฉพาะการทําหองสมุดยนี (gene library) การ

แยกยีนและการวิเคราะหลําดบัเบส (DNA sequencing) ทําใหในปจจุบนัมีขอมูลลําดับเบสของยีน
ของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ อยูในธนาคารยีน โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลลําดับเบสที่สมบูรณของจีโนม
มนุษย หนู ปลาฟุกุ และปลามาลาย รวบรวมไวในธนาคารยีน ซ่ึงสามารถเขาไปศึกษาไดทาง
อินเตอรเนต (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) อยางไรก็ตามแมวาจะมีขอมูลลําดับเบสของยีน
ตาง ๆ แตขอมูลลําดับเบสเพียงอยางเดียวไมสามารถบอกหนาที่ของยนี (gene function) ได จึงทําให
ยังไมสามารถใชประโยชนจากขอมูลยีนตาง ๆ ที่ไดศึกษาไวไดเต็มที่  

การศึกษาวิจยัในปจจุบนัจึงมุงไปสูการพัฒนาวิธีการศึกษาหนาที่ของยนีที่ทราบลําดับเบส
แลว วิธีที่จะใชศึกษาหนาทีข่องยีนที่ไดผลดีและใชมาเปนเวลานาน คือ การทําใหยนีที่ตองการศึกษา
เกิดการกลายพันธุจนไมสามารถจะทํางานไดเปนปกติ ทําใหส่ิงมีชีวติแสดงความผดิปกติออกมา 
และเราสามารถทราบหนาที่ของยีนจากการเปรียบเทียบความผิดปกตทิี่เกิดขึ้น ถึงแมเทคนิคดังกลาว
จะมีหลักการที่งาย แตในทางปฏิบัติเปนการยากที่จะทําใหการกลายพันธุเกิดจําเพาะเจาะจงกับยีนที่
เราตองการศึกษา นอกจากนีย้ังมีเทคนิคการน็อคเอาท (gene knockout) คือ เปลี่ยนแปลงลําดับเบส
ของดีเอ็นเออยางจําเพาะเจาะจง อาจจะโดยการแทรกชิ้นสวนดีเอ็นเอเขาไปในยีนที่ตองศึกษาหรอื
การตัดดีเอน็เอของยีนที่ตองการศึกษาบางสวนออกกไ็ด และสงผลทําใหยีนนั้นไมสามารถทํางานได
ถูกตองตอไป (Lobe and Nagy, 1998; Moreadith and Radford, 1997) หรือการทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของยีนจนสงผลใหยีนไมสามารถทํางานไดอีก นอกจากนี้ยังมีเทคโนโลยีอีกอันหนึ่งที่
สามารถนํามาใชในการศึกษาหนาที่ของยนีไดก็คือ เทคนิคการเพิ่มยนีหรือการถายยนีที่ตองการ
ศึกษาเขาไปในสิ่งมีชีวิต (transgenesis) เทคนิคตาง ๆ เหลานี้แมจะสามารถใชศึกษาหนาที่ของยีนได 
แตกย็ุงยากในทางปฏิบัติ ยกตัวอยางเชน สําหรับเทคโนโลยียีนน็อคเอาท แมวาจะมีการวิจัยพัฒนา
เทคนิคยีนน็อคเอาทในสัตวตาง ๆ แตการนําไปใชยังจํากัดอยูแตในหนูเทานั้น การนําไปใชในสตัว
ชนิดอื่น ๆ โดยเฉพาะปลายังอยูในระดับงานวิจยัเทานัน้ ซ่ึงการนํามาใชตองการเทคนิคอื่น ๆ และ
เครื่องมืออุปกรณสารเคมีที่ตองใชคาใชจายสูง สําหรับเทคโนโลยีการเพิ่มยีน การถายยีนทีต่องการ
ศึกษาเขาสูตัวออนสัตวนั้น ในทางปฏิบัติยนีที่ถายเขาสูตวัออนสัตวมกัจะมีการเขาไปรวมกับ
โครโมโซมหลังการแบงเซลลของตัวออน ทําใหเกิดสภาวะที่เซลลตาง ๆ ในสัตวตวัเดยีวกันมี
พันธุกรรมไมเหมือนกนั (mosaic) ทําใหตองเลี้ยงสัตวอยางนอย 2-3 รุนจึงจะไดสัตวทีไ่ดรับการถาย
ยีนอยางสมบูรณแบบ (Stone and Vulchanova, 2003)นอกจากนี้การวเิคราะหหนาที่ของยีนจะไดผล
ชัดเจนก็ตอเมือ่ มีการแสดงออกอยางเดนชัดของยีนที่เพิม่เขาไป    
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ปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคโนโลยียีนน็อคดาวน (gene knockdown) ซ่ึงเปนวิธีการทีร่บกวน
หรือขัดขวางการทํางานของยีน ซ่ึงอธิบายไดดังนี้ เทคนคิยีนน็อคดาวน (gene knockdown) คือ 
เทคนิคที่ใชสารนิวคลีโอไทดหรือสารนิวคลีโอไทดที่มีการดัดแปลงไปขัดขวางการทํางานของยีน 
เนื่องจากสารนิวคลีโอไทดเหลานี้จะมีลําดบัเบสเปนคูสมกับลําดับเบสของยีนเปาหมาย (target gene) 
เรียกวา สารแอนไทเซนซ  (antisense molecules) จึงทําใหการขัดขวางการแสดงออกของยีนมี
ความจําเพาะสงูโดยจะจําเพาะตอยีนเปาหมายที่มีลําดบัเบสที่เปนคูสมกันเทานั้น การขัดขวางการ
แสดงออกของยีนที่ทราบลําดับเบสอยางจาํเพาะเจาะจงนี้ สงผลใหผูศึกษาสามารถทราบหนาที่ของ
ยีนโดยการเปรียบลักษณะทีป่รากฏเมื่อยีนถูกรบกวนการแสดงออก กับลักษณะที่ปรากฏเมื่อยีนมี
การทํางานอยางปกติ และไดมีการพิสูจนอยางกวางขวางวาสามารถนํามาใชในการศึกษาหนาที่ของ
ยีนไดอยางมีความจําเพาะสูง (Elbashir et al., 2002; Harboth et al., 2001) นอกจากนี้เทคโนโลยี
ยีนน็อคดาวนยังเปนเทคโนโลยีที่ใชคาใชจายไมสูงมาก ไมตองการเทคนิคหรือวธีิการที่ยุงยาก
มารวมดวย จึงทําใหเทคโนโลยียีนน็อคดาวนไดถูกนําไปใชในการศึกษาหนาที่ของยนีในปลา 
(Nasevicius et al., 2000; Braat et al.,2001; Boonanuntanasarn et al., 2002) และยีนน็อคดาวนยังถูก
นําไปประยุกตใชในการทดลองตาง ๆ เชน การนําไปศึกษาถึงความเปนไปไดที่จะนําไปใชกับการ
รักษาโรคที่เกดิความผิดปกติทางพันธุกรรม เชน โรคโลหิตจาง (Lacerra et al., 2000) พัฒนาเปนยา
รักษาโรคเอดส (The vitravange group, 2002) และพัฒนาเปนยาที่ใชในการรักษาโรคมะเร็ง (Muller 
et al., 1998) เปนตน 
 ถึงแมวาในปจจุบันไดมกีารคนพบสารตาง ๆ ที่ทําหนาที่เปนสารแอนไทเซนซที่เหมาะสม
สําหรับสัตว เชน antisense RNA, โอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีการดัดแปลง (modified 
oiligonucleotides) อารเอ็นเอสายคูขนาดเล็ก (small interfering RNA; siRNA) และ ไรโบไซม 
(ribozyme) แตแอนไทเซนซทุกตัวมีผลอยางเดยีวกันคอื มีผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยาง
จําเพาะเจาะจงแตมีผลตอเซลลส่ิงมีชีวิตอยางชั่วคราวเทานัน้  เพราะสารแอนไทเซนซจะมีคงตวัอยู
ในเซลลไดชวงเวลาหนึ่งเทานั้น หลังจากนัน้ก็จะถูกทําลายดวยเอ็นไซมนิวเคลีเอส (nuclease) ตาง ๆ 
ในเซลล  

จึงไดมแีนวคดิที่จะพัฒนาการน็อคดาวนของยีนอยางถาวร โดยการถายชุดของยนี (gene 
transfer) ที่สามารถสรางแอนไทเซนซภายในเซลล ทําใหสามารถขัดขวางการแสดงออกของยีนได
ในระยะยาว หรือสามารถขัดขวางการแสดงออกของยีนอยางถาวร ซ่ึงกค็ือการปรับแปลงพันธุกรรม
ของสัตวโดยการถายยีนที่มีการแสดงออกของสารแอนไทเซนซภายในตวัสัตว (Vector based gene 
knockdown) ซ่ึงชุดของยีนที่จะนําไปทําใหเกิดยนีน็อคดาวนอยางถาวรนั้น ประกอบดวยสวนของ
โปรโมเตอร ยีนและสวนของยีนที่จะนําไปสรางสารแอนไทเซนซ โปรโมเตอรที่ใชกนัอยูในปจจุบนั
เปนโปรโมเตอรชนิดอารเอ็นเอโพลิมอเรส II (RNA polumerase II) ซ่ึงไมเหมาะสมตอเทคนิค
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ยีนน็อคดาวน เนื่องจากโปรโมเตอรชนิดนีม้ักจะทําใหสวนของอารเอ็นเอมีสวนที่เปน untranslated 
region อยูทั้งปลาย 5’ และปลาย 3’ ของสายเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ทีไ่ดจากการทรานสคริบชัน 
(transcription) ในขณะที่โปรโมเตอร ชนิด อารเอนเอโพลิเมอเรส III (RNA polymerase III) จะมี
ความเหมาะสมมากกวา เพราะเปนโปรโมเตอรที่เหมาะสมตอการสรางอารเอ็นเอสายสั้น ๆ จึงมีการ
เติมเบสจํานวนนอยเขาไปในผลผลิตอารเอ็นเอที่ไดจากการทรานสคริบชัน ซ่ึงเหมาะสมตอสารแอน
ไทเซนซ เพราะสารแอนไทเซนซสวนใหญจะเปนอารเอ็นเอขนาดเลก็และมีโครงสรางเฉพาะ (การ
เติมเบสจํานวนมากเขาไปทีป่ลายทั้งสองขาง อาจทําใหมกีารเปลี่ยนแปลงโครงสรางที่สามารถ
ทํางานได) นอกจากนี้โปรโมเตอรชนิดอารเอ็นเอโพลิเมอเรส III ยังมีอัตราการแสดงออกที่สูงหรือ
ทําใหมีการผลติสารแอนไทเซนซขนาดเล็กจํานวนมาก เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการขัดขวางการ
แสดงออกของยีนเปาหมายทีต่องการศึกษา 

ปลามาลาย (zebrafish, Danio rerio) เปนปลาที่วงจรชีวติสั้น (ประมาณ 3เดือนก็เจริญเตบิโต
ถึงระยะโตเตม็วัย) การพัฒนาการในระยะวยัออนใชเวลานอย (ประมาณ 1 สัปดาห) การผสมพันธุ
เกิดภายนอก และใหไขหรือตัวออนจํานวนมาก ไขปลามีเปลือกใสและโปรงแสง ทําใหสามารถ
สังเกตการพัฒนาการของตัวออนของไขปลาไดงาย จึงนยิมใชเปนตัวแทนของสัตวทดลองอยาง
แพรหลายในดานตาง ๆ เชน ทางการแพทย การคนควายา การศึกษาทางดานชีววิทยา ทั้งนี้เนื่องจาก
ปลามาลายมีการแสดงออกของยีนที่คลายคลึงการแสดงออกของยีนของมนุษย และยังเปนสัตวทดล
องที่ดีในการคนควาเทคนิคใหม ๆ สําหรับการเพาะเลีย้งสัตวน้ําอีกดวย (Postlewait et al., 2000; 
Hertog, 2005; Dahm and Geisler, 2006; Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 2007) แมวา
การศึกษาลําดบัเบสของยีนตาง ๆ รวมทั้ง ขอมูลลําดับเบสของจีโนมปลามาลายจะไดรับการศึกษา
อยางมาก จึงมขีอมูลทางดานจีโนมที่สมบูรณใน http://zfin.org แตยังไมมีการศึกษาการแยกโปรโม
เตอรที่เหมาะสมตอยีนน็อคดาวน ไดแก โปรโมเตอรของ U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) มา
ใชในเทคนิคยนีน็อคดาวน ในการศึกษาครัง้นี้จึงจะทําการโคลน u6 snRNA promoter จากปลามา
ลาย เพื่อจะใชเปนประโยชนตอการศึกษายนีน็อคดาวนระยะยาวในปลามาลาย เพื่อประโยชนในการ
พัฒนาเทคโนโลยียีนน็อคดาวนระยะยาวในปลามาลาย ซ่ึงเปนสัตวทดลองที่มีความนิยมสูงใน
การศึกษาหลายสาขาวิชาทั้งในดานวิทยาศาสตรบริสุทธิ์ วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีรวมทั้งการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ําเปนตน   
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เพื่อทําการแยกยีน U6 snRNA จากปลามาลาย และวิเคราะหลําดับเบสของยีน U6 
snRNA  

2. เพื่อการศึกษาเชิงเปรียบเทียบของโครงสรางของยีน U6 snRNA ระหวางปลามาลาย
และสัตวอ่ืน ๆ ที่ไดมีขอมูลศึกษาไวแลว 

3. เพื่อศึกษาตําแหนงชุด และตาํแหนงยีนในของยีน U6 snRNA บนโครโมโซมของ       
ปลามาลาย 

4. เพื่อศึกษาการทํางานของยีน U6 snRNA ทีม่ีอยูในจีโนมของปลามาลาย 
5. เพื่อศึกษาการนําเอาสวนของโปรโมเตอรของ U6 snRNA ไปใชในการแสดงออกอาร

เอ็นเอสายสั้น เพื่อการนําไปประยุกตใชสําหรับเทคนิคยนีน็อคดาวน 
 
 ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาวิจยัคร้ังนี้ใชปลามาลายเปนสัตวทดลอง โดยทาํการเลี้ยงปลาเพื่อนําเอาชิ้นสวน
ของครีบปลามาทําการสกัด genomic DNA  และนําเอาอวัยะวะภายในมาสกัด อารเอ็นเอเพื่อศึกษา
การแสดงออกของยีน และทาํการเพาะพันธุลูกปลาเพื่อนําเอาลูกปลามาทดสอบการแสดงออกของ
ยีน นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้ยังครอบคลุมไปถึงการเพาะพันธุปลาทีม่ีความสําคัญทางเศรษฐกิจบาง
ชนิด เชน ปลาดุก ปลาไน และปลานิล เพื่อทดสอบการแสดงออกของยนีเมื่อใชโปรโมเตอรที่ไดจาก
ผลการศึกษาครั้งนี้  
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บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร 

 
 ความกาวหนาทางเทคโนโลยีชีวภาพ ทําใหมีการสะสมขอมูลความรูทางดานลําดับเบสของ
ยีนตาง ๆ ในปลาหลายชนิดอยางมากมาย อยางไรก็ตามขอมูลทางดานลําดับเบสเพียงอยางเดยีวยังไม
เพียงพอทีจ่ะทาํใหทราบบทบาทหนาที่ของยีนไดอยางสมบูรณ จึงไมสามารถนําขอมูลความรู
ทางดานยนีไปใชประโยชนไดอยางแทจริง  ดังนั้นในปจจบุันนี้นักวิทยาศาตรจึงไดพยายามพัฒนา
เทคโนโลยีเพือ่นํามาใชในการศึกษาบทบาทหนาที่ของยนี  เทคนิคในการศึกษาหนาทีข่องยีน
อันหนึ่งที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใชในสัตวน้ํา ก็คือ เทคนิคยีนน็อคดาวน (Gene knockdown)  
 
