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บทคัดยอ 
 

Metallothioneins เปนโปรตีนท่ีจับกับโลหะหนัก โดยมีมวลโมเลกุลต่ําและประกอบดวย
กรดอะมิโนซีสเตอีนสูง ทําหนาท่ีรักษาสมดุลของรางกาย ปองกันเซลลจากโลหะหนักท่ีอันตราย
และสภาวะความเครียด การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาคุณลักษณะของยีน MT ชนิดหน่ึงจาก
เนื้อเย่ือตับของปลาดุกอุย โดยใชเทคนิค RACE พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสมบูรณของ cDNA 
ของยีนนี้ของปลาดุกอุยมีความยาวทั้งหมดเทากับ 509 คูเบส ซ่ึงเปนสวน Open reading frame 
183 คูเบส สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 60 หนวย ประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอีน 
จํานวน 20 ตาํแหนง ทําใหมีโครงสรางทุติยภูมิประกอบดวย 2 โดเมนท่ีสําคัญ (β และ α) เพ่ือ
ทําหนาท่ีจับกับโลหะหนักตางๆ เชน แคดเมียม ปรอท และทองแดง เปนตน ยีน MT มีการ
แสดงออกในทุกเน้ือเย่ือ โดยเฉพาะเนื้อเย่ือตับท่ีมีการแสดงออกสูงท่ีสุด การศึกษาจีโนมิก       
ดีเอ็นเอท่ีสมบูรณของยีน MT พบวา ประกอบดวย 3 เอ็กซอน และ 2 อินทรอน โดยศึกษาจาก
ไพรเมอรท่ีออกแบบบริเวณรหัสพันธุกรรมเร่ิมตน และรหัสหยุดการสังเคราะหโปรตีน การศึกษา
การแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับและเหงือกของปลาดุกอุยเม่ือสัมผัสแคดเมียมท่ีความ
เขมขนตางๆ (0, 1, 10 และ 100 ppb ) เปนเวลา 14 วนั โดยวธิี Real-time PCR พบวา การ
แสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับจะข้ึนอยูกับเวลาที่สัมผัสแตไมย่ังยืน โดยเพ่ิมสูงข้ึนในทุก
ความเขมขนของแคดเมียมในวันท่ี 3 และ 7 ของการสัมผัส แลวหลังจากน้ันจะคอยๆ ลดลง
จนถึงวันท่ี 14 โดยสูงท่ีสุดท่ีความเขมขน 10 ppb ในวันท่ี 3 ของการสัมผัส ในขณะท่ีเนื้อเย่ือ
เหงือกจะมีระดับการแสดงออกของยีน MT สูงท่ีสุดในวันแรกของการสัมผัส ดังนั้นการแสดงออก
ของยีน MT ในเน้ือเย่ือตับและเหงือกสามารถใชเปนดัชนีชีวภาพการสัมผัสแคดเมียมในน้ําได 
การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเน้ือเย่ือตับและเหงือกของปลาท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ี
ความเขมขน 100 ppb พบวา เนื้อเย่ือเหงือกมีอาการบวมน้ํา เซลลเย่ือบุเหงือกยกตัวข้ึน และก่ิง
เหงือกเชื่อมติดกัน และเนื้อเย่ือตับพบอาการเลือดค่ัง เซลลตับเสื่อมแบบมีแวคิวโอล และเซลล
ตับมีการตายเกิดข้ึน 
 
Keywords : ยีน Metallothionein, ปลาดุกอุย, แคดเมียม 
(คําหลัก) 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 
 

Metallothioneins are heavy-metal binding proteins with low molecular mass and 
high cysteine content. They are responsible for homeostasis, defense against harmful 
heavy metals and protection from stress condition. A metallothionein (MT) gene was 
characterized from liver tissue of GÜnther’s walking catfish, Clarias macrocephalus using 
RACE technique. The complete cDNA sequence of MT was 509 bp, including a 183 bp 
open reading frame encoding 60 amino acids. The twenty cysteine positions were 
conserved. All the cysteine residues are formed secondary structure (2 domains: β and 
α domains) for bounding to heavy metals such as cadmium, mercury, cupper. The 
expression of MT was detected in all tissues with high levels of transcript in liver tissue. 
The complete genomic DNA sequence of MT was cloned using primers located at the 
start and stop codon positions for amplification. Genomic DNA of MT was 394 bp, 
comprised 3 exons and 2 introns. Induced expression of walking catfish MT gene was 
quantified in liver and gills by Real-time PCR after the exposure to different 
concentrations of cadmium (0, 1, 10 and 100 ppb) for 14 days. The expression of 
hepatic MT by cadmium exposure was time-dependent but transient. The MT transcript 
levels in the liver tissue significantly increased at all concentrations of cadmium 
(P<0.05) after three and seven days of exposure and gradually decreased until 14 days, 
with the highest expression levels at 10 ppb on day 3. The MT expression in gills tissue 
was increased rapidly after one day of exposure. The MT expression in liver and gills of 
walking catfish provides a potential biomarker for cadmium exposure. The effects of 
cadmium on histological changes in gills and liver of fish exposed to 100 ppb cadmium 
were examined using light microscopy. Edema, epithelial cell lifting and slight fusion of 
secondary lamellae were observed in the gills of the treated fish compared with the 
normal structure of the control fish. The liver of fish exposed to cadmium showed 
numerous hepatocytes with vacuolization of the cytoplasm. 
 