 ยีนน็อคดาวน (Gene knockdown) 
 ยีนน็อคดาวน คือ การขัดขวางกระบวนการแสดงออกของยีนอยางจําเพาะเจาะจง ซ่ึงไดแก 
การขัดขวางกระบวนการทรานสคริบชัน และ/หรือ การที ่mRNA ถูกทําลาย และ/หรือกระบวนการ
ที่ขัดขวางการทรานสเลชัน (กระบวนการสรางโปรตีน) ทําใหการผลิตโปรตีนที่เปนผลผลิตของยีน
ลดนอยลง หรือถูกยับยั้งในชวงเวลานัน้สงผลตอกระบวนการทางชีวภาพของเซลลหรือส่ิงมีชีวิต
เปลี่ยนไป จึงทําใหสามารถทราบหนาที่ของยีนนัน้โดยการเปรียบเทยีบลักษณะปรากฏที่เปลี่ยนไป
เมื่อส่ิงมีชีวิตถูกน็อคดาวนกบัลักษณะปรากฏที่ปกติ  (ภาพที่ 2.1) สารที่นํามาใชในกระบวนการ
ยีนน็อคดาวน จะตองมีคุณสมบัติที่สําคัญที่จะขัดขวางการทํางานของยนีอยางจําเพาะเจาะจง ซ่ึงจะ
เรียกสารที่นํามาขัดขวางการทํางานของยนีวา สารแอนไทเซนซ (antisene agents) สารแอนไทเซนซ
มีหลายชนิดแตทุกชนิดจะมีเบสที่เปนสวนประกอบของนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสม 
(complementary base) กับยนีเปาหมายที่ตองการศึกษา สารแอนไทเซนซที่ไดถูกนํามาศึกษาทางดาน
ยีนน็อคดาวนในปลามีหลายชนิด ไดแก แอนไทเซนซอารเอ็นเอ (antisense RNA) แอนไทเซนซโอลิ
โกนิวคลีโอไทด (antisense oligonucleotides) เอสไออารเอ็นเอ (siRNA; small interfering RNA) 
และ ไรโบไซม (ribozyme) เปนตน 
 แอนไทเซนซอารเอ็นเอ (antisense RNA) คืออารเอ็นเอที่มีเบสคูสมกับเอ็มอารเอ็นเอของยีน
เปาหมาย (McKee and McKee, 1999) แนวคิดในการนําแอนไทเซนซอารเอ็นเอมาใชในเทคนิค
ยีนน็อคดาวนเกิดจากการคนพบวาแอนไทแซนซอารเอ็นเอขัดขวางการแสดงออกของยีนที่ควบคุม
การจําลองตัวเองของพลาสมิดในเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli (Stougaard et al., 1981) และยัง
พบยีนของแอนไทเซนซอารเอ็นเอจํานวนหนึ่งในจีโนมของสัตว จึงคาดวาแอนไทเซนซอารเอ็นเอ
อาจจะมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่มลํีาดับนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสม 
(Adelman et al., 1987; Celano et al., 1992; Hatzaglou et al., 2002) อยางไรก็ตามการอธิบายกลไกที่
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แอนไทเซนซอารเอ็นเอไปขดัขวางการทํางานของยีนยังไมมีการพิสูจนแนชัด ในระยะแรกไดมีการ
นําเอาแอนไทเซนซอารเอ็นเอมาใชในเทคนิคยีนน็อคดาวนในปลา เชน ในปลามาลาย (Roth et al., 
1999) และปลาเรนโบวเทรา  (Onchrhynchus mykiss) (Boonanuntanasarn, unpublished data) แต
พบวาแอนไทเซนซอารเอ็นเอมีผลตอการขัดขวางการทํางานของยีนเปาหมายในระยะเวลาสั้น ๆ 
เทานั้น อาจเนือ่งจากวาแอนไทเซนซอารเอ็นถูกทําลายโดยนวิคลีเอส (nuclease) ตาง ๆ ภายในเซลล
ไดงาย  อยางไรก็ตามไดมีรายงานการทดลองการตัดตอยนีแอนไทเซนซอารเอ็นเอของยีน 
gonadotropin releasing hormone (GnRH) ในปลาเรนโบวเทรา เพื่อทําการปรับแปลงพันธุกรรมของ
ปลาเรนโบวเทราเพื่อใหไดปลาเรนโบวเทราที่เปนหมนั โดยการถายยีนแอนไทเซนซของ GnRH เขา
สูตัวออนปลาเรนโบวเทรา พบวาปลาเรนโบวเทราที่ไดรับการถายยีนของแอนไทเซนซอารเอ็นเอ
ของ GnRH มีการแสดงออก หรือมีการผลิตแอนไทเซนซอารเอ็นเอของ GnRH และมีผลทําใหเอ็ม
อารเอ็นเอของ GnRH ซ่ึงเปนเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายลดลงได แตไมมผีลเพียงพอที่จะทําใหปลาเรน
โบวเทราเปนหมันได (UZbekova et al., 2000) 
 

 
 
ภาพที่ 2.1  การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโดยปกติ (normal gene expression) และ

กระบวนการยนีน็อคดาวน (Gene knockdown) กระบวนการยีนน็อคดาวนทําใหการ
แสดงออกของยีนถูกขัดขวาง ทําใหไดโปรตีนที่เปนผลผลิตของยีนลดลง ทําใหส่ิงมีชีวิต
มีลักษณะปรากฏเปลี่ยนไปเนื่องมาจากยีนเปาหมายที่ถูกน็อคดดาวน   
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 ตอมามีการนําเอาแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดมาใชในเทคนิคยนีน็อดดาวนในปลา 
ผลของแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดตอการขัดขวางการทํางานของยีนอยางจําเพาะเจาะจงใน
เซลลส่ิงมีชีวิต ถูกคนพบครั้งแรกโดย Paterson et al. (1977) จากนั้นจึงไดมีการทดลองนําเอาแอนไท
เซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดมาใชในการขัดขวางการเพิ่มจํานวนไวรัสในเซลลส่ิงมีชีวิต (Stephenson 
and Zamecnik, 1978; Zamecnik and Stephenson, 1978) มีการพัฒนาเทคนิคยีนน็อคดาวนโดยแอน
ไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดอยางตอเนื่อง เพราะเปนเทคนิคที่ไมยุงยาก โดยใชแอนไทเซนซโอลิ
โกนิวคลีโอไทดขนาดประมาณ 15-25 นิวคลีโอไทด และไดมีการพฒันาเปนแอนไทเซนซโอลิโกนิ
วคลีโอไทดแบบดัดแปลง (modified oligonucleotide) โดยการเปลีย่นโครงสรางแกนหลักของแอน
ไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดแตยงัคงสวนประกอบของเบสคูสมไว เพือ่ใหมีความคงตัวในเซลล
ส่ิงมีชีวิตไดนานขึ้น ไดแก phosphorothioate oligonucleotides (ภาพที่ 2.2) ซ่ึงถึงแมวาจะมีระยะเวลา
การทํางานยาวขึ้น แตมักจะเกิดผลขางเคียงตอเซลลสัตว จึงการปรับแปลงโครงสรางของโอลิโกนิ
วคลีโอไทดเปน morpholino phosphorodiamidates oligonucleotides (ภาพที่ 2.2 ) ซ่ึงมีความเปนพษิ
ลดลง สามารถจับกับอารเอ็นเอเปาหมายไดดีขึ้น กลไกการทํางานของแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอ
ไทดในการขัดขวางการทํางานของยีนเปาหมายมี 2 กลไก อธิบายดังภาพที่ 2.2 มีการนําแอนไทเซนซ
โอลิโกนิวคลีโอไทดไปประยุกตใชในในการศึกษาหนาทีข่องยีน ใชเปนยารักษาโรคไวรัส และ ใช
ในการรักษาโรคที่เกิดจากการผิดปกติของยีน (Braat et al., 2001; Galderisi et al., 1999; Schmajuk 
et al., 1999; Lacerra et al., 2000; The vitravene group, 2002) ไดมีการนําเอาแอนไทเซนซโอลิโกนิ
วคลีโอไทดไปใชในการศึกษาหนาของยนีในปลามาลาย ปลาเมดากะ และปลาเรนโบวเทรา 
(Nasevicius and Ekker, 2000; Boonanuntanasarn et al., 2002; Boonanuntanasarn et al., 2004; 
Yasutake et al., 2004; Candel et al., 2004; Yamamoto and Suzuki, 2005) โดยจะเหน็ไดวามี
ผลงานวจิัยการใชแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดในการน็อคดาวนปลามากกวา 300 ฉบับ  

ถึงแมวาแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดจะเปนทีน่ิยมใชกันอยางแพรหลายสําหรับ
เทคนิคยีนน็อคดาวน แตวาผลของการหยุดยั้งการแสดงออกของยีนเกดิเพียงระยะสัน้ จึงจํากดัการใช
อยูในการศึกษาหนาที่ของยนีในระหวางการพัฒนาการของไขปลาหรือระยะตัวออนของปลาเทานั้น
และ การทํางานของแอนไทเซนซ morpholino phosphorodiamidates oligonucleotides ซ่ึงมีการปรับ
แปลงโครงสรางหลักจนทําให เอ็นไซมอารเอ็นเอสเอช (RNase H) ไมสามาระจดจําได จึงทําใหผล
ของการขัดขวางการแสดงออกของยีน เปนแคเพยีงการปองกันการทํางานของไรโบโซมในการเขา
ไปจับกับเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายเพื่อการสงัเคราะหโปรตีนเทานั้น ทําใหการตรวจสอบการทํางาน
ของยีนน็อคดาวนตองการเทคนิคในการวัดปริมาณโปรตีน ซ่ึงวิธีการวัดระดับโปรตีนหลายชนดิ
ตองการเทคนคิที่ซับซอน จึงไดมีการนําเอาเอสไออารเอ็นเอ (siRNA; small interfering RNA) มา
ทดลองใชในการขัดขวางการทํางานของยีนในปลาเรนโบวเทรา (Boonanuntanasarn et al., 2003) 
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และปลามาลาย (Dodd et al., 2004) กลไกการทํางานของเอสไออารเอ็นเอในการตัดเอม็อารเอ็นเอ
เปาหมายอธิบายไดดังภาพที ่2.3 เนื่องจาก siRNA เปนโมเลกุลของอารเอ็นเอที่ไมไดมีการดัดแปลง 
จึงสามารถที่จะนําไปประยกุตกับเทคนิคการถายยีน (Gene transfer) โดยการสรางเปนดีเอ็นเอสาย
ส้ันที่ตอเขากบัโปรโมเตอรที่เหมาะสม ซ่ึงดีเอ็นเอสายสัน้นี้จะประกอบดวยสวนของ sense strand, 
loop และ antisense strand เมื่อดีเอ็นเอถูกทรานสคริบชัน จะไดอารเอน็เอที่เรียกวา short hairpin 
RNA (shRNA) ซ่ึงเปนเสนอารเอน็เอที่มวนมาจับกนัดวยเบสคูสม แลว shRNA จะถกู dicer ภายใน
เซลลตัดสวนของ loop ออกไป แลวเปลี่ยนเปน siRNA (ภาพที่ 2.4) เพื่อไปขัดขวางการแสดงออก
ของยีนดังภาพที่ 2.3 ตอไป  
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ภาพที่ 2.2  กลไกการขัดขวางการแสดงออกของยีนโดยโอลิโกนิวคลีโอไทด (A) และ โครงสราง

ของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีการดัดแปลง (B) กลไกยนีนอ็คดาวนแบงออกเปน 2 กลไก
หลัก คือ RNase H-dependent mechanism คือ การที่แอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทด
เขาไปจับกับเอ็มอารเอ็นเอเปาหมาย แลวทําใหเอ็นไซม RNase H ซ่ึงจดจําโครงสรางที่
อารเอ็นเอจับกบัดีเอ็นเอ แลวทําการตัดสายเอ็มอารเอ็นเอ และอีกกลไกหนึ่งคือ RNase 
H-independent mechanism คือกระบวนการแอนไทเซนซโอลิโกนิวคลีโอไทดจับกบั
สายเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายไดดี จนทําใหไรโบโซมไมสามารถเขาไปจับกับเอ็มอารเอ็น
เอเพื่อทําการสรางโปรตีนของยีนเปาหมายได  
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ภาพที่ 2.3  อารเอ็นเอสายคู (doublestranded RNA; dsRNA) ขัดขวางการแสดงออก

ของยีนเปาหมาย โดยที่ dsRNA จะถูกตัดโดยเอ็นไซม dicer เปนอาร
เอ็นเอสายคูขนาดเล็ก (small interfering RNA; siRNA) ที่มีขนาด
ประมาณ 15-25 คูเบส จากนัน้ siRNA จะจบักับ RISC (RNA induced 
silencing complex) ซ่ึงมีสวนประกอบที่สามารถตัดสายเอ็มอารเอ็นเอ
ได siRNA จับกับเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายดวยเบสคูสม แลวพา RISC 
เขาไปตัดเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายใหขาดออกจากนั จากนัน้เอ็มอารเอ็น
เอเปาหมายจึงถูกยอยดวยเอ็นไซมยอยอารเอ็นเออื่น ๆ ในเซลลตอไป 
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ภาพที่ 2.4  การตัดตอยีน shRNA เขากับโปรโมเตอร เพื่อการทรานสคริบเปน 
shRNA และถูกเปลี่ยนเปน siRNA โดยเอน็ไซม Dicer จากนั้น siRNA 
เขาสูกระบวนการยีนน็อคดาวนดังภาพที่ 2.3 ตอไป 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.5  โครงสรางของไรโบไซม (ribozyme) และยีนน็อคดาวนโดยไรโบไซม  
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นอกจากนี้ยังไดมีการพัฒนาเทคนิคยีนน็อคดาวนโดยการใชไรโบไซม ซ่ึงเปนอารเอ็นเอที่มี
ฟอรมรูปรางพิศษ ไรโบไซมที่นิยมสําหรับยีนน็อคดาวนในปลา คือไรโบไซมหัวฆอน 
(hammerhead ribozyme) (ภาพที่ 2.5) เมื่อเขาไปจับกับเอ็มอารเอ็นเอเปาหมาย ทําใหเกดิปฏิกิริยาเคมี
สงผลใหทําเสนเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายขาดออกจากกันได  และการขดัขวางการทํางานของยีนนัน้มี
ผลตอการทําลายเอ็มอารเอ็นเอเปาหมาย กลไกการทํางานแสดงโดยภาพที่ 2.5 จึงทําใหการ
ตรวจสอบเทคนิคยีนน็อคดาวนสามารถใชเทคนิคการวดัระดับเอ็มอารเอ็นเอเปาหมายได (Tanner, 
1999; Warashina et al., 2001; Boonanuntanasarn et al., 2005) และเทคนิคดังกลาวนี้สามารถจะ
นําไปประยุกตใชสําหรับเทคนิคยีนน็อคดาวนระยะยาว หรือการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของยีน
เปาหมายใหมกีารทํางานลดลง โดยการตัดตอยีนของ shRNA และ/หรือ ไรโบไซม เขากับโปรโม
เตอรที่เหมาะสม แลวนําไปใชรวมกับเทคนิคการถายยนี (Gene transfer) (Xie et al., 1997) ดังนั้น ใน
ปจจุบันจึงเปนที่สนใจกนัอยางมากในการศึกษาเพื่อการแยกและการโคลนโปรโมเตอรที่มีความ
เหมาะสมตอการนําไปใชในการพัฒนาเทคนิคยีนน็อคดาวน เนื่องจากโครงสรางของ shRNA และ 
ribozyme เปนอารเอ็นเอขนาดเล็ก และการทํางานของยีนน็อคดาวนสําหรับยีนบางยนีตองการระดบั
หรือปริมาณของ siRNA และ ribosome สูง เพื่อที่จะสามารถหยุดยั้งการทํางานของยนีไดและ
สามารถเห็นผลไดอยางชัดเจน 
 
 RNA polymerase III promoter 

ในเซลลส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคาริโอต สามารถแบงกลุมอารเอ็นเอหลัก ๆ ออกเปน 3 กลุมไดแก  
ribosomal (r)RNA ซ่ึงมีอยูประมาณ 80 เปอรเซนตของอารเอ็นเอทั้งหมดภายในเซลล อีก 5 
เปอรเซนตจะเปน messenger (m)RNA และที่เหลืออีก 15 เปอรเซนตจะเปนอารเอ็นเอจําพวก 
transfer (t)RNA  การทรานสคริบชันของอารเอ็นเอเหลานี้ถูกทํางานโดยเอ็นไซมตางกัน คือ การท
รานสคริบชันโดยเอ็นไซม RNA polymerase I (Pol I), RNA polymerase II (Pol II) และ RNA 
polymerase III (Pol III)  ตามลําดับ (Wingender, 1993)  โปรโมเตอรของยีนในกลุม Pol II ทําหนาที่
ในการสราง mRNA และ กลุมอารเอ็นเอที่เรียกวา small nuclear RNA (U-snRNAs) (ซ่ึงทําหนาทีใ่น
กระบวนการ splicing) โดยปกติระดับการแสดงออกโดย Pol II จะแสดงออกในระดับที่ไมสูงมาก 
และการแสดงออกของยีนบางชนิดอาจมีความจําเพาะตอชนิดของเซลลหรืออวัยวะ อีกทั้งผลผลิต
อารเอ็นเอที่ไดมักจะมีสวนของอารเอ็นเอที่เพิ่มเติมทางดานปลาย 5’ (5’untranslated region และ cap 
structure) และ 3’ (3’untranslated region และ poly A tail) (Ohkawa et al., 1993; Taira et al., 1991) 
การที่ผลผลิตที่ไดจากการทรานสคริบโดย Pol II มีสายนวิคลีโอไทดเพิม่เติม ดังนั้นถาหากนําโปรโม
เตอรของ Pol II มาใชในการสราง shRNA และ/หรือไรโบโซม อารเอ็นเอที่ถูกเพิ่มเติมอาจทําให
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รูปรางการมวนตัวของ shRNA และ/หรือ ไรโบไซมเปลี่ยนไป ซ่ึงโครงสรางที่เปลี่ยนไปนั้นอาจทาํ
ใหไมสามารถเขาสูกระบวนการขัดขวางการแสดงออกของยีนเปาหมายได 
 การทรานสคริบของ Pol III ซ่ึงโดยธรรมชาติทําหนาที่ในการสังเคราะหอารเอ็นเอขนาดเล็ก 
จะมีการเติมนวิคลีโอไทดดานปลาย 5’ และ ปลาย 3’ เขากับอารเอ็นเอผลผลิตเพียงเล็กนอย ระดับ
การแสดงออกคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ Pol II (Bertrand et al., 1997) สวนใหญการแสดงออก
จะไมมีความจาํเพาะตอเซลลและอวยัวะตาง ๆ (Wingender, 1993) จึงนาจะเปนโปรโมเตอรที่
เหมาะสมในการนํามาใชในการเชื่อมตอกบัชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่จะสรางเปน shRNA และ ไรโบ
ไซม 
 Pol III ทําหนาที่ในการสรางอารเอ็นเอที่เกีย่วของกับกระบวนการสรางโปรตีน ไดแก 
tRNA, 5S RNA และ small nuclear RNA (snRNA) บางชนิดซึ่งเกีย่วของกระบวนการ RNA splicing  
สามารถแบงออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก Type I promoter ซ่ึงจะอยูใน ribosomal 5 S gene, Type II 
promoter สราง tRNA และ adenovirus 2 VA I gene และ Type III promoter ที่ทําหนาที่ในการสราง 
U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) โดยที่โปรโมเตอรชนิด Type I และ Type II จะจัดอยูในกลุม 
intragenic control region (ICR) นัน่คือสวนที่สําคัญตอการควบคุมการทรานสคริบอยูภายใน coding 
region แต type III promoter จะมีลักษณะเปน external promoer นั้นคือ สวนของโปรโมเตอรจะอยู
ดานนอกทางปลาย 5’ เหมือนโครงสรางของยีนในกลุม Pol II  (Wingender, 1993) 
 จากคุณสมบัตขิองโปรโมเตอรชนิด Pol III ดังที่ไดกลาวมาทําใหมีการรายงานการนําเอา
โปรโมเตอรของ Pol III ไปใชสําหรับเทคนิคยีนน็อคดาวน โดยไดมกีารนําเอาโปรโมเตอรของ 
tRNA ไปเชื่อมตอกับยีนของไรโบไซม เพื่อศึกษาประสทิธิภาพของการนําไปใชในสรางไรโบไซม 
ตานไวรัสโรคเอดส (Kuwabara et al., 1999; Warashina et al., 2001) และนําไปใชในการศึกษา
หนาที่ของยนี neuregulin-1 ในหนู (Zhao and Lemke, 1998) ในปลาเรนโบวเทรา 
(Boonanuntanasarn et al., 2005) ตอมาเมื่อไดมีรายงานการทดลองถึงประสิทธิภาพในการใช siRNA 
ในเทคโนโลยยีีนน็อคดาวน ทําใหมีการวิจยัพัฒนาโปรโมเตอรชนิด Pol III ที่อยูในกลุม Type III 
promoter มาใชสําหรับยีนนอ็คดาวน ไดแก โปรโมเตอรของ U6 snRNA นํามาตอเขากับยีน shRNA 
เพื่อใชสําหรับการศึกษาหนาที่ของยีน และการน็อคดาวนยีนระยะยาว ( Sui et al., 2002; Kwak et al., 
2003)  
 U6 snRNA เปนสวนประกอบของ nuclear ribonucleoprotein ที่มีบทบาทสําคญัในกระบวน 
RNA splicing ไดมีการคนพบ U small nuclear RNA ทั้งหมด 8 ชนดิ ทีเ่กี่ยวของกับกระบวนการ 
RNA splicing โดยที่ยนีU small nuclear RNA อ่ืน ๆ มีการทรานสคริบโดย Pol II แต U6 snRNA มี
การทรานสคริบโดย Pol III และมีลักษณะที่สําคัญ ๆ ดังตอไปนี้  
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1) สามารถทดสอบการแสดงออกในหลอดทดลองโดยใช cyotplasmic extracts ที่มี Pol III 
และ transcription factors   

2) α-amanitin เปนสารตัวหนึ่งที่สามารถนํามาใชจําแนกการทํางานของ RNA polymerase 
ชนิดตาง ๆ ยีนในกลุม Pol III จะถูกยับยั้งการทํางานในสภาวะที่มี α-amanitin สูง แต
สามาถทํางานไดดีในสภาวะที่ α-amanitin ในระดบัต่ํา 

3) ยีน U6 snRNA ประกอบดวยสวนของ intragenic box A ที่ตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่ 
48-59 และนวิคลีอไทดที่ทําหนาที่เปน termination signal จะประกอบดวยไธมิดีน 
(thymidine) 4-5 เบส เรียงตอกัน   

 ไดมีรายงานการแยกยีนและการศึกษาโครงสรางของยีน U6 snRNA ในคน หนู Xenopus 
(Krol et al., 1987; Das et al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988) และ แมลงหวี่ (Das et al., 1987) 
โดยสามารถสรุปโครงสรางที่สําคัญที่มีบทบาทตอการแสดงออกของยนี U6 snRNA (ภาพที่ 2.6) ซ่ึง
ประกอบดวย 
 
 

 
 

 ภาพที่ 2.6  โครงสรางของยีน U6 snRNA  
 ตัวเลขขางลางแสดงตําแหนงที่เทียบกับนิวคลีโอไทดเร่ิมตนของกลุมของนิวคลี

โอไทดที่มีความสําคัญตอการแสดงออกของยีน U6 snRNA ไดแก DSE = 
Distal sequence element, PSE = proximal sequence element, TATATA = 
TATA box, G = start nucleotide, Box A = intragenic box A 

   
1. Distal sequence element (DSE)  

กลุมของนิวคลีโอไทดที่จะพบที่ตําแหนงประมาณ -250 ประกอบดวยกลุมของลําดับ
เบสที่ทําหนาที่เปน enhancer ในการแสดงออกของยีน โดยในยีน U6 snRNA ในคน วัว หนู ไก 
Xenopus จะพบกลุมของลําดับเบสที่เรียกวา Octamer motif (ATTTGCAT)  

2. Proximal sequence element (PSE) 
กลุมของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีการทดลองพบวามคีวามสําคัญตอการแสดงออกของยีน 

U6 snRNA จะอยูที่บริเวณตําแหนงนิวคลีโอไทด -79 ถึง -48 ลําดับเบสของนิวคลีโอดที่ถูกจําแนกวา
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เปน PSE ใน U6 snRNA ของส่ิงมีชีวิตตางชนิดกันจะมคีวามแตกตางกันมาก โดยท่ัวไปจึงใชการ
เทียบตําแหนงในการจําแนกกลุมเบสของ PSE 

3. TATA box 
พบบริเวณตําแหนงนวิคลีโอไทดที่ -31 ถึง -24 โดยในบรเิวณนี้จะประกอบดวย นิวคลี

โอไทดชนิด thymidine และ adenosine จํานวนมาก 
4. intragenic box A 

กลุมของนิวคลีโอไทด (RRYNNRRYGG) (Wingender, 1993)ไมไดเปนนิวคลีโอไทด
ที่จําเปนตอการทรานสคริบของยีน U6 snRNA 

5. start nucleotide 
การเริ่มตนการทรานสคริบชันจะเกิดทีน่ิวคลีโอไทด G ที่อยูหางจาก TATA-rich boxes 

ประมาณ 24-25 นิวคลีโอไทด 
6. termination nucleotides 

ประกอบไปดวย thymidine ประมาณ 4 -5 นิวคลีโอไทด 
 

ตอมาไดมีการศึกษาแยกยีน U6 snRNA และการจําแนกกลุมของลําดับเบสที่มีบทบาทสําคัญ
ที่ไดกลาวไวขางตน ในไก (Kudo and Sutou, 2005; Wise et al., 2007) และในโค (Lambeth et al., 
2005; Lambeth et al., 2006) รวมทั้งการนําไปใชในการสราง shRNA สําหรับเทคนิคยนีน็อคดาวน 
อยางไรก็ตามไดมีการรายงานวา โปรโมเตอร U6 snRNA ทํางานไดจําเพาะตอชนดิของสัตว (Das et 
al., 1987) สําหรับการศึกษายีน U6 snRNA ในปลา พบวามรีายงานการศึกษายนีในกลุม small 
nuclear RNA ในจีโนมของปลาฟุกุ Fugu rubripes (Mysliniski et al., 2004)  

ปลามาลาย (Danio rerio) จัดอยูใน Family Cyprinidae เปนปลาน้ําจืดขนาดเล็ก อาศยัอยูใน
แหลงน้ําเขตรอน ขนาดความยาวเมื่อโตเตม็วัยมีขนาด 4-5 เซนติเมตร อาจมีความยาวถึง 6 
เซนติเมตร อาจมีอายุยนืถึง 5 ป สามารถวางไขไดเมื่อมีอายุถึง 2-3 เดือน ลําตัวมีลายแถบดําพาด
ตามยาวของลาํตัวไปจนถึงหาง 7 แถบ ปลาเพศผูจะมีลําดวัยาวเรียวกวา รูปรางเล็กกวา และจะมีแถบ
สีทองระหวางแถบดําของลําดัว สวนปลาเพศเมียจะมีลําตัวใหญกวา ดอูวนกวา ทองจะอูมเปง จะมี
แถบสีเงินระหวางแถบดําของลําดัว การผสมพันธุวางไขเกิดภายนอกของลําตัว (External 
fertilization) การผสมพันธุวางไขคร้ังหนึง่อาจไดไขมากถึง 100 ฟอง (อาจมากถึง 300-500 ฟอง) ไข
พัฒนาภายนอกลําตัวแม ไขปลามีลักษณะใส สามารถมองเห็นการพฒันาการของตัวออนไดอยาง
ชัดเจน จึงเปนที่นิยมนํามาใชในการศึกษาทางดานการพัฒนาการของตัวออน นิยมใชเปนโมเดล
ศึกษาทางดานพันธุศาสตรโดยเฉพาะบทบาทหนาที่ของยีนที่สําคัญตอการพัฒนาการ ปลามาลายเปน
ที่นิยมนํามาเปนโมเดลศึกษาทางดานบทบาทหนาที่ของยนีของมนุษย เพราะคาดวานาจะมีจํานวน
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ยีนใกลเคียงกบัคน (Postlethwait et al., 2000; Dahm and Geisler, 2006) นอกจากนี้ปลามาลายยังมี
ขอมูลลําดับเบสของจีโนมที่เกือบสมบูรณ (http://Zfin.org) จึงไดมกีารพฒันาเทคนิคการศึกษาหนาที่
ของยีนในปลามาลาย อยางตอเนื่อง โดยการใช antisense RNA, modified oligonucleotides, double 
stranded RNA, siRNA, ribozymes (Roth et al., 1999; Stenkamp et al., 2000; Nasevicius and 
Ekker, 2000; Oates et al., 2000; Zhao et al., 2001; Xie et al., 1997; Dodd et al., 2004) อยางไรก็
ตามแมวาผลการศึกษาการใชสารแอนไทเซนซตาง ๆ จะมีการรายงานวาสามารถนํามาใชใน
การศึกษาบทบาทหนาที่ของยีนไดเปนอยางดี แตสารแอนไทเซนซเหลานี้ก็มีผลตอยนีน็อคดาวน
ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ เทานั้น การศึกษาการโคลนและการแยกโปรโมเตอร ชนิด U6 snRNA 
สําหรับเทคนิคยีนน็อคดาวนจึงเปนสิ่งที่จาํเปนในการพฒันาเทคโนโลยยีีนน็อคดาวนระยะยาวใน
ปลามาลาย เพื่อประโยชนในการใชปลามาลายเปนโมเดลศึกษาวจิัยทางดานการแพทย ดานชวีวิทยา 
และดานการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา  
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การแยกยีน U6 snRNA เสนสมบูรณจากจีโนมของปลามาลาย โดยวิธี nested PCR โดยใช 

zebrafsih genomic library เปนยีนตนแบบ 
1.1 ทําการรวบรวมขอมูลลําดับเบสของสวนของ coding region ยีน U6 snRNA ในสัตวที่ไดมี

ขอมูลการศึกษาอยูใน (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) ไดแก human U6 snRNA 
(X07425), mouse U6 snRNA (X06980), xenopus U6 snRNA (M31678) และ Drosophila 
U6 snRNA (AH004871) 

1.2 ทําการ alignment เพื่อหาสวนที่มีความตรงกันของลําดับเบส เพื่อนํามาใชในการออกแบบ
ไพรเมอรสําหรับการโคลนยีน U6 snRNA (ภาคผนวก) 

1.3 ทําการแยกยนี U6 snRNA ในสวนของ 5’-flanking region จากจีโนมของปลามาลายโดย
การทํา nested PCR โดยใช zebrafish genomic library เปนเทมเพลท และมีสวนผสมของ 
PCR ในปริมาตรทั้งหมด 10 µl ไดแก 

- each deoxynucleotide  200 µM 
- each primer    1 pmol 
- EX Taq Polymerase   0.25 U 
- 1X Ex Taq buffer (Takara Shuzo, Shiga, Japan)    

สภาวะในการทํา PCR  

 
      ไพรเมอร (รายละเอยีดลําดับเบสแสดงในตารางที่ 1)   

สําหรับ PCR คร้ังที่ 1  λfix-F และ U6-r1  
สําหรับ PCR คร้ังที่ 2 λfix-F และ U6-r2 
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1.4 นําผลผลิต PCR ที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ โดยใช Gelpure DNA purification kit (GeneMate, 
Kayswille, UT, USA) และนําไปโคลนเขาสู pGEM T-Easy plasmid (Promega, Madison, 
WI, USA) เพือ่ทําการวิเคราะหลําดับเบสของผลผลิต PCR  

1.5 ทําการแยกยนี U6 snRNA ในสวนของ coding region จนถึง termination sequences จาก
จีโนมของปลามาลายโดยการทํา nested PCR โดยใช zebrafish genomic library เปนเทม
เพลท มีสวนผสมของ PCR และกระบวนการในการทํา PCR เชนดยีวกับขอ 1.3 

      ไพรเมอร (รายละเอยีดลําดับเบสแสดงในตารางที่ 1)   
   สําหรับ PCR คร้ังที่ 1 U6-f1 และ λfix-R  

สําหรับ PCR คร้ังที่ 2 U6-f2 และ λfix-R  
      และทําการวิเคราะหลําดบับสของผลผลิต PCR ที่ได เชนเดยีวกับรายละเอียดที่แสดงไวใน

ขอ 1.4 
 
2. การวิเคราะหโครงสรางของยีน U6 snRNA โดยการเปรยีบเทียบกับโครงสรางทั่วไปของยีน U6 

snRNA ท่ีไดมีการรายงานไวในสัตวชนิดอ่ืน ๆ  
ทําการศึกษาโครงสรางของยีน U6 snRNA ที่ไดจากปลามาลาย โดยการศึกษาเปรียบเทียบ
ลําดับเบสที่มีความสําคัญตอยีน U6 snRNA ที่ไดมีการรายงานไว ไดแก  
- สวนของ proximal sequence element (PSE)  
- สวนของ TATA box 
- สวนของ distal sequence element (DSE) 
- Initiation nucleotide 
- Intragenic box A  
- Termination sequences 

 
3. การสราง phylogenetic tree ของ coding region ของยีน U6 snRNA ของปลามาลาย และยีน 

U6 snRNA ของส่ิงมชีีวิตชนิดตาง ๆ  
เนื่องจากในการทดลองนี้พบวา ในปลามาลายมี U6 snRNA 3 ชนิดที่แตกตางกัน ไดแก U6-1, 

U6-2 และ U6-3 จึงไดทําการวิเคราะหความสัมพันธของยีนทั้ง 3 ชนดิกับ U6 snRNA ของคน 
(X07425), mouse U6 snRNA (X06980), xenopus U6 snRNA (M31678) และ Drosophila U6 
snRNA (AH004871) โดยการสราง phylogenetic tree ดวยวิธีการ Neighbor-joining method (Saito 
and Nei, 1987) 
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ตารางที่ 3.1   ลําดับเบสของไพรเมอรและโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใชในการศึกษานี้ 

Primer Sequence 

λFix-F 

λFix-R 

U6-r1 

U6-r2 

U6-r3 

U6-f1 

U6-f2 

cU6-1f 

cU6-2f 

cU6-3f 

cU6-1r 

cU6-2r 

cU6-3r 

pU6-1f 

pU6-2f 

pU6-3f 

pU6-1r 

pU6-2r 

pU6-3r 

slc-plus 

 

slc-minus 

 

pGEM-f 

pGEM-r 

5’-GAGCTCTAATACGACTCACTATAGG-3’ 

5’-GAGCTCAATTAACCCTCACTAAAG-3’ 

5’-TATGGAACGCTTCACGAAT-3’ 

5’-TGCGTGTCATCCTTGCGCAG-3’ 

5’-TGCGCAGGGGCCATGCT-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-TGGAACGATACAGAGAAGAT-3’ 

5’-GTGCTCGCTACGGTGGCACA-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACG-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-AAAACAGCAATATGGAGCGC-3’ 

5’-AAAATGAGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-AAAAGATGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-TCCATATTGCTGTTTTAGTGCGTGG-3’ 

5’-TGGCTTCAAGTCTCTCAGCG-3’ 

5’-TCCGAGAGTCTGTGAATGTT-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGTGGACAGGCTCAGGGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCAGAGCTGGAGGGAGAGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGGAGCCTGGAGGACTGC-3’ 

5’-GATCCGGGCGACATCGGCGTCAGCTTCAAGAGAGCTGACGCCGA 

TGTCGCCCTTTTTT-3’ 

5’-CTAGAAAAAAGGGCGACATCGGCGTCAGCTCTCTTGAAGCTGACG 

CCGATGTCGCCCG-3’ 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 

5’-GGAAACAGCTATGACCATGA-3’ 
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4. การศึกษาการทํางานของยนี U6 snRNA วายีนใดเปน real gene หรือ pseudogene โดยวิธี 
reverse transcritption PCR 