Keywords: Metallothionein, Clarias macrocephalus, cadmium 



บทนํา 
 

ในปจจุบันประชากรมีจํานวนเพิ่มมากข้ึน ประกอบกับความเจริญทางดานวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี ทําใหมีการใชทรัพยากรธรรมชาติอยางรวดเร็ว กอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมามากมาย เชน ปญหามลพิษในดิน ปญหามลพิษในอากาศ ปญหามลพิษทางเสียง เปน
ตน ซ่ึงปญหามลพิษทางนํ้าถือวาเปนปญหาหน่ึงท่ีมีความสําคัญอยางย่ิง เน่ืองจากนํ้ามี
ความสําคัญตอการดํารงชีวติของมนุษย ท้ังเพ่ือการอุปโภคบริโภค การเกษตรและอุตสาหกรรม 
โดยน้ําเสียสวนใหญถูกปลอยลงสูแหลงน้ําธรรมชาติโดยตรง ไมไดผานการบําบัด ซ่ึงในน้ําเสีย
เหลาน้ีประกอบดวยสารพิษตางๆ หลายชนิดท่ีสามารถกอใหเกิดอันตรายตอสิ่งมีชีวิตในน้ํา หรือ
ผูบริโภคน้ําหรือสัตวนํ้าจากแหลงน้ําน้ันๆ ได โลหะหนักเปนสารมีพิษชนดิหน่ึง เนื่องจากเปน
โลหะท่ีมีความถวงจําเพาะมากกวานํ้า 5 เทาข้ึนไป มีอัตราการขยายตัวคอนขางชา ทําใหสะสม
อยูในส่ิงแวดลอมไดนานในรปูของตะกอน สิ่งมีชีวิตในน้าํจะไดรับโลหะหนักจากนํ้า พืชนํ้า สตัว
นํ้า จากการกินตามหวงโซอาหาร ดังนั้นจึงเกิดการสะสมโลหะหนักในเนื้อเย่ือสัตว และเนื้อเย่ือ
พืช โดยสะสมสารมลพิษเพ่ิมข้ึนตามลําดับข้ันของการบริโภค 
 

โลหะหนักท่ีพบมากในแหลงนํ้า ไดแก สารหนู ตะก่ัว ปรอท แคดเมียม โครเมียม 
สังกะสี ทองแดง แมงกานีส นิเกิล เปนตน ซ่ึงปรอท ตะก่ัว และแคดเมียมเปนโลหะหนักท่ีมี
บทบาทตอภาวะมลพิษทางน้ํามากท่ีสุด ถามีมากเกินขีดจํากัดแลวจะทําใหเปนพิษตอรางกาย 
ดังเชนพษิของปรอททําใหเกิดโรคมินามาตะในชาวประมงญี่ปุนบริเวณอาวมินามาตะ พิษของ
แคดเมียมทําใหเกิดโรคอิไต-อิไตในประเทศญี่ปุน สวนในประเทศไทย ประชาชนในอําเภอรอน
พิบูลย จังหวัดนครศรีธรรมราช เปนโรคไขดํา เนื่องจากนํ้าดื่มมีสารหนูเจือปนอยูมาก พิษของ
ตะก่ัวในชุมชนคลิตี้ จังหวดักาญจนบุรี เปนตน 
 

ในปจจุบันการศึกษาทางดานอณูชีววิทยามีความกาวหนามากข้ึน มีการศึกษาการ
แสดงออกของยีนตางๆ ในสัตวนํ้าเพ่ือใชเปนดัชนีชีวภาพ (Biomarker) ในการประเมินการ
ปนเปอนของสารเคมีหรือโลหะหนักได เชน ยีนไวเทลโลจีนีน (Vitellogenin: VTG) ซ่ึงโดยปกติ
จะแสดงออกเฉพาะในปลาเพศเมียท่ีเจริญพันธุแลวเทาน้ัน แตถามีการแสดงออกของยีนนี้ใน
ปลาเพศผูหรือลูกปลาวัยออน แสดงวาในแหลงน้ําน้ันมีการปนเปอนดวยสารเอสโตรเจนจาก
ภายนอกตัวปลา (Xenoestrogen substance) ท่ีเกิดจากยาฆาแมลง สารจําพวก 
polychlorinated byphenyls (Marin and Matozzo, 2004) และมีรายงานวา ยีนเมทัลโลไธโอนีน 
(Metallothionein: MT) จะถกูชักนําใหมีการแสดงออกมากขึ้น เม่ือปลาหรือสัตวนํ้าไดสัมผัสกับ
โลหะหนักในแหลงน้ําตางๆ ได (He et al., 2007; Cho et al. 2008) เปนตน 
 



การวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT เม่ือไดสัมผัสกับแคดเมียม 
โดยศึกษาในปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus Günther, 1864) ซ่ึงเปนปลาน้ําจืดชนิดหน่ึง
ของไทยและมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ ประกอบกับในปจจุบันมีการศึกษาทางดานพันธุศาสตร
และอณูชีววิทยาของปลาชนิดน้ีมากข้ึน สามารถคนพบยีนตางๆ มากมายในปลาดุกอุยโดย
เทคนิค Expressed Sequence Tags (ESTs) พบวามี 303 และ 234 ยีนท่ีสามารถแสดงออกใน
ตับและกลามเนื้อ ตามลําดบั (Panprommin et al., 2007) ท้ังนี้สามารถตรวจพบการแสดงออก
ของยีน MT ในตับของปลาดุกอุยดังกลาวดวย ซ่ึงผลจากการศึกษาคร้ังนี้จะเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ี
สําคัญตอการประยุกตใชยีน MT ในสัตวนํ้าเพื่อการใชเปนดัชนีชีวภาพตอไป 
 