จากการที่พบ U6 snRNA 3 ชนิดในจีโนมของปลามาลาย แตยังไมทราบวา U6 snRNA แต
ละชนิดมีการแสดงออกหรือไม และมีการแสดงในอวัยวะท่ีแตกตางกนัหรือไม การทดลองนี้จึงทํา
การวิเคราะหการแสดงออกของ U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิด ในอวัยวะตาง ๆ และทําการตรวจสอบการ
แสดงออกโดยการทํา reverse transcription PCR ดังรายละเอียดตอไปนี ้

4.1 นําปลามาลายที่ขนาดโตเต็มวัยหรืออายุประมาณ 3 เดือนมาเก็บตัวอยางอวัยวะ ไดแก ตา 
สมอง เหงือก ตับ อวัยะวะในระบบทางเดนิอาหาร อัณฑะ หรือ รังไข  

4.2 ทําการสกัด total RNA จากอวัยวะตวัอยาง โดยใช TRIZOL Reagent (Gibco BRL, 
Rockville, MD, USA) ตามวิธีการของบริษัทผูผลิตและทําการขจัดดีเอ็นเอ โดยใชเอ็นไซม 
DNase I (Promega) 

4.3 ทําการสังเคราะห First-strand cDNA ดวย First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham 
Pharmacia Biotech Ltd) โดยใชไพรเมอร hexadeoxynucleotides ตามวธีิการที่แนะนําโดย
บริษัทผูผลิต  

4.4 ทําการวิเคราะหการแสดงออกของ U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิดโดยการทํา PCR และใช first 
strand cDNA ของอวัยวะตาง ๆ จากขอ 4.3 เปนดีเอ็นเอตนแบบ มีสวนผสมของ PCR 
เชนเดยีวกับขอ 1.3 
สภาวะในการทํา PCR 

 
ไพรเมอร สําหรับ U6-1:  cU6-1f และ cU6-1r  
  สําหรับ U6-2:  cU6-2f และ cU6-2r  
  สําหรับ U6-3:  cU6-3f และ cU6-3r  
 

4.5 วิเคราะหผลผลิต PCR ที่ไดโดยการทํา Electrophoresis ดวย 15 % nondenaturing 
polyacrylamide gel ยอมสีดวย 0.5 µg/ml ethidium bromide in 1 X TBE buffer และ
ถายภาพภายใตแสง UV 
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5. การวิเคราะหตําแหนงของยนี U6 snRNA บนโครโมโซมของปลามาลาย และจํานวนชดุของยีน 

U6 snRNA บนโครโมโซมของปลามาลาย  
เนื่องจากมกีารรายงานวา โครงสรางขนาดเล็กที่สุดของยนี U6 snRNA ที่สามารถแสดงออก

ได จะประกอบดวยสวยของ proximal sequence element (PSE), TATA box, coding sequence จนถึง 
termination sequence (Das et al. 1988; Goomer and Kunkel, 1992) ในการศึกษาครั้งนี้จึงใชลําดับ
เบสของดีเอ็นเอของยีน U6 snRNA แตละชนิดที่ประกอบดวยลําดับเบสที่ประกอบดวย PSE จนถึง 
termination sequence (-79 ถึง 106 หรือ 112) เปนอินพุธ ในการทํา BLASTn searchโดยใช
แหลงขอมูลของ zebrafish genome (http:www.ncbi.nlm.gov/genome) 

 
6. การศึกษาเพื่อการนําไปประยุกตใชสาํหรับยีนน็อคดาวน โดยการโคลนสวนของโปรโมเตอร เพื่อ

นํามาสราง expression vector โดยนําสวนของโปรโมเตอรตอกับสวนของยีนท่ีสราง short 
hairpin RNA (shRNA) และทําการตรวจการใชงานของรีคอมบีแนนทเวกเตอรดังกลาวใน
หลอดทดลอง โดยใชสารสกดัของเอนไซม RNA polymerase III จากเซลลของปลามาลาย 
 
6.1 การโคลนสวนของโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA 

6.1.1 ทําการสกัด genomic DNA ของปลามาลายจากสวนของครีบหลังปลา โดยใช 
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)  

6.1.2 ทําการโคลนสวนของโปรโมเตอรของยีน U6-1, U6-2 และ U6-3 ดวย nested PCR 
ซ่ึงมีสวนผสมของ PCR รายละเอียดเชนเดยีวกับขอ 1.3 และใช genomic DNA ที่
สกัดไดจากขอ 6.1.1 เปนดีเอน็เอตนแบบ 
สภาวะในการทํา PCR 

 
ไพรเมอร  
PCR คร้ังที่ 1 สําหรับ U6-1:  pU6-1f และ U6-r3 

สําหรับ U6-2:  pU6-2f และ U6-r3  
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สําหรับ U6-3:  pU6-3f และ U6-r3  
PCR คร้ังที่ 2 สําหรับ U6-1:  pU6-1f และ pU6-1r 

สําหรับ U6-2:  pU6-2f และ pU6-2r  
สําหรับ U6-3:  pU6-3f และ pU6-3r 

 (ไพรเมอร pU6-1r, pU6-2r, pU6-3r ไดมกีารออกแบบใหมีสวนของเอนไซมตัดจําเพาะ 
Bam HI และ Xba I) 

 
6.1.3 นําผลผลิต PCR ที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ โดยใช Gelpure DNA purification kit 

(GeneMate) และนําไปโคลนเขาสู pGEM T-Easy plasmid (Promega, Madison, 
WI, USA) เพือ่ทําการวิเคราะหลําดับเบสของผลผลิต PCR และคดัเลือกโคลนที่มี
ลําดับเบสถูกตองมาใชในการทดลองตอไป 

6.1.4 นําโคลนที่มีลําดับเบสดีเอ็นเอถูกตองไปตัดดวยเอ็นไซม Bam HI และ Xba I และ
ทําใหบริสุทธิ์ โดยใช Gelpure DNA purification kit (GeneMate) 

 
      6.2 การสราง expression vector และสราดีเอ็นเอตนแบบสําหรับปฎิกิริยา in vitro transcription 

      ผูวิจัยมีจดุมุงหมายสําหรับงานวิจยัในอนาคต ในการที่จะทําการน็อคดาวนลักษณะ golden 
phenotype ที่เปนลักษณะทีค่วบคุมโดยยนี slc24a5-1 (GenBank accessions no. AY 538713) ที่
ตําแหนง      นวิคลีโอไทดที่ 385-405 ในการนี้จึงออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด (slc-plus และ slc-
minus) (ตารางที่ 3.1)สําหรับ short hairpin RNA (shRNA) ที่ตําแหนงยีนดังกลาวนี้ และมีการเติมหมู
ฟอสเฟตที่ปลาย 5’ เพื่อนํามาใชในการเชื่อมตอกับพลาสมิดที่มีสวนของโปรโมเตอรของ U6 
snRNA ในขอ 6.1.4  
              6.2.1   การทํา in vitro hybridization ตามวิธีของ Boonanuntanasarn (2005) โดยปฏิกิริยา
การ annealing ซ่ึงมีปริมาตรทั้งหมด 15 ไมโครลิตร มีสวนประกอบ 20 mM Tris pH 7.5, 10 mM 
MgCl2, 15 µg slc-plus, และ 15 µg slc-minus 
 นําสวนประกอบของปฏิกิริยา annealing ไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 5 
นาทีจากนั้นปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหองประมาณ 15 นาท ี 
              6.2.2   นําชิ้นดีเอน็เอที่ไดจากขอ 6.2.1 มาทําการเชื่อมตอกับพลาสมิดในขอ 6.1.4 และทํา
การ transformation เขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นทําการสกดัพลาสมิดใหบริสุทธิ์ และ
วิเคราะหลําดบัเบส นําขอมูลวิเคราะหลําดับเบสมาใชในการเลือกใชโคลนที่มลํีาดับเบสที่ถูกตอง 
     6.2.3   การผลิตดีเอ็นเอตนแบบสําหรับปฏิกิริยา  in vitro transcription ทําไดดวยการเพิ่ม
ปริมาณยีนตนแบบดวยวิธี PCR ซ่ึงมีสวนประกอบของสารผสมดังรายละเอียดเชนเดียวกับขอ 1.3 
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และใชพลาสมิดที่มีสวนของโปรโมเตอรจาก U6-1, U6-2 หรือ U6-3 ที่ตอกับ shRNA (ขอ 6.2.2) 
เปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับ PCR  

สภาวะในการทํา PCR 

 
 
ไพรเมอร pGEM-f และ pGEM-r 

 นําผลผลิต PCR ที่ไดมาสกดัใหบริสุทธิ์โดยการใช QIA quick®Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany) 
 
 6.3 การผลิตสารสกัด RNA polymerase III จากปลามาลาย 
 การผลิตสารสกัด RNA polymerase III ทําตามวิธีของ Weil et al. (1979) โดยมกีารดัดแปลง
ใหเหมาะสมดงัมีรายละเอียดดังตอไปนี ้
 6.3.1 นําลูกปลามาลายที่ระยะที่มกีารใชอาหารจากถุงไขแดงหมด หรือระยะทีเ่ร่ิมวายน้ํา
ขึ้นมา ทําใหสลบดวยสารละลาย phenoxyethanol 300 ppm แลวแชตวัอยางลูกปลาในสารละลาย
บัฟเฟอร PBS ที่แชอยูในน้ําแข็ง   
 6.3.2  นําลูกปลาที่สลบแลวมาตัดเปนชิ้นเล็กขนาดประมาณ 5 มิลลิเมตร ในสารละลาย
บัฟเฟอร PBS ที่แชอยูในน้ําแข็ง แลวลางดวยสารละลายบัฟเฟอร PBS แชเยน็ 3 คร้ัง แลวถายเอา
สารละลายบัฟเฟอรทิ้งไป 
 6.3.3  เติมสารละลายเยน็ hypotonic buffer (10 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 mM KCl, 
1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol) ลงไปในเซลลตัวอยาง ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรลูกปลา 
เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวในน้าํแข็งประมาณ 10 นาที แลวบดดวย homogenizer 5คร้ัง 
 6.3.4  ทําการหยุดปฏิกิริยา hypotonic โดยการเติมสารละลายเย็น hypotonic stop solution 
(0.3 M HEPES-KOH, pH 7.9, 1.4 M KCl, and 0.03 M MgCl2) ลงไปในตัวอยางขอ 6.3.3 ใน
ปริมาตร 1 ใน 10 เทาของปริมาตรตัวอยาง เขยาใหเขากัน 
 6.3.5  นําตัวอยางไปปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 100 000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง จากนั้นทําการเก็บสารละลายสวนบนมาวดัปรมิาณโปรตีนโดยใช Total protein Kit, Micro 



 24

Lowry (Sigma, MO, USA) แลวทําการเจือจางใหไดปริมาณโปรตีนความเข็มขน 5 mg/ml จากนัน้
เก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช  
 
 6.4  in vitro transcription 
 การตรวจสอบการใชโปรโมเตอรของ U6 snRNA สําหรับการแสดงออกของ shRNA โดย
ปฏิกิริยาทรานสคริบชันในหลอดทดลอง ตามวิธีการของ Fan et al. (2005) โดยมกีารดดัแปลงให
เหมาะสมดังนี ้
 6.4.1  เตรียมปฎิกิริยา ในปริมาตรรวม 300 µl ซ่ึงมีสวนประกอบ 20 mM HEPES-KOH, pH 
7.9, 80 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 10% glyerol, สารสกัด RNA 
polymerase III จากตวัอยางปลา 900 µg  และ ดีเอน็เอตนแบบ(จากขอ 6.2.3)1.5 mg ปรับปริมาตร
สารละลายรวมทั้งหมดใหได 270 µl โดยใชน้ําสะอาดปราศจาก RNase ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดการสรางโครงสราง preinitiation complex formation (PIC) 
 6.4.2  ทําการเริ่มปฏิกิริยาทรานสคริบชันโดยการเติม 250 µM rNTP (ATP, UTP, CTP, 
GTP) เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 1.5 ช่ัวโมง  
 6.4.3  ทําการหยุดปฏิกิริยาทรานสคริบชันโดยการเติมสารละลาย stop solution (5% SDS, 
100 mM EDTA, 1 M sodium actate, pH 4.8) ลงไปในปฏิกิริยา ในปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร
ทั้งหมด 
 6.4.4  ทําการสกัดเอาดีเอ็นเอตนแบบออก โดยใชเอนไซม DNase (Promega) หลังจากนั้น
ทําการแยกสารตัวอยางใหบริสุทธดวย phenol/Chloroform  

6.4.5  ตกตะกอนอารเอ็นเอดวยเอทานอล จากนั้นปนแยกตะกอน แลวลางตะกอนใหสะอาด 
ละลายตะกอนใน loading buffer 5 µl (95 % formamide, 18 mM EDTA, 0.025 % bromophenol 
blue, 0.025 % xylene cyanol, 0.025 % SDS)  

6.4.6  การวิเคราะหอารเอ็นเอดวยวิธี northern blot analysis  
   
7. การทดลองศึกษาการใชรีคอมบีแนนทเวกเตอรในขอ 6 ตอการทดสอบการแสดงออกในปลา

ขามชนิด โดยใชสารสกัดเอนไซม RNA polymerase III จากเซลลของปลาที่มีความสําคัญ 
เชิงเศรษฐกจิ บางชนิด เชน ปลาไน ปลาดุก และปลานิล  
7.1 ทําการผลิตสารสกัด RNA polymerase III จากปลาดุก (Clarias garienpinus) ปลาไน 

(Cyprinus carpio) หรือ ปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยใชลูกปลาที่ระยะการใช
อาหารจากถุงไขแดงหมด หรือระยะที่เร่ิมวายน้ําขึ้นมา สลบลูกปลาดวยสารละลาย 
phenoxyethanol 300 ppm แลวแชตัวอยางลูกปลาในสารละลายบัฟเฟอร PBS ที่แชอยูใน
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น้ําแข็ง  แลวทาํการสกัด RNA polymerase III ทําตามวิธีของ Weil et al. (1979) โดยมกีาร
ดัดแปลงใหเหมาะสมดังมีรายละเอียดเชนเดียวกับขอ 6.3  

7.2 ทําการวิเคราะหการแสดงออกของ shRNA โดยใช vector construct ในขอ 6.2 ในสารสกัด 
RNA polymerase III ทีไ่ดจากปลาดุก ปลาไน หรือ ปลานิล  โดยใชวิธีการเดียวกับขอ 6.4 
แลวทําการวิเคราะหผลผลิตอารเอ็นเอที่ไดโดยวิธี northern blot analysis  

 
8. การทดลองศึกษาการใชรีคอมบีแนนทเวกเตอรในขอ 6 ตอการทดสอบการแสดงออกในสัตวน้ํา

ชนิดอื่น เชน กุงกุลาดํา (Peneaus monodon) กุงขาว (Litopeneaus vannamai) โดยใชสารสกัด
เอนไซม RNA polymerase III จากกุงวยัออนที่ระยะ post larvae 10-15 ทําการสลบกุงโดยการ
แชกุงในสารละลาย PBS ที่แชในน้ําแข็ง จนกุงสลบ แลวหั่นตวัอยางกุงเปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาด
ประมาณ 5 มลิลิเมตร แลวสกัดสารตามรายละเอียดเชนเดียวกับขอ 6.3 จากนั้นทําการวิเคราะห
การแสดงออกของ shRNA โดยใชวิธีการเดยีวกับขอ 6.4 ดวย vector construct (ขอ 6.2)  แลวทํา
การวิเคราะหผลผลิตอารเอ็นเอที่ไดโดยวิธี northern blot analysis  

 
9. Northern Blot analysis 

9.1 เตรียมแผนเจล 15 % denaturing polyacrylamide gel ที่มี 8 M urea จากนัน้นําผลผลิต in 
vitro transcription ที่ไดมาแยกในแผนเจลทีเ่ตรียมได 

9.2 ทําการยอมอารเอ็นเอในแผนเจลดวย 0.5 µg/ml ethidium bromide in 1 X TBE buffer แลว
วิเคราะหภาพอารเอ็นเอที่ไดโดยดูดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต 

9.3 นําแผนเจลที่มอีารเอ็นเอตัวอยางไปถายโอนอารเอ็นเอไปที่แผนเมมเบรน HybondTM-
N+membrane (Amersham) โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 80 โวลต 3 ช่ัวโมง  

9.4 หลังจากถายโอนอารเอ็นเอไปที่แผนแมมเบรนแลว นําแผนเมมเบรนไปอบที่อุณภูมิ 80 
องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง 

9.5 นําแผนเมมเบรนมาไฮบริไดซกับ oligonucleotide probe 
(5’AAGGGCGACATCGGCGTCAGC-3’Dig) ที่มีเบสคูสมกับสวนของแอนไทเซนซกับ
ยีนเปาหมาย โดยทําการไฮบริไดซขามคืน ตามวิธีการที่แนะนําจากบริษทัผูผลิต (Roche, 
Manheim, Germany) จากนัน้นําไปวิเคราะหแถบอารเอ็นเอที่ไดดวย anti-digoxigenin-AP 
antibodies และทําใหเกิดแถบสีดวย NBT/BCIP ตามวธีิการที่แนะนําจากบริษัทผูผลิต 
(Roche) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
โครงสรางของยีน U6 snRNA ในปลามาลาย 
 จากการโคลนยีนในบริเวณของโปรโมเตอรและบางสวนของ coding region ของยีน U6 
snRNA จากจโีนมของปลามาลาย ดวยวิธี nested PCR โดยใช genomic DNA library ของปลามาลาย
เปนยีนตนแบบ ไดผลผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 550 เบสแพร จากนัน้ทําการโคลนผลผลิตชิ้น
ดังกลาวนีเ้ขาสู pGEM T easy vector แลวทําการวิเคราะหลําดับเบส พบวามียนี U6 snRNA 3 ชนิดที่
แตกตางกัน จงึไดตั้งชื่อวา U6-1, U6-2, และ U6-3 และทําการโคลนยีนเสนสมบูรณของยีนแตละยนี 
ผลของลําดับเบสแสดงในภาพที่ 4.1 
 
 บริเวณ coding region 
 ผลการศึกษาครั้งนี้พบวายีน U6-1 มีสวนของ coding sequences เทากับ 112 เบส และยีน 
U6-2 และU6-3 มีสวนของ coding sequences เทากับ 107 และ 106 เบส ตามลําดับ ซ่ึงจากการ
เปรียบเทียบความตรงกันของลําดับเบส พบวาบริเวณ coding sequences ของยีนทั้ง 3 มีสวนของ
ลําดับเบสที่มีความตรงกันสงู (ตารางที่ 4.1) พบสวนทีเ่รียกวา intragenic “box A” ซ่ึงมีสวนประกอบ
ของลําดับเบสที่ถูกจําแนกวามีความสําคัญในการทําหนาที่ในการควบคุมการแสดงออกของยีนใน
กลุมที่ถูกทรานสคริบโดย RNA polymerase III และเปนสวนที่สําคัญตอการแสดงออกของยีนใน
กลุมที่มีสวนของโปรโมเตอรอยูภายใน coding sequences อยางไรกต็าม intragenic “box A” ไมได
เปนสวนทีจ่ําเปนตอการทรานสคริบของยีนในกลุม RNA polymerase III ที่มีสวนของโปรโมเตอร
อยูขางนอก coding sequences 
 พบกลุมของลําดับเบสที่ทําหนาที่ในการเปนสัญญานใหหยดุทรานสคริบ ในยีน U6 snRNA 
ทั้ง 3 ยีน คือ บริเวณที่ประกอบไปดวยนวิเคลีโอไทดที่เปนเบส thymidine ยาวประมาณ 4-5 นิวคลีโอ
ไทด ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้พบวา บริเวณที่เปน termination sequences ของ ยีน U6-1 ประกอบดวย 
thymidine 4 หรือ 5 นิวคลีโอไทด ในขณะที่ยีน U6-2 มีบริเวณที่เปน termination sequences เปน 
thymidine 5 นวิคลีโอไทด แต U6-3 มีบริเวณที่เปน termination sequences เปน thymidine 4 นิวคลี
โอไทด 
 ลําดับเบสของบริเวณ coding sequences ของยีน U6 snRNA ของปลามาลายทั้ง 3 ชนิด มี
ความคลายคลึงกันสูง (ตารางที่ 4.1) และมคีวามคลายคลึงกันกับ coding sequences ของยีน U6 
snRNA ที่ไดจากสัตวชนดิอื่น ๆ สูงเชนเดยีวกัน (ตารางที่ 4.2) 
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ภาพที่ 4.1  ลําดับเบสของยนี U6 snRNA ของปลามาลาย พบยีน U6 snRNA 4 ชนิด (U6-1, 

U6-2, U6-3 แยกไดจากการศึกษาครั้งนี้ U6-4 พบจาก zebrafsih genomic 
database ในปลามาลาย การตั้งชื่อยีนในการศึกษาครั้งนี้เปนการตั้งชื่อแบบสุม 
ลําดับเบสของยีน U6-4 ไดจาก zebrafsih genomic database (NW001514080.1) 
กลุมของลําดับเบส CCAAT แสดงดวยแถบสีเหล่ียมสีดํา แถบสีเหล่ียมสีขาว
และสีเทาแสดงกลุมของลําดับเบส PSE และ  TATA box ตามลําดับ นิวคลีโอ
ไทดเร่ิมตนในการทรานสคริบชัน แสดงดวยนิวคลีโอไทด +1 แถบสี่เหล่ียม
เสนประแสดงสวนที่ถูกจําแนกเปน intragenic control region “boxA” ลําดับ
เบสที่เปน termination sequences แสดงดวยตวัหนังสือขีดเสนใต   
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ตารางที่ 4.1   การเปรียบเทียบความตรงกนัของลําดับเบสของยีน U6 snRNA ในปลามาลาย 
 

ชนิด U6 snRNA coding region PSE (-79 ถึง -1) DSE (-250 ถึง -1) 
U6-1 กับ U6-2 
U6-1 กับ U6-3 
U6-1 กับ U6-4 

85.7 % 
86.6 % 
86.6 % 

48.8 % 
54.2 % 
53.6 % 

50.0 % 
51.7 % 
52.0 % 

U6-2 กับ U6-3 
U6-2 กับ U6-4 

96.3 % 
96.3 % 

81.3 % 
71.3 % 

73.6 % 
67.3 % 

U6-3 กับ U6-4 100.0 % 74.7 % 76.1 % 
  

 
ตารางที่ 4.2  การเปรียบเทียบความตรงกนัของลําดับเบสของบริเวณ coding region ของยีน 

U6 snRNA ในปลามาลายกบั coding region ของยนี U6 snRNA ในสตัวชนดิ
อ่ืน ๆ  

 
Zebrafish 

 
Drosophila Xenopus Mouse 

(X06980) 
Mouse 

(M10329) 
Human 

U6-1 84.82 % 88.4 % 88.4 % 88.5 % 89.3 % 
U6-2 95.3 % 97.2 % 95.3 % 95.4 % 96.3 % 
U6-3 94.4 % 98.1 % 98.1 % 96.3 % 97.2 % 
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ภาพที่ 4.2   แผนภาพ phylogenetic tree สรางโดยวิธี neighbor-joining (Saito and Nei,  
1987) การสรางแผนภาพใชขอมูลลําดับเบสบริเวณ coding region ของ U6 
snRNA ทั้ง 3 ชนิด (U6-1, U6-2, U6-3) และขอมูลลําดับเบสบริเวณ coding 
region ของ U6 snRNA ของสัตวชนิดอื่น ๆ จากขอมูลใน GenBank ไดแก 
มนุษย (X07425) หนู1 (X06980) หนู2(M10329) Xenopus (M31687) Drosophila 
(AH004871)  

     หมายเหต ุ ที่บริเวณ coding region ลําดับเบสของ U6-4 กับ U6-3 ตรงกัน 
100 % 
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ผลจากการสราง phylogenetic tree โดยใช coding sequences ของยีน U6 snRNA ของปลา
มาลาย และจากสัตวชนดิตาง ๆ ที่ไดมีการรายงานไว แสดงดังภาพที่ 4.2 ซ่ึงจะเหน็ไดวา U6-1 ของ
ปลามาลายจะมีความสัมพันธใกลชิดกับ U6 snRNA ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมมากกวา U6 snRNA 
ของสัตวชนิดอื่น ๆ ในขณะที่ U6-2 มีความสัมพันธใกลชิดกับ U6 snRNA ของแมลงหวี่มากกวา U6 
snRNA ของสัตวชนิดอืน่ ๆ และ U6-3 จะมีความสัมพันธใกลชิดกบั U6 snRNA ของกบ Xenopus 
มากกวา 

 
บริเวณโปรโมเตอร 
โปรโมเตอรของ U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิด มีลําดับเบสที่แตกตางกันอยางมาก (ภาพที่ 4.1) ใน

การศึกษาครั้งนี้ ไดวิเคราะหโครงสรางของสวนของโปรโมเตอรเพื่อจําแนกองคประกอบของลําดับ
เบสที่สําคัญตอการแสดงออกของยีน U6 snRNA  ในบริเวณของโปรโมเตอร 3 องคประกอบดวยกัน 
ไดแก 
- Distal sequence element (DSE) 
- proximal sequence element (PSE) 
- TATA box  

โดยองคประกอบของลําดับเบสที่ไดถูกจําแนกเปนสวนของ DSE จะพบอยูในบริเวณโปร
โมเตอรของ U6 snRNA ที่ตําแหนงประมาณ -250 ถึง -240 ซ่ึงจะมีสวนประกอบของลาํดับเบสที่มี
บทบาทตอการเรงการแสดงออกของยีน (Wingender, 1993; Das et al., 1988) สําหรับยีน U6 snRNA 
ในปลามาลาย พบวาที่บริเวณโปรโมเตอรของ U6 snRNA ในตําแหนงที่คาดวานาจะพบ DSE นั้น 
จะมีลําดับเบสของ “CCAAT” โดยในU6-1 จะมี CCAAT ที่ตําแหนง -244 ถึง -240 และพบ CCAAT 
boxes ในโปรโมเตอรของ U6-2 และ U6-3 ที่ตําแหนง -249 ถึง -245 (ภาพที่ 4.1) 
 องคประกอบของลําดับเบสที่มีความสําคัญตอการแสดงออกของยีนในกลุม U6 snRNA คือ 
PSE ซ่ึงไดมีการศึกษาวาเปนสวนที่มีความจําเปนตอการทรานสคริบ U6 snRNA เนือ่งจากลําดับเบส
ของ PSE จะแตกตางกันในสิ่งมีชีวิตที่ตางชนิดกัน ในการจําแนก PSE จึงใชตําแหนงระยะหางจาก
ตําแหนงนิวคลีโอไทดเร่ิมตน ที่ไดมีการรายงานในยนี U6 snRNA ในสัตวชนิดอืน่ ๆ คือประมาณ -
79 ถึง -48 นิวคลีโอไทดเปนการจําแนกองคประกอบของลําดับเบสของ PSE (ภาพที่ 4.1) พบวา
บริเวณที่คาดวาจะเปนบริเวณ PSE ของยนี U6 snRNA ของปลามาลายทั้ง 3 ชนิด มนีิวคลีโอไทด
แตกตาง ๆ กนั อยางไรก็ตามพบความตรงกนัของลําดับเบสในบริเวณ PSE อยู2 บริเวณคือ ACCAC 
(บริเวณ -65 ถึง -61) และ AACAT (บริเวณ -52 ถึง -48)  
 บริเวณนิวคลีโอไทดที่จัดเปน TATA box ของยีน U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิด จะอยูที่บริเวณ
เดียวกันคือ ทีต่ําแหนง -31 ถึง -24 ซ่ึงเปนบริเวณที่มีเบสไธมิดีน (thymidine; T) และอะดิโนซีน 
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(adenosine; A) มาก ในขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูระหวาง TATA box กับนิวคลีโอไทดเร่ิมตน
ของ U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิด ไมมีความคลายคลึงกัน 
 
ยีน U6 snRNA ในจีโนมของปลามาลาย  
 ในการศึกษาตาํแหนงของยีน U6 snRNA  ในจีโนมของปลามาลาย ผูวิจยัไดใชขอมูลของ
ลําดับเบสที่ประกอบดวย PSE, coding region จนถึง termination sequence เปน input ในการ
วิเคราะห Blastn โดยใชฐานขอมูลของจีโนมปลามาลาย (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) ผล
การศึกษาพบวา ยนี U6-1 มีการเรียงตัวในจโีนมของปลามาลายมากถึง 555 ชุด โดยมกีารเรียงตัวซํ้า
กันแบบหัวตอหาง ในตําแหนงตางๆ ของโครโมโซมตาง ๆ รายละเอียดแสดงในตารางที่ 4.3 
ในขณะที่ยนี U6-2 และ U6-3 พบวามีอยู 1 ชุดในจีโนมของปลามาลาย  

นอกจากนี้จากผลการวิเคราะห Blastn โดยใชฐานขอมูลของจีโนมปลามาลาย พบยีน U6 
snRNA  อีก 1 ชนิด จึงไดตั้งชื่อเปน U6-4 ดังนั้นจึงไดนําขอมูลลําดับเบสของยีน U6-4 จากใน
ฐานขอมูลมาใชในการศึกษาครั้งนี้ พบวา ยนี U6-4 มีลําดับเบสที่ coding region ตรงกนักับ coding 
region ของ U6-3 ทั้งหมด นอกจากนีใ้นบริเวณโปรโมเตอรของ U6-4 จะมีลําดับเบสที่เปน
องคประกอบที่สําคัญในการแสดงออกของยีนที่ไดกลาวไวแลวขางตน ไดแก DSE, PSE และ 
TATA-rich boxes (ภาพที่ 4.1) ดังนั้นผลการศึกษาครั้งนี้จงึชี้ใหเห็นวาปลามาลายมียีน U6 snRNA  
อยู 4 ชนิดในจโีนม 

จากขอมูลขางตนชี้ใหเห็นวาปลามาลายมียนี U6 snRNA  อยู 4 ชนิดทีแ่ตกตางกัน แตยังไม
สามารถทราบไดวายีนชนดิใดมีการแสดงออก และชนดิใดบางที่ไมมีการแสดงออก การศึกษาครั้งนี้
จึงใชวิธี reverse transcription PCR โดยมีการออกแบบไพรเมอรที่ใหมคีวามจําเพาะตอบริเวณ 
coding region ของยีน U6 snRNA  ที่แตกตางกัน 3 ชนิด การศึกษาครั้งนี้ไดใชตัวอยางอวัยวะตาง ๆ 
ของปลามาลายไดแก สมอง ตา เหงือก ตับ ระบบยอยอาหาร รังไข และ อัณฑะ ภาพที่ 4.3 แสดงให
เห็นวายนี U6-1 และ U6-2 snRNA  มีการแสดงออกในอวัยวะตาง ๆ ที่ไดทําการศึกษา  และ ยีน U6-
3 และ/หรือ U6-4 มีการแสดงออกในทุกอวัยวะที่ทําการศึกษา 
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ตารางที่ 4.3   ตําแหนงและจาํนวนของ U6 snRNA ในจีโนมของปลามาลาย 

U6  

Locus 
Chromosome Number of loci 

Number of 

copies 
strand 

U6-1 

 

1 

3 

4 

5 

12 

14 

18 

20 

23 

Not placed 

1 

2 

2 

2 

1 

11 

1 

1 

1 

3 

2 

56 

121 

60 

6 

260 

3 

1 

15 

31 

Minus 

Plus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus 

Plus 

Plus and 

Minus 

U6-2 21 1 1 Minus 

U6-3 11 1 1 Plus 

U6-4 9 1 1 Minus 

 หมายเหต ุ จํานวนชดุที่นับนั้นนับจากยนี U6 snRNA ทีม่ีสวนของลําดับเบสของ PSE จนถึง  
    termination sequences ที่สมบูรณเทานัน้ 
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 ภาพที่ 4.3 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน U6-1, U6-2 และ U6-3 ของอวัยวะตาง ๆ 
cDNAs สกัดจากอวัยวะตาง ๆ ไดแก ตับ (1), รังไข (2), ตา (3), สมอง (4), 
เหงือก(5), ระบบทางเดินอาหาร (6) และ อัณฑะ (7) N คือ negative control ใช
น้ํากลั่นแทน cDNA 

 
 

การประยุกตใชโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA  เพื่อการแสดงออก short hairpin RNA (shRNA) 
 วัตถุประสงคหนึ่งที่สําคัญของการศึกษาครั้งนี้ คือเพื่อการนําเอาโปรโมเตอรของปลามาลาย
ที่แยกไดไปประยุกตใชสําหรับเทคนิคยีนน็อคดาวน ผูวจิัยจึงไดทําการตัดตอยีนโปรโมเตอรของ U6 
snRNA  ชนดิที่แยกได คือ โปรโมเตอรของ U6-1, U6-2 และ U6-3 เชื่อมตอกับชิ้นสวนดีเอ็นเอทีจ่ะ
ผลิตเปน shRNA ภาพที่ 4.4 แสดงโครงสรางของยีนที่ตดัตอดังกลาวเพื่อใชเปนยีนตนแบบในการ
วิเคราะหการทรานสคริบของ shRNA ดวยเอ็นไซม RNA polymerase III ที่สกดัไดจากปลามาลาย 
โดยวิธี in vitro transcription และวเิคราะหผลผลิต transcription โดยใช northern blot analysis ผล
การศึกษาแสดงในภาพที่ 4.5 พบวา โปรโมเตอรจากยนี U6 snRNA  ทั้ง 3 ชนิดของปลามาลาย
สามารถผลิต shRNA ได และจะเห็นไดวา ผลผลิต transcription ของทกุโปรโมเตอรจะมีแถบอาร
เอ็นเอ 2 แถบ ใกลกัน แสดงใหเห็นวา ผลผลิตทรานสคริบชันนี้ประกอบดวย terminal sequences ที่มี 
thynidine 4 นิวคลีโอไทด หรือ 5 นิวคลีโอไทด 