วัตถุประสงค 
 

1. วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดในรูป cDNA และจีโนมิกดีเอ็นเอของยีนเมทัลโลไธ
โอนีน (Metallothionein: MT) ในปลาดุกอุย 

2. ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตางๆ ของปลาดุกอุย โดยใชวิธ ี
Semi-quantitative RT-PCR และวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนนี้ใน
ปลาและสิ่งมีชีวติอ่ืนๆ 

3. ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับและเหงือกของปลาดุกอุย เม่ือ
สัมผัสกับแคดเมียมตามระยะเวลาท่ีกําหนด โดยวิธ ีReal-Time PCR 

4. ศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพในเน้ือเย่ือตับและเหงือกของปลาท่ีสัมผัส
แคดเมียม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วิธีทดลอง 
 

1. การโคลน การศึกษาคุณลักษณะของ Complementary DNA และการ
แสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตางๆ ในปลาดุกอุย 
 

1.1 การสกัด Total RNA และ mRNA 
 

เก็บเนื้อเย่ือตับจากปลาดุกอุยเพศเมีย อายุประมาณ 1 ป (130 กรัม) ท่ีไมมีอาการของ
โรค จากนั้นสกัด Total RNA โดยใชสารละลาย TRIzol (บริษัท Molecular Research Center 
เมือง Cincinnati มลรัฐโอไฮโอ ประเทศสหรัฐอเมริกา) และตรวจสอบคุณภาพโดยวิธีอิเลคโตร
โฟรีซิสผานฟอรมาลดีไฮด-อะกาโรสเจล ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
 

นํา Total RNA มาสกัด mRNA โดยใชชดุวเิคราะหสําเร็จรูป QuickPrep™ Micro 
mRNA Purification kit (บริษัท Amersham Biosciences เมือง Buckinghamshire ประเทศส
หราชอาณาจักร) ตรวจสอบปริมาณโดยวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 
 

1.2 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ cDNA ของยีน MT โดยวิธ ีRapid 
Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 

สังเคราะหดเีอ็นเอดานปลาย 5′ (5′-RACE-Ready cDNA) และปลาย 3′ (3′-RACE-
Ready cDNA) ดวยชุดวิเคราะหสําเร็จรูป BD Smart™ RACE cDNA Amplification kit (บริษัท
BD Biosciences ClonTech เมือง SanJose มลรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา) การ

สังเคราะหดเีอ็นเอปลาย 5′ ใช mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม สารละลาย BD Smart II A oligo 

(5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3′) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และไพร

เมอร (5′-CDS primer: 5′-(T)25 V N-3′ โดย N = A, C, G หรือ T และ V = A, G หรือ C) 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร การสังเคราะหดเีอ็นเอปลาย 3′ ใช mRNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม และ

ไพรเมอร (3′-CDS primer: 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGATAC(T)30 V N-3′ โดย N = 

A, C, G หรือ T และ V = A, G หรือ C) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากน้ันนําชิ้นดีเอ็นเอ 5′-
RACE-Ready cDNA และ 3′-RACE-Ready cDNA เปนตนแบบสําหรับวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีน MT ทางดานปลาย 5′ และ 3′ตามลําดับ 
 

การทําปฏิกิริยา RACE PCR ในปริมาตรท้ังหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ
ตนแบบอยางละ 2.5 ไมโครลิตร สารละลาย10x BD Advantage 2 PCR buffer ปริมาตร 5 



ไมโครลิตร สารละลาย10 mM dNTP Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย 50x BD 
Advantage 2 Polymerase Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย 10x Universal Primer Mix 

(UPM) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอรยาว (5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT 

ATCAACGCAGAGT-3′) ความเขมขน 0.4 μM และไพรเมอรสั้น (5′-CTAATACGACTCACT 

ATAGGGC-3′) ความเขมขน 2 μM ปรมิาตร 5 ไมโครลิตร และไพรเมอรจําเพาะ (Gene-
specific primer: GSP) ความเขมขน 10 μM ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตั้งสภาวะการทํางาน 25 
รอบ ดังนี้ 1) 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 2) 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 
และ 3) 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที 
 

สําหรับไพรเมอร MT F (5′-GACTGGAACCTGCACTTGTGGAACATC-3′) และ MT 

R (5′-CTCTTGCTGCCCTTCTACCTGCAG-3′) ท่ีใชในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 
cDNA ของยีน MT ไดออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดของ Expressed sequence tags (ESTs) 
3 ลําดับ ตามหมายเลขอางอิง EB360653 EB360476 และ EB360641 จากรายงานของ 
Panprommin et al. (2007) 
 

จากน้ันนําผลผลิต RACE-PCR ท่ีไดไปทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดวเิคราะหสําเร็จรูป 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (บริษัท Promega เมือง Madison มลรัฐ
วิสคอนซิน ประเทศสหรัฐอเมริกา) จากน้ันเช่ือมตอชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดเขาไปในเวคเตอร pGEM®-T 
Easy Vector (บริษัท Promega เมือง Madison มลรัฐวสิคอนซิน ประเทศสหรัฐอเมริกา) แลว
ยายเขาสูเซลลแบคทีเรียอีโคไล สายพันธุ JM109 เล้ียงเช้ือบนอาหารแข็งท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิ
ซิลิน สาร IPTG และสาร X-Gal (LB/ampicillin/IPTG/X-Gal) แลวเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวซ่ึงมี
ชิ้นสวนของยีนท่ีตองการแทรกอยูไปเพ่ิมปริมาณดวยวิธ ีColony PCR แลวเลือกโคโลนีท่ีมี     
ดีเอ็นเอขนาดท่ีตองการไปเล้ียงตอในอาหารเหลวที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (LB-ampicillin 
broth) จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใชชดุวิเคราะหสําเร็จรูป Aurum™ Plasmid Mini kit (บริษัท 
Bio-Rad เมือง Hercules มลรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา) นําพลาสมิดท่ีสกัดไดมาหา
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี จากน้ันนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีการรายงานแลวในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST (Altschul et al., 1990) เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับ
นิวคลีโอไทดโดยใชคําสั่ง BLASTn กําหนดความยาวของบริเวณท่ีเหมือนกันตองมากกวา 100 
คูเบส และมีคาความเหมือนท่ีคาดหวังวาจะพบดวยความบังเอิญ (E-value) นอยกวา 10-4 และ
คําส่ัง BLASTx ใชสําหรับเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโน โดยกําหนดความยาวของ
บริเวณท่ีเหมือนกันตองมากกวา 10 หนวย และมีคาความเหมือนท่ีคาดหวังวาจะพบดวยความ
บังเอิญ (E-value) นอยกวา 10-4 เชนกัน 



1.3 การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวฒันาการของยีน MT ระหวางสิ่งมีชีวติตางๆ 
 

รวบรวมลําดบักรดอะมิโนของยีน MT ของส่ิงมีชีวิตตางๆ จากฐานขอมูล GenBank 
ไดแก ปลา Japanese medaka Oryzias latipes (NM_001104785) ปลา Japanese flounder 
Paralichthys olivaceus (EF406132) ปลา mefugu Takifugu obscurus (EF622234) ปลา 
mummichog Fundulus heteroclitus (AB426465) ปลา mozambique tilapia Oreochromis 
mossambicus (AY257202) ปลา common carp Cyprinus carpio (AF001983) ปลา goldfish 
Carassius auratus (S75039) ปลา zebrafish Danio rerio (NM_131075) ปลา European eel 
Anguilla anguilla (DQ493910) ปลา channel catfish Ictalurus punctatus (AF087935) มนุษย 
Homo sapiens (AF136177) โค Bos taurus (BC111615) สุกร Sus scrofa (NM_001001266) 
หนู Mus musculus (NM_013602) หนู Rattus norvegicus (J00750) และกบอัฟริกัน Xenopus 
laevis (X69380) จากนั้นทําการเปรียบเทียบทีละกลุม (Multiple Sequence Alignment) โดยใช
โปรแกรม Clustal W (Thomson et al., 1994) และสรางแผนภูมิความสัมพันธเชิงวิวฒันาการ 
(Phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) โดยกําหนดคา
การทําซํ้า (bootstrap) เทากับ 1000 และใชหอยนางรม Crassostrea gigas (JF781299) เปน
สิ่งมีชีวิตนอกกลุม 
 

1.4 การศึกษาการแสดงออกของยีน MT ในอวัยวะตางๆ ในปลาดุกอุย โดยวิธี Semi-
quantitative RT-PCR 
 

เก็บตัวอยางเนื้อเย่ือของปลาดุกอุยเพศเมีย จํานวน 3 ตัวท่ีไมมีอาการของโรค โดยเก็บ
เนื้อเย่ือจากสมอง เหงือก ลําไส ไตสวนหนา ไตสวนหลัง ตับ กลามเนื้อ รังไข ผิวหนัง และมาม 
จากน้ันสกัด Total RNA โดยใชสารละลาย TRIzol แลวตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดวยวธิี
อิเลคโตรโฟรีซิสผานฟอรมาลดีไฮด-อะกาโรสเจล ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และวัดคาการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ตามลําดบั 
 

นํา Total RNA ท่ีไดปริมาณอยางละ 1 ไมโครกรัมจากทุกเน้ือเย่ือ มาสังเคราะห cDNA 
เสนแรก โดยใชชุดวิเคราะหสําเร็จรูป iScript™ Select cDNA Synthesis kit (บริษัท Bio-Rad 
เมือง Hercules มลรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา) เพ่ือใชเปนตนแบบในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร ท่ีมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย สารละลาย1x Taq buffer 
สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 1.5 mM สารละลาย dNTPs ความเขมขนอยางละ 0.2 mM 
ไพรเมอรสวนหนา (MT F) และสวนกลับ (MT R) อยางละ 1 μM เอ็นไซม Taq DNA 
polymerase ปริมาณ 1 U และดีเอ็นเอตนแบบปริมาณ 0.5 μl และใชยีน β-actin ท่ีออกแบบ
ไพรเมอรจากปลา channel catfish (หมายเลขอางอิง AY555575 และ DQ399027) เปนยีน



ควบคุมภายใน (Internal control) และตัง้สภาวะการทํางาน 25 รอบดังนี้ 1) 94 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 วินาที 2) 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ 3) 72 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 วินาที 
 

จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากทุกเน้ือเย่ือ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบ
ขนาดดวยวธิีอิเลคโตรโฟรีซิสผานอะกาโรสเจล ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และตรวจสอบความ
เขมของแถบดีเอ็นเอของแตละตวัอยางดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร GenTools version 4.0 
(บริษัท SynGene เมือง Cambridge ประเทศสหราชอาณาจักร) แลวคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์
การแสดงออกของยีน (relative expression) โดยใชความเขมขนของ β-actin เปนยีน
เปรียบเทียบระดับการแสดงออก (normalized) และทดสอบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุม
ตัวอยางโดยการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร SPSS 11 
 