นอกจากนี้เมื่อทําการทดสอบการแสดงออกของโปรโมเตอรของยีน U6-1, U6-2 และ U6-3 
กับการแสดงออกในปลาชนดิอื่น ๆ โดยการใชสารสกัดเอ็นไซม RNA polymerase III ที่ไดจากปลา
ดุก ปลาไน และปลานิล พบวาโปรโมเตอรของยีน U6-1, U6-2 และ U6-3 ของปลามาลายสามารถ
ทํางานไดเมื่อใชสารสกัดเอ็นเซม RNA plymerase III ที่ไดจากปลานิล (ภาพที่ 4.5) แตไมสามารถ
แสดงออกไดเมื่อใชสารสกัดเอ็นไซม RNA polymerase III ที่ไดจากปลาดุก และปลาไน (ไมได
แสดงผล) 
 การศึกษาครั้งนี้ยังขยายขอบเขตในการทดสอบการประยกุตใชโปรโมเตอรของยีน U6 
snRNA  ทั้ง 3 ชนิดของปลามาลายในสัตวน้ําเศรษฐกจิอืน่ เชน การใชสารสกัดเอ็นเซม RNA 
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polymerase III จากกุงกุลาดาํ และกุงขาว พบวามีการทรานสคริบชันในปฏิกิกริยาทีใ่ชโปรโมเตอร 
U6-1 และ U6-2 อยางไรก็ตามผลการทรานสคริบชันเกิดนอยมาก    
 

 
 ภาพที่ 4.4  แผนภาพแสดงการตัดตอยีนโปรโมเตอรของ U6-1, U6-2 และ U6-3 ตอกับ  

     shRNA ลําดับเบสของ PSE ดูไดที่ ภาพที่ 4.1 และ ลําดับเบสของ shRNA  
     ประกอบดวย สวนของsense shRNA, 9-mer loop, shRNA antisense   

 
   
 
 

 
  

ภาพที่ 4.5  ผลของการวิเคราะหการทํา in vitro transcription ดวย northern blot analysis  
    ในปลามาลาย และปลานลิ U6-1, U6-2 และ U6-3 คือ เทมเพลทสําหรับ in vitro 

transcription ไดจากการตัดตอยีนแลวไดโครงสราง pU6-1shRNA, pU6-
2shRNA และ pU6-3shRNA ตามลําดับ ดังแสดงแผนภาพในภาพที่ 4.4   
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ภาพที่ 4.6  ผลของการวิเคราะหการทํา in vitro transcription ดวย northern blot analysis  

ในกุงขาว (Litopenaeus vannamai) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) U6-1, 
U6-2 และ U6-3 คือ เทมเพลทสําหรับ in vitro transcription ไดจากการตัดตอยีน
แลวไดโครงสราง pU6-1shRNA, pU6-2shRNA และ pU6-3shRNA ตามลําดับ 
ดัแสดง แผนภาพในภาพที่ 4 .4  
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บทที่ 5 
วิจารณผล และสรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษาในครั้งนี้ ไดทําการแยกยีน U6 snRNA  จากจีโนมของปลามาลายได 3 ชนดิที่

แตกตางกัน โดยมีความแตกตางกันที่ลําดับเบสทั้งที่บริเวณโปรโมเตอรและบริเวณ coding region 
และไดตั้งชื่อโดยการสุม ดังนี้ U6-1, U6-2 และ U6-3 เนือ่งจากยนี U6 snRNA ทั้งสามมีความ
แตกตางกันของลําดับเบสอยางมาก การจําแนกกลุมของลําดับเบส ที่เปนกลุมของลําดับเบสที่มี
ความสําคัญตอการแสดงออกของยีน U6 snRNA ไดแก Distal sequence element (DSE), proximal 
sequenc element (PSE) และ TATA-rich boxes ที่ไดมีรายงานการศกึษา (Krol et al., 1987; Das et 
al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988) จึงใชการเทียบตําแหนงกับนวิคลีโอไทดเร่ิมตน   

กลุมลําดับเบส DSE เปนกลุมลําดับเบสที่จะพบอยูประมาณบริเวณ 258 ถึง 210 นิวคลีโอ
ไทดกอนถึงนวิคลีโอไทดเร่ิมตน (Wingender, 1993) ทําหนาที่เปน enhancer หรือมีบทบาทในการ
เพิ่มระดับการแสดงออกของยีน U6 snRNA (Das et al., 1988) ในการศึกษาครั้งนี้พบกลุมลําดับเบส 
CCAAT ที่บริเวณตําแหนง -249 ถึง -240 เนื่องจากไดมีรายงานการศกึษาวากลุมเบส CCAAT box 
ทําหนาที่เปน enhancer ในยนีอื่น ๆ (Ach and Weiner, 1991; Park and Levine, 2000; Boularand et 
al., 1995; Eklund and Skalnik, 1995) ดังนัน้คณะผูวิจยัจงึสรุปวา CCAAT นาจะมีบบาทในการทํา
หนาเปน DSE ในยนี U6 snRNA ของปลามาลาย ผลการศึกษาครั้งนี้แตกตางจากการศึกษาของยนี 
U6 snRNA ในคน หนู ไก และววั ที่ไดรายงานวากลุมเบสที่ทําหนาทีเ่ปน DSE ในยนี U6 snRNA จะ
มีลําดับเบสเปน ATTTGCAT หรือเรียกวา octamer motif (Krol et al., 1987; Das et al., 1988; 
Kunkel and Pederson, 1988; Kudo and Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005) ในขณะที่ในยนี U6 
snRNA ของแมลงหวี่ไมพบกลุมเบส octamer motif และไมไดมีรายงานการจําแนกวากลุมเบสใดทํา
หนาที่เปน DSE ในยีน U6 snRNA ของแมลงหวี ่(Das et al., 1987) 

เนื่องจากลําเบสที่ไดมีการจําแนกวาเปน PSE ใน คน (Domitrovich and Kunkel, 2003), หนู 
(Oshima et al., 1981), ววั (Lambeth et al., 2005), Xenopus (Krol et al., 1987), และ แมลงหวี่ (Das 
et al., 1987) จะมีความตรงกนันอย (ภาพที่ 5.1) ในการศึกษาครั้งนี้ จึงจําแนกกลุมของเบสที่ทําหนาที่
เปน PSE โดยใชการเทียบตําแหนงของ PSE กับยนี U6 snRNA ทั้งหลายที่ไดมกีารศึกษาเอาไว  จะ
เห็นไดวา PSE ในยนี U6 snRNA ในสัตวชนิดเดยีวกันจะมีความตรงกนัของเบสบางตําแหนง (ภาพ
ที่ 5.1) และ PSE ของยีน U6 snRNA ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีความคลายคลึงกันสูงกวาเมื่อ
เปรียบเทียบกบั PSE ของสัตวมีกระดูกสนัหลังชั้นต่ํา (ภาพที่ 5.1)
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ภาพที่ 5.1  การเปรียบเทียบความตรงกันของลําดับเบสเฉพาะสวนของ PSE 
         ลําดับเบสของ PSE ในสัตวชนิดเดยีวกันมีตรงกันของลําดัเบสบางตําแหนง PSE  

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีความคลายคลึงกันสูงกวาเมื่อเปรยีบเทียบกับ PSE ของ
สัตวมีกระดูกสัน หลังชั้นต่ํา 

     หมายเหต ุ1Dahlberg and Lund (1988)  
        2Domitrovich and Kunkel (2003) 
        3Ohshima et al. (1981) 
        4Lambethet al. (2005) 
        5Krol et al. (1987) 
        6Das et al. (1987) 
 

ลําดับเบสที่สําคัญอีกอันหนึ่งที่พบในยีน U6 snRNA คือกลุมของลําดับเบสที่ไธมิดีน 
และอะดิโนซีนมาก หรือที่เรียกวา TATA box จะพบ TATA box ในยีน U6 snRNA ทกุชนิดของปลา
มาลาย และพบบริเวณตําแหนง (-30 ถึง -24) ซ่ึงตําแหนงของ TATA box จะสอดคลองกับตําแหนง
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ของ TATA box ของยีน U6 snRNA ที่พบในคน (Domitrovich and Kunkel, 2003), หนู (Oshima et 
al., 1981), วัว (Lambeth et al., 2005), ไก (Kudo and Sutou, 2005), Xenopus (Krol et al., 1987), 
และ แมลงหวี่ (Das et al., 1987) แตนวิคลีโอไทดที่อยูระหวาง TATA box กับนิวคลีโอไทดเร่ิมตนมี
ความแตกตางกันสูง จะเห็นไดวานิวคลีโอไทดบริเวณระหวาง TATA box กับ นิวคลีโอไทดเร่ิมตน 
ของยีน U6 snRNA จะมีความแตกตางกันสูงใน U6 snRNA ที่ตางกัน หรือใน U6 snRNA ของสัตว
ตางชนิดกนั แสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณนี้ไมมีความสําคัญ แตตําแหนงหรือ
ระยะหางของบริเวณระหวาง TATA box กับ นิวคลีโอไทดเร่ิมตนมีความสําคัญตอการแสดงออก
ของยีน U6 snRNA ซ่ึงเปนประโยชนในการนําไปใชในการโคลนเพือ่เปนโปรโมเตอรสําหรับ 
shRNA เพราะสามารถเปลี่ยนลําดับเบสบริเวณระหวาง TATA box กบันิวคลีโอไทดเร่ิมตนเปน
ลําดับเบสของเอ็นไซมตัดจําเพาะที่ตองการเพื่อการตัดตอยีนได   

จากการวิเคราะหตําแหนงของยีน U6 snRNA  ในจีโนมของปลามาลาย จึงทําใหพบยีน U6 
snRNA อีกชนดิหนึ่ง จึงตั้งชือ่วาเปน U6-4 ซ่ึงมีลําดับเบสในสวนของ coding region ตรงกัน 100 %
กับ coding region ของยีน U6-3 แตมีลําดับเบสที่บริเวณโปรโมเตอรตางกัน จึงสรุปไดวาปลามาลาย
มียีน U6 snRNA ที่แตกตางกัน 4 ชนิด และเมื่อทําการวิเคราะหตําหนงของยีนในโครโมโซมตาง ๆ 
ในจีโนมของปลามาลายพบวา ยนี U6-1 มีการเรียงตัวมากถึง 555 ชุดในจีโนมของปลามาลาย ซ่ึงจะ
อยูตามโครโมโซมตาง ๆ จึงสามารถจัดยีน U6-1 ใหอยูในยีนชนิด multigene family ในรายงาน
การศึกษาอื่น ๆ (Hayashi, 1981; Domitrovich and Kunkel, 2003) ที่เกี่ยวของกับ U6 snRNA ก็มกีาร
พบวายนี U6 snRNA เปน multigene family และมีการเรยีงตัวอยูในโครโมโซมตาง ๆ ดังนั้นผล
การศึกษาครั้งนี้จึงสรุปไดวาปลามาลายยีน U6 snRNA แตกตางกัน 4 ชนิด และมีอยู 1 ชนิดที่จัดอยู
ในกลุมของ multigene family อีก 3 ชนิดเปนยีนที่พบอยูเพียงชุดเดียวในจีโนมของปลามาลาย 

จากการที่พบวาปลามาลายมียีน U6 snRNA ที่แตกตางกนัอยู 4 ชนิด จงึเปนที่นาสนใจวายีน
ทั้ง 4 ชนิดมีการแสดงออกหรือไม และมีการแสดงออกในอวัยวะใดบาง การศึกษาครัง้นี้จึงใชวิธี 
reverse transcritpion PCR โดยทําการวิเคราะหการแสดงออกของยีน U6 snRNA ในอวัยวะตาง ๆ 
เชน สมอง ตา เหงือก ตับ ระบบทางเดินอาหาร รังไข และ อัณฑะ ของปลามาลาย เนือ่งจาก
องคประกอบของลําดับเบสของยีน U6-4 และ ยนี U6-3 มีความตรงกันทั้งหมด จึงไมสามารถทราบ
ไดวายีนทั้ง 2 ชนิดแสดงออกไดหรือไม หรือเปนการแสดงออกของยีนเพียงชนดิเดยีว การศึกษาครั้ง
นี้พบวา ยีน U6 snRNA  ทั้ง 3 ชนิดมีการแสดงออกในปลามาลาย และพบการแสดงออกในทุกอวยัะ
วะที่ทําการวิเคราะหจึงอาจสรุปไดวายนี U6 snRNA จดัอยูในประเภท house keeping gene  

การศึกษาครั้งนี้ไดตรวจสอบการทํางานของโปรโมเตอรยีน U6 snRNA ในการทรานสคริบ 
shRNA โดยการตัดตอโปรโมเตอรของยีน U6-1, U6-2 และ U6-3 กับดีเอ็นเอที่สราง shRNA และทํา
การตรวจการทรานสคริบของโปรโมเตอรในหลอดทดลองโดยใชสารสกัดของ RNA polymerase III 



 39

ที่ไดจากตัวออนปลามาลาย พบวาโปรโมเตอรทั้ง 3 ชนิดสามารถผลิต shRNA ซ่ึงผลการทดลองนี้
สอดคลองกับขอสรุปที่ไดกลาวมาแลววายีนทั้ง 3 ชนดิทําหนาที่เปนยนีที่แทจริงหรือมีการแสดงออก
ในปลามาลาย จึงสรุปไดวาโปรโมเตอรที่ไดการศึกษาครัง้นี้สามารถนําไปประยกุตใชในการ
เทคโนโลยียีนน็อคดาวนแบบระยะยาวในปลามาลายตอไป ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการศึกษาหนาที่
ของยีน หรือการศึกษาทางดานชีววิทยาดานตาง ๆ ที่ใชปลามาลายเปนสัตวทดลอง  

ไดมีการรายงานผลการทดลองการทรานสคริบของโปรโมเตอร U6 snRNA ในสิ่งมชีีวิตตาง
ชนิดกัน ไดผลที่แตกตางกัน เชน โปรโมเตอร U6 snRNA ที่ไดจากแมลงหวี่ ไมสามารถทรานสคริบ 
U6 snRNA ไดในสารสกัด RNA polymerase III ทีไ่ดจากเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม แต
สามารถทรานสคริบ U6 snRNA ไดในสารสกัดเอ็นไซมที่ไดจากแมลงหวี่เทานั้น (Das et al., 1987) 
ผลการทดลองนี้แตกตางจากผลการทดลองที่ใชโปรโมเตอร U6 snRNA ของหนู สามารถแสดงออก
ไดในตัวออนของ Xenopus และการที่โปรโมเตอร U6 snRNA ของคนสามารถนําไปทดสอบการ
แสดงออกของ shRNA ไดในเซลลของไก  (Kudo and Sutou, 2005) ในการศึกษาครั้งนี้ การทดลอง
การทรานสคริบของโปรโมเตอร U6-1, U6-2 และ U6-3 โดยใชสารสกดั RNA polymerase III จาก
ปลาไน ปลาดุก และปลานิล ผลจากการทํา northern blot analysis พบวา โปรโมเตอรของ U6-1, U6-
2 และ U6-3 ของปลามาลาย สามารถแสดงออกไดในปลานิล แตไมสามารถแสดงออกไดในปลาไน 
และปลาดุก นอกจากนีย้ังพบวาโปรโมเตอรของ U6 snRNA ของปลามาลายสามารถทํางานไดสาร
สกัด RNA polymerase III ทีไ่ดจากกุงทะเลแมวาจะไดผลไมชัดเจนนักก็ตาม  ผลการศึกษาครั้งนี้เมือ่
เปรียบเทียบกบัผลการศึกษาที่ไดมีผูรายงานไวกอนหนานี้ สามารถอภิปรายไดวา การที่โปรโมเตอร 
U6 snRNA จะสามารถทํางานไดในสิ่งมีชีวิตขามชนิดกนัไดหรือไมนัน้ นาจะเกดิเนือ่งจากความ
คลายคลึงกันของลําดับเบสในสวนที่สําคัญของโปรโมเตอรของ U6 snRNA โดยเฉพาะกลุมเบส 
DSE ที่เปน octamer motif ทีพ่บในโปรโมเตอร U6 snRNA ของไก หนู คน และ Xenopus  แตไม
พบในโปรโมเตอร U6 snRNA ของแมลงหวี่  อยางไรก็ตามจึงเปนที่นาสนใจศกึษาตอไปเพื่อหา
คําอธิบายการทํางานของโปรโมเตอร U6 snRNA ในปลาขามชนิดกันโดยการเปรยีบเทียบลําดบันิ
วคลีโอไทดในกลุมเบสที่มีบทบาทที่สําคัญในโปรโมเตอรของ U6 snRNA ในปลาชนิดตาง ๆ ตอไป  
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สรุปผลการศึกษา 
 

1. ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถทําการแยกยนี U6 snRNA จาก genomic DNA library ของปลามา
ลายได 3 ชนดิที่แตกตางกัน และไดตั้งชื่อยนี U6 snRNA ที่ไดในครั้งนีว้า U6-1, U6-2 และ U6-
3 โดยยนี U6 snRNA ทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกันของลาํดับเบสในสวนของโปรโมเตอรสูง 
จึงไดมีการจําแนกกลุมเบสที่มีบทบาทสําคัญในสวนของโปรโมเตอรของยีน U6 snRNA ทั้ง 3 
ของปลามาลายโดยใชวิธีการเทียบตําแหนงนิวคลีโอไทดจากจดุเริ่มตน ไดแก กลุมนิวคลีโอ
ไทด Distal sequence element (DSE), Proximal sequence element (PSE) และ TATA box  

 
2. แมวายีน U6 snRNA จะมีความแตกตางของนิวคลีโอไทดที่บริเวณโปรโมเตอรสูง แตมี

คลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด ที่บริเวณ coding region มาก  
 
3. บริเวณ coding region ของยนี U6 snRNA ทั้ง 3 มีความคลายคลึงกันกับบริเวณ coding region 