2. การโคลน การศึกษาคุณลักษณะของ Genomic DNA ของยีน MT ในปลาดุกอุย 
 

เก็บเนื้อเย่ือตับจากปลาดุกอุยเพศเมีย อายุประมาณ 1 ป (130 กรัม) ท่ีไมมีอาการของ
โรค จากนั้นสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดวิเคราะหสําเร็จรูป QIAamp® DNA Mini kit (บริษัท QIAGEN 
เมือง West Sussex ประเทศสหราชอาณาจักร) ออกแบบไพรเมอรจาก cDNA ของยีน MT คือ

บริเวณทางดานปลาย 5′ (MT DF 5′-TCAAAGAGTGAGTACCTGTAG-3′) และบริเวณ
ทางดานปลาย 3′ (MT DR 5′-TGGTGCCAATAGTCTTGGAG-3′) 
 

จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณยีน MT ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร ท่ีมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 
ซ่ึงประกอบดวย สารละลาย1x Taq buffer สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 1.5 mM สารละลาย 
dNTPs ความเขมขนอยางละ 0.2 mM ไพรเมอรสวนหนา (MT DF) และสวนกลับ (MT DR) 
อยางละ 1 μM เอ็นไซม Taq DNA polymerase ปริมาณ 1 U และดีเอ็นเอตนแบบปริมาณ 1 μl 
โดยตั้งสภาวะการทํางาน 30 รอบดังนี้ 1) 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 2) 55 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ 3) 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 30 วินาที 
 

นําผลผลิตพีซีอารท่ีไดไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดวิเคราะหสําเร็จรูป Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System kit (บริษัท Promega เมือง Madison มลรัฐวิสคอนซิน ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) จากน้ันทําการเชื่อมตอผลผลิตพีซีอารท่ีบริสุทธิ์ท่ีไดเขาไปในเวคเตอร pGEM®-T 
Easy Vector (บริษัท Promega เมือง Madison มลรัฐวสิคอนซิน ประเทศสหรัฐอเมริกา) แลวสง
ถายดีเอ็นเอลูกผสมเขาเซลลแบคทีเรียอีโคไล สายพันธุ JM109 ท่ีอยูในสภาวะพรอม จากนั้น
เล้ียงเช้ือบนอาหารแข็งท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สาร IPTG และสาร X-Gal แลวทําการ



คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวซ่ึงมีช้ินสวนของยีนท่ีตองการแทรกอยูไปตรวจสอบขนาดดวย
เทคนิคโคโลนีพีซีอาร และนําไปเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin เพ่ือสกดั 
พลาสมิดโดยใชชุดวิเคราะหสําเร็จรูป Aurum™ Plasmid Mini kit (บริษัท Bio-Rad เมือง 
Hercules มลรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา) นําพลาสมิดท่ีสกัดไดมาหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
 

3. การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเน้ือเยื่อตับและ
เหงือกของปลาดุกอุย โดยวิธี Real-Time PCR เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขน
ตางๆ 
 

3.1 การเตรียมสัตวทดลองและการทดลอง 
 

นําปลาดุกอุยอายุประมาณ 2 เดือน (0.2-0.3 กรัม) จํานวน 300 ตวั โดยไดรับความ
อนุเคราะหจากคณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร มาเล้ียงรวมกันในบอซีเมนตขนาดใหญ
เพ่ือทําการปรับสภาพปลาใหคุนเคยกับการทดลองเปนเวลา 7 วัน หลังจากน้ันแยกปลาไปเล้ียง
ในตูกระจกจํานวน 12 ตูๆ ละ 20 ตัว เปนเวลา 7 วัน ระหวางการเล้ียงใหอาหารเม็ดสําเร็จรูป 
ประมาณ 3% ของนํ้าหนักตัวโดยแบงให 2 คร้ังตอวัน 
 

แบงปลาออกเปน 4 กลุม คือ กลุมควบคุมท่ีไมไดสัมผัสกับแคดเมียมเปนกลุมควบคุม 
และกลุมท่ีสัมผัสกับแคดเมยีมท่ีระดับความเขมขนตางๆ กัน คือ 1, 10 และ 100 ppb (Woo et 
al., 2006) หลังจากท่ีปลาทดลองไดสัมผสักับแคดเมียมแลว เก็บตัวอยางปลาตามชวงเวลาท่ี
กําหนด คือ วนัท่ี 1, 3, 7 และ 14 หลังการสัมผัสแคดเมียม 
 

3.2 การเก็บตัวอยางเนื้อเย่ือ และการสกัด Total RNA 
 

หลังจากท่ีปลาทดลองไดสัมผัสกับแคดเมียมท่ีระดับความเขมขนตางๆ ในชวงเวลาท่ี
กําหนดแลว เก็บเนื้อเย่ือตับและเหงือกจากปลาท้ัง 4 กลุม โดยในแตละกลุมเก็บเนื้อเย่ือจากปลา 
3 ตัว แชในหลอดพลาสติก 1.5 ml microcentrifuge tube ท่ีมีสารละลาย TRIzol ทันที สกัด 
Total RNA ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ Total RNA ท่ีสกัดได โดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส
ผานฟอรมาลดีไฮด-อะกาโรสเจล ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และวดัคาการดดูกลืนแสงท่ี 260 
นาโนเมตร ตามลําดับ 
 
 
 



3.3 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน โดยวธิี Real-Time PCR 
 

3.3.1 การออกแบบไพรเมอร 
 

การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเย่ือตับและเหงือก
ของปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ีความเขมขนระดับตางๆ ในชวงเวลาตางๆ โดยใชยีน 16S 
ribosomal RNA เปนยีนควบคุมภายใน 
 

ออกแบบไพรเมอรจากลําดับนิวคลีโอไทดในรูปแบบ cDNA ของยีน MT ท่ีสมบูรณท่ีได
จากการศึกษาครั้งนี้ (หมายเลขอางอิง JX312865) คือไพรเมอรสวนหนา (MT-qf) และสวนกลับ 
(MT-qr) โดยใชโปรแกรม Genetyx version 7.0 สําหรับยีน 16S ribosomal RNA (16S qf และ 
16S qr) ใชไพรเมอรตามรายงานของ Panprommin et al. (2008) ลําดับนิวคลีโอไทดของ    
ไพรเมอร แสดงดังตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรท่ีใชสําหรับการวิเคราะห Real-Time PCR 

ชื่อ ลําดับนิวคลีโอไทด (5′-3′) ท่ีมา 

MT-qf GGAACATCCTGCAAATGCTCCAAC งานวิจัยนี้ 
MT-qr CTTGCACACACATCCTGAAGCACA งานวิจัยนี้ 
16S qf AACAGCGCAATCCTCTTCCAGAGT Panprommin et al. (2008) 
16S qr AACCCTTAATAGCGGCTGCACCAT Panprommin et al. (2008) 

 
3.3.2 การทํา Real-Time PCR 

 
นํา Total RNA ท่ีไดปริมาณอยางละ 1 ไมโครกรัมจากทุกตัวอยาง มาสังเคราะห cDNA 

เสนแรก โดยใชชุดวิเคราะหสําเร็จรูป iScript™ Select cDNA Synthesis kit และใชเปนตนแบบ
ในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชสารเคมี iQ™ SYBR® Green Supermix (บริษัท BIO-RAD) 
และเคร่ือง MiniOpticon™ Real-Time PCR Detection System (บริษัท BIO-RAD) 
 

ในปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย cDNA ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร สารเคมี iQ SYBR Green Supermix ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร และไพรเมอรสวน
หนาและไพรเมอรสวนกลับอยางละ 1 ไมโครลิตร โดยมีสภาวะการทํางานท้ังหมด 40 รอบ ดังนี้ 
1) 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที 2) 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ 3) 72 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที โดยวิเคราะหตัวอยางทุกตัวอยางในเนื้อเย่ือตับและเหงือก



อยางละ 4 ซํ้า (ยีน MT และยีน 16S ribosomal RNA อยางละ 2 ซํ้า) ซ่ึงยีน 16S ribosomal 
RNA ทําหนาท่ีเปนยีนควบคุมภายใน หรือยีนแมบาน (Housekeeping gene) ท่ีถูกนําไป
เปรียบเทียบระดับการแสดงออกกับยีน MT 
 

วิเคราะหขอมูลโดยวิธี Relative quantitative และคํานวณตามวิธ ี2-∆∆CT (Livak and 
Schmittgen, 2001) คาความแตกตางของ Threshold cycle (ΔCT) ระหวาง mRNA ของยีน 
MT ซ่ึงเปนยีนเปาหมาย กับ 16S ribosomal RNA ซ่ึงเปนยีนควบคุมภายในของแตละตวัอยาง
จะถูกเปรียบเทียบระดับการแสดงออก 
 

3.3.3 การวิเคราะหขอมูล 
 

คา CT ของยีน MT ในทุกตัวอยางจะถูกเปรียบเทียบระดับการแสดงออกดวยคา CT 
ของยีน 16S ribosomal RNA โดยแสดงในรูปของคาเฉล่ีย และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน และ
ทดสอบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมตัวอยางโดยใชวธิีวเิคราะหความแปรปรวน 
(ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS 11 
 

4. การศึกษาพยาธิสภาพของอวัยวะภายในของปลาดุกอุยที่สัมผัสแคดเมียม 
 

เก็บตัวอยางเน้ือเย่ือตับและเหงือก ดวยวิธีปลอดเชื้อจากปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ี
ระดับความเขมขน 100 ppb เปรียบเทียบกับปลาดุกอุยท่ีไมไดสัมผัสแคดเมียม รกัษาสภาพ
เนื้อเย่ือในสารละลายฟอรมาลิน ความเขมขน 10% อยางนอย 24 ช่ัวโมง จึงนําตัวอยางมาผาน
ข้ันตอนตางๆ ในการเตรียมเน้ือเย่ือดวยเครื่อง automatic tissue processor 
 

จากนั้นนาํตัวอยางมาฝงดวยพาราฟนเพ่ือทําเปนพิมพแข็ง แลวนําตวัอยางเนื้อเย่ือท่ีได
ไปตดัดวยเครือ่งไมโครโตม ใหมีความหนาประมาณ 5-6 ไมครอน นําตัวอยางเนื้อเย่ือท่ีไดไป
ลอยในน้ําอุน อุณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส เม่ือเนื้อเย่ือยืดตัวดีแลวใชแผนสไลด
สะอาดชอนเนือ้เย่ือ แลวนําไปวางบนเครือ่งอุนสไลด ท่ีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส นาน 3-4 
ชั่วโมง เพ่ือคงสภาพเนื้อเย่ือใหติดแนนบนสไลด นําสไลดท่ีไดไปยอยดวยสียอมฮีมาทอกไซลิน 
และอีโอซิน ตามวิธีของ Humason (1979) ศกึษาการเปล่ียนแปลงของเนื้อเย่ือภายใตกลอง
จุลทรรศนกําลังขยายสูง 
 