ของยีน U6 snRNA ที่ไดจากสัตวชนิดอื่น ๆ สูงเชนเดียวกัน  
 
4. ผลจากการสราง phylogenetic tree โดยใชลําดับเบสบริเวณ coding region ของยีน U6 snRNA 

ในการศึกษาครั้งนี้กับ U6 snRNA ในคน หนู Xenopus แมลงหวี่ พบวา U6-1 มีความสมัพันธ
ใกลเคียงกับ U6 snRNA ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมมากวา U6 snRNA ของสัตวชนิดอืน่ ๆ 
ในขณะที่ U6-2 มีสัมพันธใกลเคียงกับ U6 snRNA ของแมลงหวี่มากกวาสัตวชนิดอื่น ๆ และ 
U6-3 มีความสมัพันธใกลเคียงกับ U6 snRNA ของ Xenopus มากกวา  

 
5. การวิเคราะห Genome Blastn โดยใชขอมลูลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ PSE และ coding 

region พบวา ยีน U6-1 มีการเรียงตัวกนัแบบซ้ํากัน และมีมากถึง 555 ชุด อยูตามโครโมโซม
ตาง ๆ ในขณะที่ U6-2 และ U6-3 พบอยูในจีโนมของปลามาลายเพียงอยางละ 1 ชุด จึงสามารถ
จัดยนี U6-1  เปนยีนจําพวก multigene family 

 
6. ผลจากการวิเคราะหการแสดงออกของยีน U6 snRNA ในอวัยวะตาง ๆ ไดแก สมอง ตา ตับ 

อวัยวะในระบบทางเดินอาหาร เหงือก รังไข และ อัณฑะ โดยวิธี Reverse transcription PCR 
พบวา ยนี U6 snRNAสามารถแสดงในทุกอวัยวะที่ทําการทดสอบ แสดงวา U6 snRNA จัดเปน
ยีนในกลุม house keeping gene 
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7. โปรโมเตอรของยีน U6 snRNA สามารถนํามาใชในการแสดงออก short hairpin RNA ไดใน
สารสกัด RNA polymerase III ที่ไดจากตวัออนปลามาลาย แสดงใหเหน็วา โปรโมเตอรของยีน 
U6 snRNA ทีไ่ดจากการศึกษาครั้งนี้สามารถนําไปใชประโยชนในการศึกษาเทคนิคยนีน็อค
ดาวนระยะยาว หรือเพื่อการปรับแปลงพันธุกรรมของปลามาลายเพื่อการศึกษาการทํางานของ
ยีนในปลามาลายตอไปได 

 
8. โปรโมเตอรของยีน U6 snRNA ที่ไดจากปลามาลายนาจะสามารถนําไปใชประโยชนในการ

ปรับแปลงพันธุกรรมของปลานิลซ่ึงเปนปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกจิได  
 
9. การวิเคราะห Genome Blastn โดยใชขอมลูลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ PSE และ coding 

region ทําใหพบยีน U6 snRNA อีก 1 ชนิดในจีโนมของปลามาลาย (U6-4) จึงสามารถสรุปได
วาในจีโนมของปลามาลายมียีน U6 snRNA ทั้งหมด 4 ชนิดที่แตกตางกัน 
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ภาคผนวก 
 

การเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของสวนของ coding sequences ของยีน U6 snRNA ของสัตว
ตาง ๆ และตําแหนงของไพรเมอร (ลําดับเบสแสดงในตารางที่ 3.1) 
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ABSTRACT 

We have characterized three U6 snRNA genes in zebrafish and randomly 

designated them as U6-1, U6-2, and U6-3.  The U6-1 gene is closely related to the 

mammal U6 snRNA genes and that the U6-2 and U6-3 genes are more closely related 

to the Drosophila and Xenopus U6 snRNA genes.  The upstream regulatory sequences 

were located based on their conserved position relative to the transcription start site.  

Furthermore, we speculate that the “CCAAT box” functions as the distal sequence 

element in the zebrafish U6 snRNA genes.  Genomic BLASTn analysis revealed that 

at least 555 copies of the U6-1 gene are dispersed throughout the zebrafish genome, 

whereas the U6-2 and U6-3 genes are each present as a single copy.  Three U6 snRNA 

genes are functionally expressed in various tissues.  All three putative promoters were 

able to transcribe short hairpin RNA (shRNA) in zebrafish cell extracts.  Our findings 

demonstrate that these putative promoters have the potential to be used for vector-

based RNA interference (RNAi) in zebrafish.  The zebrafish U6 promoter efficiently 

promoted shRNA in vitro expression in cell extracts isolated from Nile tilapia but not 

from catfish or common carp, suggesting that the zebrafish U6 promoters promoted 

variable transcription efficiency across species.  Another U6 snRNA was found from 

the genomic BLASTn search and designated as U6-4, demonstrating that there are four 

different types of zebrafish U6 snRNA genes. 
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U6 snRNA, U6 Promoter, zebrafish, short hairpin RNA  
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INTRODUCTION 

Recently, the zebrafish (Danio rerio) has become the most popular vertebrate 

used as a genetic model for developmental biology studies, models of human disorders, 

and drug discovery research (Hertog, 2005; Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 

2007).  The short life cycle provides a number of embryological and experimental 

advantages.  Moreover, zebrafish are easy to maintain and breed.  The zebrafish is 

expected to have roughly the same number of genes in its genome as the human 

(Postlethwait et al., 2000).  It was found that the zebrafish genome contains about as 

many transcripts including expressed sequence tags (EST) and microarrays as the 

human genome assembly (Dahm and Geisler, 2006).  In addition, the zebrafish 

genome is fully sequenced and mapped, and this information is available to the 

scientific community at (http://zfin.org).  As a result, there has recently been more 

scientific focus on developing various genetic tools and methods that can rapidly 

elucidate gene function.  Gene knockdown (GKD) technologies using antisense 

morpholino oligonucleotide (MO) and small interfering RNA (siRNA) have been 

widely used for gene function analysis in zebrafish (Nasevicius and Ekker, 2000; 

Dodd et al., 2004).  However, these techniques lead to transient loss-of-function 

phenotypes, which are only applicable for investigating gene function during 

embryogenesis.  Additionally, the loss-of-function phenotype is not transmitted to 

subsequent generations.  Thus, vector-based expression of short hairpin RNA 

(shRNA) that can provide constitutive, sustained GKD effects in zebrafish is needed to 

expand the knowledge of genes with redundant functions. 

In order to mediate long-term gene silencing effects in zebrafish, a DNA-based 

construct that stably synthesizes shRNA from either the RNA polymerase II or III 

promoters is required.  RNA polymerase III (Pol III) systems naturally promote 
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transcription more efficiently than do RNA polymerase II (Pol II) systems (Bertrand et 

al., 1997).  In addition, Pol III promoters offer several advantages over Pol II 

promoters.  For instance, the compact sequence of the Pol III promoter is easier to 

manipulate molecularly.  Their transcription is initiated and terminated at precise 

positions, resulting in addition of very little extra sequence when fused to other genes.  

The promoters of Pol III genes (i.e., tRNA, 5S RNA) usually contain an intragenic 

control region (Carbon and Krol, 1991).  In contrast, U6 small nuclear RNA (U6 

snRNA) genes are unique because the cis-elements necessary for transcription are 

present in the 5’-flanking regions.  U6 snRNA is an abundant nuclear RNA involved 

in RNA processing (reviewed in Das et al., 1987).  Pol III-based shRNA expression 

constructs have recently become the method of choice to interfere with a gene of 

interest in mammalian cells.  Stable expression using this shRNA approach has the 

potential to recapitulate traditional knockout phenotypes (Sui et al., 2002; Kwak et al., 

2003).   

Although the zebrafish genomic information has been completed and zebrafish 

are widely used for genetic research, U6 snRNA genes have not yet been fully 

characterized.  So far, characterization of U6 promoters has been conducted in various 

vertebrates (Krol et al., 1987; Das et al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988; Kudo and 

Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005).  In teleost fish, snRNA-type genes have been 

characterized in pufferfish, Fugu rubripes (Myslinski et al., 2004).  However, the U6 

promoters have been reported to only drive species-specific transcription (Das et al., 

1987).  In this study, we report the characterization of the U6 snRNA genes in 

zebrafish.  Genomic organization and the expression of the U6 snRNA genes are 

documented.  To provide sustained vector-based GKD approach, usage of putative the 
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U6 promoter for shRNA expression activity was also investigated in zebrafish and 

other teleost nuclear extracts.   

 

RESULTS      

  DNA fragments approximately 550 base pairs (bp) (data not shown) in length 

containing the putative U6 promoter and a partial U6 snRNA coding region were 

amplified by nested PCR using zebrafish genomic DNA as the template.  Sequencing 

these fragments revealed three different types of U6 snRNA genes.  Three U6 snRNA 

genes were classified relying on the different contributions of sequences upstream and 

from within the RNA coding region.  The three genes were randomly designated U6-1, 

U6-2, and U6-3 (Fig. 1).  The complete sequences of the three U6 snRNA genes were 

also cloned.        

  

Characterization of zebrafish U6 snRNA genes 

 The U6-1 gene consisted of 112 nucleotides of RNA coding sequence.  The 

U6-2 and U6-3 genes contained 107 and 106 nucleotides of RNA coding sequences, 

respectively.  All U6 snRNA genes have conserved sequence motifs homologous to an 

intragenic “box A,” which is characteristic of the RNA polymerase III (Pol III) genes 

(reviewed in Das et al., 1987) (Fig. 1).  The termination signals of the U6-1 gene 

consisted of four or five thymidines (Ts).  The U6-2 gene contained five Ts, whereas 

the U6-3 contained four Ts.  The coding sequences of U6-1 showed 85.7% and 86.6% 

homology to the coding regions of U6-2 and U6-3, respectively.  The coding sequence 

of the U6-2 gene was 96.3% homologous to that of U6-3.  The three zebrafish U6 

snRNA genes had high identity with other known U6 snRNA genes (data not shown).  

Using the coding sequences of U6 snRNA as input, phylogenetic analysis indicated 
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that the U6-1 gene was closely related to the mammal U6 snRNA genes, while the U6-

2 was more closely related to the Drosophila U6 snRNA gene than the other U6 

snRNA genes.  In addition, U6-3 has a close genetic relationship with the Xenopus U6 

snRNA gene (Fig. 2). 

 Comparison of the putative promoter regions showed that the nucleotide 

sequences diverged significantly (Fig. 1).  The nucleotide sequences of the 5’-flanking 

regions of all three U6 snRNA genes contained essential upstream elements such as 

“CCAAT boxes”, the proximal sequence elements (PSE), and TATA box sequences.  

Compared to the location of the CCAAT in the U6-2 and U6-3 (-249 to -245) 

promoters, the CCAAT of the U6-1 promoter was located closer to the start site (-244 

to -240).  The predicted PSE consensus sequences, located from -79 to -48, showed 

two highly conserved regional ACCAC (-65 to -61) and AACAT (-52 to -48) 

sequences.  The position of TATA boxes were conserved among the three U6 snRNA 

genes (-31 to -24), although the DNA sequences of the spacer were not. 

 

Genomic organization and expression of U6 snRNA genes 

 In order to identify the location of each U6 snRNA gene on zebrafish 

chromosomes, a BLASTn analysis was performed against the zebrafish genomic 

database.  The sequences of each of the U6 snRNA genes, which consisted of the PSE 

through the coding region and termination signal, were used as the input.  Only perfect 

sequence identity between the input sequences and the genome database were 

identified.  The result showed that the zebrafish genome contained 555 copies of the 

U6-1 gene, which were distributed across different loci on various chromosomes 

(Table 1).  The U6-2 and the U6-3 genes were found to be single copy genes.  To 

examine whether these three putative snRNA genes express detectable mRNAs, RT-
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PCR was conducted with cDNA preparations from zebrafish organs including eyes, 

brain, gill, liver, digestive tract, ovary, and testis.  All three U6 snRNA genes were 

expressed in all tissues examined (Fig. 3), demonstrating that these three U6 snRNA 

genes are constitutively expressed. 

 Another U6 snRNA gene was found when performing the genomic BLASTn 

search which was designated as U6-4.  The coding sequence of U6-4 has totally 

identity to that of U6-3.  However, the sequence of the upstream flanking region was 

76 % homology to that of U6-3.  The putative promoter region of U6-4 contains the 

core regulation elements which were identified in the upstream elements of the 

isolated U6 snRNA genes (Fig.1).  The U6-4 was located as only one copy in 

chromosome 9 (Table 1).    

Transcription of shRNA driven by U6 putaive promoters 

 We conducted in vitro transcription experiments using zebrafish cell extracts to 

confirm the utility of the putative zebrafish U6 promoters for vector-based RNA 

interference.  Three types of shRNA expression cassettes (pU6-1shRNA, pU6-

2shRNA, and pU6-3shRNA) were constructed.  Each expression cassette consisted of 

the putative U6 promoter, the shRNA sequences and the termination sequences (Fig. 

4).  All three U6 snRNA promoters were able to express the shRNA (Fig. 5) in cell 

extracts prepared from zebrafish embryos.  Two transcript signals were observed from 

each putative promoter expression vector, which may be produced by variable 

termination sequences of 4Ts and 5Ts.  In addition, in vitro transcription experiments 

were performed using cell extracts from other fish species, including catfish (Clarias 

garienpinus), common carp (Cyprinus carpio), and Nile tilapia (Oreochromis 

niloticus).  Fig. 5 shows the expression of the shRNA driven by all three of the U6 

putative promoters in Nile tilapia cell extracts.  None of the three putative U6 
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promoters were transcribed in cell extracts prepared from catfish or common carp 

(data not shown).  The transcription experiments were also conducted using cell 

extracts from two shrimp species (Penaeus monodon and Litopenaeus vannamai).  We 

found that the shRNA transcription products from the U6-1 and U6-2 putative 

promoters showed weak signals in shrimp cell extracts, whereas the U6-3 putative 

promoter transcribed no detectable signal (data not shown).   

 

DISCUSSION 

 Three different U6 snRNA genes (U6-1, U6-2, and U6-3) were isolated and 

characterized from zebrafish, including some of the sequences of the putative 

promoters and the RNA coding regions.  The DNA sequences corresponding to the 5’-

flanking regions of all of the U6 snRNA genes were divergent, except for a few highly 

conserved upstream sequences.  The core promoter elements that regulated the U6 

snRNA genes were identified according to previous reports (Krol et al., 1987; Das et 

al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988; Kudo and Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005).  

Based on their conserved position in all U6 genes, TATA boxes and the PSE were 

characterized.  A distal sequence element (DSE), which is an octamer motif 

(ATTTGCAT), has been found in U6 snRNA genes of human, mouse, cattle, chicken 

and Xenopus (Krol et al., 1987; Das et al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988; Kudo 

and Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005).  However, this octamer motif was not present 

in the Drosophila U6 snRNA gene (Das et al., 1987).  In zebrafish, instead of the 

octamer motif, all three types of putative promoters have upstream sequences 

homologous to the “CCAAT box” motif, which acts as a functional enhancer in 

several gene promoters (Ach and Weiner, 1991; Park and Levine, 2000).  The position 

of the “CCAAT box” (≈ -240) was conserved compared to the location of the octamer 
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motif that is generally positioned around -250 nucleotides relative to the transcription 

start site.  Thus, the “CCAAT box” might be identified as the DSE in the zebrafish U6 

snRNA genes.  In summary, the 5’-flanking sequences of the U6 snRNA genes among 

zebrafish, Xenopus, chicken, mouse, human, and Drosophila are not significantly 

conserved, although the nucleotide sequences corresponding to the U6 snRNA coding 

region reveals a high degree of sequence conservation.   

 In general, the U6 gene sequences, including the upstream PSE and TATA 

boxes and the 3’ end T-rich terminator, were used to successfully synthesize U6 

snRNA coding sequence (Das et al., 1988; Goomer and Kunkel, 1992).  Therefore, we 

used each of the 5’-flanking regions up to -79, together with the complete U6 snRNA 

coding region, as the input for the BLASTn analysis of the zebrafish genomic database.  

Whereas the U6-2 and U6-3 genes were each present as a single copy gene, multiple 

copies of the U6-1 gene were located at various loci distributed throughout the 

zebrafish genome.  Similar findings of multigene families of the U6 snRNAs have 

been previously reported by Hiyashi (1981) and Domitrovich and Kunkel (2003). 

 Our sequencing data revealed that there are no additional types of U6 snRNA 

genes found in the products of nested PCR.  However, the genomic BLASTn analysis 

showed another type of U6-4.  The DNA sequences of U6-4 were taken from database.  

Comparison of the putative promoter regions showed that the 5’-flanking region of 

U6-4 contained essential upstream elements such as “CCAAT box”, PSE and TATA 

box sequences.  In addition, the coding region of U6-4 has totally identity to that of 

U6-3.  Taken together, these data suggest that there are four U6 snRNA genes in the 

zebrafish genome.   

 In order to determine whether these three types of U6 snRNA genes were real 

genes or pseudogenes, we performed RT-PCR analysis with cDNA isolated from 
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various zebrafish tissues.  The results showed that all three U6 snRNA coding 

sequences were expressed at detectable levels.  Furthermore, these three genes were 

expressed in all tissues, suggesting these genes can be labeled as “house-keeping 

genes”.   