 
 



ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การโคลน การศึกษาคุณลักษณะของ Complementary DNA ของยีน MT ใน
ปลาดุกอุย 
 

จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ของยีน MT ในปลาดกุอุยพบวา มีความ
ยาวท้ังหมดเทากับ 509 คูเบส ประกอบดวยสวนท่ีสามารถแสดงออกมาเปนโปรตีน (open 
reading frame) ขนาด 183 คูเบส (ภาพท่ี 1) โดยประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปนสวน
ของปลายสายสวนของ 5' และ 3’ ท่ีไมแปลรหัส (5’ and 3’ untranslated region) ท่ีมีความยาว
เทากับ 40 และ 286 คูเบส ตามลําดับ โดย cDNA ของยีนนี้สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 60 
หนวย และมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเปน ATG และ TGA ซ่ึงเปนรหัสพันธุกรรมเร่ิมตน (Start 
codon) และรหัสหยุดการสังเคราะหโปรตีน (Stop codon) ท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 41 และ 

221 ตามลําดบั นอกจากน้ีทางดานปลาย 3′ ยังประกอบดวย Polyadenylation signal 
(AATAAA) 2 ตําแหนง ท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 292 และ 459 
 
    ATTTACACCACTCTTAACGAGCTCTATTTGAAAAGCGATAATGGACCCCTGCGAGTGTTC  60 
                                            M  D  P  C  E  C  S   7 
    AAAGACTGGAACCTGCACTTGTGGAACATCCTGCAAATGCTCCAACTGCCAGTGCACAAC  120 
     K  T  G  T  C  T  C  G  T  S  C  K  C  S  N  C  Q  C  T  T   27 
    CTGCAAGAAAAGTTGCTGCTCTTGCTGCCCTTCTACCTGCAGTAAATGTGCTTCAGGATG  180 
     C  K  K  S  C  C  S  C  C  P  S  T  C  S  K  C  A  S  G  C   47 
    TGTGTGCAAGGGAGATAGCTGTGATTCCAAGTGCTGTCAGTGAACACTCCAAGACTATTG  240 
     V  C  K  G  D  S  C  D  S  K  C  C  Q  *                     60 
    GCACCATGTAAATGTGTCTCATTGGTTTTCTTTTTTTTATGTGGAAATTCCAATAAATCG  300 
    TCGGTGTTACTTAAGCTTAGTCTTGATGTTTTTCTTTTTCAATTATTGCTATTTATGCAA  360 
    AGCATTTATTTTTTTTTATTAAACTGTATGTGAAGTCATCTTAAAATTGTTTTCCCCCCC  420 
    TGACACAAACCAAGGCTGTAATCTTTACCTATATGAATAATAAAAGTTTTCTTGATTCGT  480 
    AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                 509 

 
ภาพท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสมบูรณของ cDNA ของยีน MT ในปลาดุกอุย * แสดงถึงรหัสหยุด
การสังเคราะหโปรตีน ตําแหนงของ polyadenylation signals 2 ตําแหนงถูกขีดเสนใตไว 
ตําแหนงของไพรเมอร (MT F and MT R) อยูในกรอบสี่เหล่ียม และลําดับนิวคลีโอไทดน้ีอยูใน
ฐานขอมูล GenBank (accession number JX312865) 
 

โครงสรางของยีน MT ในปลาดุกอุย ประกอบดวยกรดอะมิโนชนิดซีสเตอีนจํานวน 20 
ตําแหนงจากกรดอะมิโนท้ังหมด 60 ตัว (30%) โดยมี motif ท่ีสําคัญคือ Cys-X-Cys จํานวน 6 
ตําแหนง, Cys-X-X-Cys จาํนวน 3 ตําแหนง และ Cys-Cys จํานวน 3 ตําแหนง ซ่ึงเปนบริเวณท่ี
จับกับโลหะหนัก (Kagi and Vallee 1960; Kagi et al., 1979; Kagi and Schaffer 1988) 



นอกจากน้ียีน MT ในปลาดกุอุยท่ีโคลนไดในการศึกษาครั้งนี้เปน class I เน่ืองจากตําแหนงของ
กรดอะมิโนซีสเตอีนมีตําแหนงเดียวกับ MT-I ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Scudiero et al., 2005) 
 

2. การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน MT ระหวางสิ่งมีชีวิตตางๆ 
 

รวบรวมลําดบักรดอะมิโนของยีน MT ของสิ่งมีชีวิตตางๆ จากฐานขอมูล GenBank 
จากน้ันนําเฉพาะสวนท่ีสามารถแสดงออกมาเปนโปรตีนเทาน้ันมาวิเคราะหการเปรียบเทียบทีละ
กลุม โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Clustal W (Thomson et al., 1994) ไดผลดังภาพท่ี 2 
พบวายีน MT ของปลาดุกอุยมีความคลายคลึงกับปลา Channel catfish (Ictalurus punctatus) 
มากท่ีสุด คือ รอยละ 91.67 เนื่องจากปลาท้ังสองชนิดน้ีจัดอยูในอันดับเดียวกัน คอื Siluriformes 
 
 
 