  Previously, it was shown that U6 promoters that included the DSE could 

enhance transcription (Das et al., 1988).  In humans, the DSE of the U6 snRNA gene 

contributes to the formation of preinitiation complexes (PIC) (Kunkel and Hixson, 

1998).  In this study, therefore, each shRNA expression cassette (pU6-1shRNA, pU6-

2shRNA, or pU6-3shRNA) was generated to contain a “CCAAT box” in the 5’-

flanking sequences.  All three putative U6 promoters initiated expression of the cloned 

shRNA in cell extracts prepared from zebrafish.  As demonstrated in Fig. 5, in vitro 

transcription reactions produced two transcripts, which most likely are the products 

that comprise 4 Ts or 5 Ts, revealing that both 4Ts and 5Ts are effective termination 

signals.  Similar efficient termination of a T cluster is demonstrated in other known U6 

snRNA genes (Krol et al., 1987; Das et al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988; Kudo 

and Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005).    

 We next sought to extend this finding to other fish species and shrimp cell 

extracts.  The transcription efficiency from these putative U6 promoters in Nile tilapia 

cell extracts was similar to that from zebrafish cell extracts.  However, these putative 

U6 promoters did not promote transcription in cell extracts prepared from catfish and 

common carp.  The putative U6 promoters of the U6-1 and U6-2 genes promote very 

weak shRNA expression in shrimp cell extracts.  Previous findings demonstrated 

variable transcription of the U6 snRNA genes across species.  Das and colleagues 

(1987) reported that the Drosophila U6 snRNA genes could only be transcribed in 

Drosophila cell extracts and not in mammalian cell extracts, suggesting that the U6 
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snRNA genes promoted only species-specific transcription.  Interestingly, the mouse 

U6 snRNA gene could be expressed in frog oocytes (Das et al., 1988).  Moreover, 

commercially available human U6 promoter efficiently transcribed shRNA in chicken 

cell lines (Kudo and Sutou, 2005).  The octamer motif was identified as the DSE in the 

U6 snRNA genes of Xenopus, chicken, mouse, and human, while this octamer motif 

was not found in the Drosophila U6 snRNA genes.  Transcription efficiency across 

species may partially be explained by the fact that the core elements of the of the U6 

snRNA genes promoters are homologous or nearly homologous across species.   

 In conclusion, our findings demonstrate that there are four different types of 

U6 snRNA genes.  They are ubiquitously expressed throughout a variety of zebrafish 

tissues.  One of the zebrafish U6 snRNA genes is present in multiple copies dispersed 

throughout the zebrafish genome.  These U6 promoters could promote shRNA 

expression, suggesting that they have potential to be used for vector-based RNAi in 

zebrafish.  A putative U6 promoter would provide a powerful tool for long-term GKD 

in zebrafish.  Furthermore, these vector-based RNAi technologies might be applicable 

for some aquaculture-related species. 

 

 

METHODS 

Cloning of zebrafish U6 snRNA genes  

The zebrafish U6 snRNA genes were cloned by nested PCR.  Table 2 shows the 

sequence of the oligonucleotides used in this study.  The putative promoter and partial 

U6 snRNA gene fragments were amplified using a zebrafish genomic DNA library as 

the template with λfix-F as the forward primer and reverse primers U6-r1 and U6-r2 as 

the primary and nested primers, respectively.  The first PCR was carried out in a total 
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volume of 10 µl, consisting of 200 µM of each deoxynucleotide, 1 pmol of each 

primer (λfix-F and U6-r1), 1X EX Taq buffer and 0.25 U EX Taq (Takara Shuzo, 

Shiga, Japan).  The PCR reaction was performed at 94οC for 3 min, then 35 reaction 

cycles were run, each consisting of 30 s at 94οC, 30 s at 58οC and 1 min at 72οC.  The 

final elongation step was conducted at 72οC for 5 min.  The resulting PCR product was 

used as the template in a second PCR reaction with λfix-F and U6-r2 as the primers.  

Another partial U6 snRNA gene fragment, including the termination signal, was 

amplified with U6-f1 and U6-f2 as the primary and nested forward primers and with 

the reverse primer λfix-R.  DNA fragments were isolated using the Gelpure DNA 

Purification Kit (GeneMate, Kaysville, UT, USA).  The PCR-amplified DNA 

fragments were cloned into pGEM T-Easy plasmid (Promega, Madison, WI, USA).  

DNA purification was performed using the FlexiPrep Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech Ltd, Buckinghamshire, UK).  All clones were sequenced using ALF express 

DNA Sequencer System with a Thermo Sequenase fluorescent labeled-primer cycle-

sequencing kit and 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia Biotech Ltd).  A 

phylogenetic tree of the U6 snRNA coding region was generated using the neighbor-

joining method (Saito and Nei, 1987).  To locate the U6snRNA genes on the zebrafish 

chromosomes, the zebrafish genome resources (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) 

were used to perform a BLASTn search.   

 

RT-PCR with zebrafish organs 

To examine the expression of each U6-snRNA in various organs of the zebrafish, total 

RNA was isolated from tissue samples (brain, eyes, gill, liver, digestive tract, ovary 

and testis) using TRIZOL Reagent (Gibco BRL, Rockville, MD, USA) according to 



 66

the manufacturer’s protocol and was treated with DNase I during RNA purification.  

First-strand cDNA was synthesized from 2 µg of total RNA using the First-Strand 

cDNA Synthesis Kit (Amersham Pharmacia Biotech Ltd) with random 

hexadeoxynucleotides.  PCR was conducted using ExTaq® (Takara) in 10 µl of the 

reaction solution.  The conditions for PCR cycles were as follows: initial denaturation 

of 3 min at 94οC, followed by 35 cycles of 15 s at 94οC, 15 s at 58οC and 15 s at 72οC.  

The final elongation step was conducted at 72οC for 5 min.  Three pairs of primers 

were designed to amplify the coding DNA of U6-1 (cU6-1f and cU6-1r), U6-2 (cU6-

2f and cU6-2r) and U6-3 (cU6-3f and cU6-3r) (Table 2).  The amplified products were 

separated by electrophoresis on a 15% nondenaturing polyacrylamide gel.      

 

shRNA expression cassette construction 

All U6 promoter-driven short-hairpin RNA (shRNA) vectors (pU6-shRNA) were 

constructed as follows.  Plasmids containing the different types of the U6 putative 

promoters were cloned by nested PCR from zebrafish genomic DNA.  Genomic DNA 

was extracted from the dorsal fin of zebrafish using Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega) according to the manufacturer’s protocol.  PCR was 

performed using ExTaq® (Takara) at 94οC for 5 min, then 35 reaction cycles of were 

run each consisting of  45 s at 94οC, 45 s at 60οC and 45 s at 72οC.  The final 

elongation step was conducted at 72οC for 5 min.  For the first PCR reaction, three 

pairs of primers were designed to clone the putative promoters of U6-1 (pU6-1f and 

U6-r3), U6-2 (pU6-2f and U6-r3) and U6-3 (pU6-3f and U6-r3).  The resulting PCR 

products of the putative promoter of U6-1, U6-2 and U6-3 were used as the template 

in the second PCR reaction with the specific primers (pU6-1f and pU6-1r), (pU6-2f 
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and pU6-2r) and (pU6-3f and pU6-3r), respectively.  Because BamH I and Xba I 

restriction sites were used in all expression cassettes to insert the DNA fragment 

encoding the test transcript, each nested reverse primer (pU6-1r, pU6-2r or pU6-3r) 

(Table 2) in the second PCR reaction was designed to add the restriction enzyme 

BamH I and Xba I sequences downstream of the U6 putative promoter.  Each PCR 

product was cloned into pGEM T-Easy plasmid (Promega) and verified by DNA 

sequencing.  The plasmid containing the putative promoter of U6-1, U6-2 or U6-3 was 

designated as pU6-1, pU6-2 or pU6-3, respectively.  Each plasmid was digested with 

Bam HI and Xba I, so two complementary oligonucleotides could be inserted. 

 Because we want to target the zebrafish golden phenotype (Lamason et al., 

2005) in future studies, slc24a5-1 (GenBank accessions no. AY 538713) (nucleotide 

385-405) was used to generate two oligonucleotides (ONs): slc-plus and slc-minus 

(Table 2).  The two ONs were 5’-phosphorylated and hybridized in annealing buffer as 

described previously (Boonanuntanasarn et al., 2005).  After annealing, the double-

stranded DNA (dsDNA) fragment consisted of the 5’-BamH I sticky end, the short 

hairpin RNA (shRNA) sense sequence, the 9-mer loop sequence, the shRNA antisense 

sequence, and the 5 attached thymidines at the 3’end, and the Xba I sticky end.  The 

dsDNA was ligated into each of the Bam HI/Xba I digested pU6-1, pU6-2 and pU6-3 

vectors to generate shRNA expression cassettes: pU6-1shRNA, pU6-2shRNA and 

pU6-3shRNA, respectively.  All plasmid constructs were sequence-verified.  The 

templates for in vitro transcription containing the shRNA driven by each U6 promoter 

(Fig. 4) were PCR-amplified with primers (pGEM-f and pGEM-r).  Using pU6-

1shRNA, pU6-2shRNA or pU6-3shRNA as a template, PCR was conducted using 

ExTaq® (Takara) at 94οC for 3 min, then 40 reaction cycles of were run each 

consisting of  45 s at 94οC, 45 s at 60οC and 45 s at 72οC.  The final elongation step 
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was conducted at 72οC for 5 min.  The amplified products were isolated using the QIA 

quick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany).     

    

Preparation of fish cell extracts  

In order to investigate the expression of the putative U6 snRNA promoter, fish cell 

extracts were prepared from zebrafish.  We also tested the transcription activities of all 

of the zebrafish U6 putative promoters across species in cell extracts prepared from 

common carp (Cyprinus carpio), Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and catfish 

(Clarias garienpinus) obtained from the Fisheries Farm, Suranaree University of 

Technology Farm (Nakhon Ratchasima, Thailand) and marine shrimps.  In fish, cell 

extracts were prepared from fry during swim-up stages.  Marine shrimp in post-larvae 

stages 10-15 were also used to prepare cell extract samples.  First, fish or shrimp were 

anesthetized in 300 ppm of phenoxy ethanol.  All cell extracts, which contained the 

enzyme RNA Pol III, were prepared following a modification of the procedure 

described by Weil and colleagues (1979).  Briefly, the samples were cut into 5 mm-

pieces in ice-cold PBS.  After washing three times in PBS, the samples were incubated 

in twice the volume of ice-cold hypotonic solution (10 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 

mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol) for 10 min and homogenized for 5 

strokes.  One-tenth volume of hypotonic stop solution (0.3 M HEPES-KOH, pH 7.9, 

1.4 M KCl, and 0.03 M MgCl2) was added.  The homogenate was centrifuged at 

100,000 x  g at 40C for 1 h.  The supernatant was used for protein determination using 

a Total Protein Kit, Micro Lowry (Sigma, MO, USA).  Extracts with a protein 

concentration of 5 mg/ml were stored at -800C until they were needed for in vitro 

transcription.        
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in vitro transcription and northern blot analysis 

Transcription reactions were carried out essentially according to Fan et al. (2005) with 

slight modifications.  The 300-µl reaction mixture contained 900 µg protein of each 

fish embryo extract, 20 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 80 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM 

EDTA, 1 mM dithiothreitol, 10% glycerol and 1.5 mg of each template DNA.  In order 

to allow for preinitiation complex formation (PIC), the transcription mixtures were 

incubated at 280C for 30 min.  Transcription reactions were initiated by adding 250 

µM of rNTP and allowed to proceed for 1.5 h at 280C.  The reactions were stopped by 

adding one-tenth volume of stop solution (5 % SDS, 100 mM EDTA, 1 M sodium 

acetate, pH 4.8).  Subsequent to the transcription reaction, the mixtures were treated 

with DNaseI (RNase-free), extracted with phenol/chloroform and precipitated with 

ethanol.  The precipitates were resuspended in loading buffer (95% formamide, 18 

mM EDTA, 0.025% bromophenol blue, 0.025% xylene cyanol, 0.025% SDS), heat-

denatured and loaded on a 15% denaturing polyacrylamide gel with 8 M urea.  

Following electrophoresis, the gels were electroblotted onto HybondTM-N+ membranes 

(Amersham).  After baking at 800C for 2 h, the membranes were hybridized overnight 

with the 3’dioxigenin (DIG)-labelled synthetic oligodeoxynucleotde (Sigma- Proligo, 

Singapore) complementary to the antisense shRNA strand.  The membranes were then 

washed and incubated with anti-digoxigenin-AP antibodies (Roche, Mannheim, 

Germany).  The signals were detected with NBT/BCIP kit (Roche) according to the 

manufacturer’s protocol. 
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Table 1  Chromosomal locations of U6 snRNA loci 

U6  

Locus 
Chromosome Number of loci 

Number of 

copies 
strand 

U6-1 

 

1 

3 

4 

5 

12 

14 

18 

20 

23 

Not placed 

1 

2 

2 

2 

1 

11 

1 

1 

1 

3 

2 

56 

121 

60 

6 

260 

3 

1 

15 

31 

Minus 

Plus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus 

Plus 

Plus and 

Minus 

U6-2 21 1 1 Minus 

U6-3 11 1 1 Plus 

U6-4 9 1 1 Minus 

 The four U6 loci are numbered randomly.  “Number of Loci” refers to the 

number of U6 snRNA locations on each chromosome.  “Number of copies” refers to 

the total copies of each U6 snRNA gene on each chromosome.   
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Table 2  Primers and oligonucleotides used in this study 

Primer Sequence 

λFix-F 

λFix-R 

U6-r1 

U6-r2 

U6-r3 

U6-f1 

U6-f2 

cU6-1f 

cU6-2f 

cU6-3f 

cU6-1r 

cU6-2r 

cU6-3r 

pU6-1f 

pU6-2f 

pU6-3f 

pU6-1r 

pU6-2r 

pU6-3r 

slc-plus 

 

slc-minus 

 

pGEM-f 

pGEM-r 

5’-GAGCTCTAATACGACTCACTATAGG-3’ 

5’-GAGCTCAATTAACCCTCACTAAAG-3’ 

5’-TATGGAACGCTTCACGAAT-3’ 

5’-TGCGTGTCATCCTTGCGCAG-3’ 

5’-TGCGCAGGGGCCATGCT-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-TGGAACGATACAGAGAAGAT-3’ 

5’-GTGCTCGCTACGGTGGCACA-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACG-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-AAAACAGCAATATGGAGCGC-3’ 

5’-AAAATGAGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-AAAAGATGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-TCCATATTGCTGTTTTAGTGCGTGG-3’ 

5’-TGGCTTCAAGTCTCTCAGCG-3’ 

5’-TCCGAGAGTCTGTGAATGTT-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGTGGACAGGCTCAGGGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCAGAGCTGGAGGGAGAGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGGAGCCTGGAGGACTGC-3’ 

5’-GATCCGGGCGACATCGGCGTCAGCTTCAAGAGAGCTGACGCCGA 

TGTCGCCCTTTTTT-3’ 

5’-CTAGAAAAAAGGGCGACATCGGCGTCAGCTCTCTTGAAGCTGACG 

CCGATGTCGCCCG-3’ 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 

5’-GGAAACAGCTATGACCATGA-3’ 
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FIGURE LEGENDS 

 

FIG. 1.  Sequences of four zebrafish U6 snRNA genes.   

The four U6 snRNA genes were numbered randomly.  Note that the sequence of the 

U6-4 was taken from zebrafish genomic database (NW001514080.1).  CCAAT boxes 

are indicated by a black box.  The white and the gray boxes highlight the predicted 

PSE and TATA box elements, respectively.  The start site of transcription, G, is shown 

as position +1.  A dashed box indicates an intragenic control region “box A”.  

Termination signals are underlined. 

 

FIG. 2.  Phylogenetic tree of the U6 snRNA coding sequences.   

The tree was constructed based on the neighbor-joining method (Saito and Nei, 1987) 

using the DNA sequences listed below.  GenBank accession numbers for the U6 

snRNA genes included in the analysis are human (X07425), mouse1 (X06980), mouse2 

(M10329), Xenopus (M31687) and Drosophila (AH004871).  Note that the coding 

sequence of U6-4 is 100 % homologous to that of U6-3. 

 

FIG. 3.  RT-PCR of the three U6 snRNA transcripts in various zebrafish tissues.  

cDNAs were synthesized from total RNA extracted from various tissues including 

liver (1), ovary (2), eyes (3), brain (4), gill (5), digestive tracts (6) and testis (7).  

Distilled water was used as the template in the negative control (N).  Note that all three 

of the U6 snRNAs are expressed in all tissues examined. 
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FIG. 4.  Schematic illustrations of the putative zebrafish promoter-driven plasmid 

vector for shRNA.  See Fig. 1 for the PSE sequences.  The shRNA fragment consisted 

of shRNA sense,  

a 9-mer loop, shRNA antisense and termination sequences.  These cassettes were 

PCR-amplified and used as the template for in vitro transcription. 

 

FIG. 5.  Northern blot analysis of each of the putative zebrafish promoter-driven 

shRNAs in cell extracts prepared from zebrafish and Nile tilapia.  The structures of the 

shRNA expression cassettes are shown in Fig 4.  U6-1, U6-2 and U6-3 denote the 

transcripts produced from the templates, which were PCR-amplified from pU6-

1shRNA, pU6-2shRNA and pU6-3shRNA, respectively.  Note that two bands were 

observed in each transcription assay, showing that the transcripts consisted of both 4 

Ts and 5 Ts. 
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