 C. macrocephalus    MDP--CECSKTGTCTCGTSCKCSNCQCTTCKKSCCSCCPSTCSKCASGCVCKGDSCDSKCCQ 60 
 I. punctatus        MDP--CECSKTGTCNCGTSCKCSNCQCACCKKSCCSCCPSGCSKCASGCVCKGDTCDSKCCQ 60 
 D. rerio            MDP--CECAKTGACNCGATCKCTNCQCTTCKKSCCSCCPSGCSKCASGCVCKGNSCGTSCCQ 60 
 C. auratus          MDP--CECAKTGACNCGATCKCTNCQCTTCKKSCCFCCPSGCSKCASGCVCNGNSCGSSCCQ 60 
 C. carpio           MDP--CDCAKTGTCNCGATCKCTNCQCKTCKKSCCPCCPSGCSKCASGCVCKGNSCGSSCCQ 60 
 T. obscurus         MDP--CDCSKTGSCNCGGSCACKNCSCTTCKKSCCSCCPSGCSKCASGCVCKGKTCDPSCCQ 60 
 O. mossambicus      MDP--CECAKTGTCNCGGSCTCTKCSCKSCKKSCCDCCPSGCSKCASGCVCKGKTCDTSCCQ 60 
 X. laevis           MDPQDCKCETGASCSCGTTCSCSNCKCTSCKKSCCSCCPAECSKCSQGCHCEKGSKKCSCCN 62 
 H. sapiens          MDPN-CSCTTGVSCACTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAHGCVCKGTLENCSCCA 61 
                     ***  *.* .  :* *  :* *.:*.*  ****** ***  *:**: ** *:      .** 
 
 
 C. macrocephalus   Identity (%) 
 I. punctatus         91.67 
 D. rerio             81.67 
 C. auratus           80.00 
 C. carpio            80.00 
 T. obscurus          80.00 
 O. mossambicus       75.00 
 X. laevis            60.00 
 H. sapiens           60.00 

 
ภาพท่ี 2 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน MT ในปลาดุกอุยกับสิ่งมีชีวิตตางๆ ปลา 
channel catfish Ictalurus punctatus (AF087935), ปลามาลาย Danio rerio (NM_131075), 
ปลาทอง Carassius auratus (S75039), ปลาไน Cyprinus carpio (AF001983), ปลาปกเปา 
Takifugu obscurus (EF622234), ปลาหมอเทศ Oreochromis mossambicus (AY257202), 
กบ African clawed frog Xenopus laevis (X69380) และมนุษย Homo sapiens (AF136177) 
โดยตําแหนงของกรดอะมิโนซิสเตอีนมีสีเทา 
 

จากการเปรียบเทียบทีละกลุมของยีน MT ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตตางๆ 
พบวา ในกลุมของปลามีตําแหนงของกรดอะมิโนซีสเตอีนเหมือนกันทุกตําแหนง ยกเวนในกบ 

β domain α domain 



African clawed frog และมนุษยท่ีมีกรดอะมิโนซีสเตอีนเพียง 19 ตําแหนงเทาน้ัน (Woo et al., 
2006) 
 

กรดอะมิโนซีสเตอีนท้ังหมดในยีน MT ทําหนาท่ีจับกับโลหะหนัก ทําใหมีโครงสรางสาม
มิติท่ีประกอบดวยโดเมน 2 โดเมนท่ีสําคัญ คือ Amino-terminal beta domain (β domain) 
ประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอีนจํานวน 9 ตัวสามารถจับไดกับ 3 metal equivalents (MII3 
Cys9) และ Carboxy-terminal alpha domain (α domain) ประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอีน
จํานวน 11 ตวัสามารถจับไดกับ 4 metal equivalents (MII4 Cys11) ซ่ึงโดเมนทั้งสองนี้จะ
เช่ือมตอกันตรงกลางของยีน MT บริเวณ Lys-Lys segment (กรดอะมิโนตัวท่ี 29 และ 30) 
(Vašák, 2005) 
 

จากการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวฒันาการของยีน MT ในสิ่งมีชีวิตตางๆ โดยการสราง
แผนผังความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากลําดับกรดอะมิโน พบวา สามารถแบงความสัมพันธ
ของยีนนี้ไดเปน 3 กลุมส่ิงมีชีวติ ไดแก กลุมแรกเปนกลุมของปลา โดยกรดอะมิโนของยีน MT 
ของปลาดุกอุยมีความเหมือนและใกลชิดกับยีน MT ในปลา Channel catfish (Ictalurus 
punctatus) มากท่ีสุด กลุมท่ีสองคือ กลุมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม และกลุมของสัตวครึ่งบกครึ่ง
นํ้า โดยใชหอยนางรม (Crassostrea gigas; JF781299) เปนสิ่งมีชวีิตนอกกลุม ดังภาพท่ี 3 
 

 
 
ภาพท่ี 3 ความสัมพันธเชิงวิวฒันาการของลําดับกรดอะมิโนของยีน MT ระหวางสิ่งมีชีวิตตางๆ 

 Carassius auratus (S75039) 
 Danio rerio (NM_131075) 

 Cyprinus carpio (AF001983) 
 Clarias macrocephalus (JX312865) 
 Ictalurus punctatus (AF087935) 
 Fundulus heteroclitus (AB426465) 

 Oreochromis mossambicus (AY257202) 
 Oryzias latipes (NM_001104785) 

 Paralichthys olivaceus (EF406132) 
 Takifugu obscurus (EF622234) 

 Anguilla anguilla (DQ493910) 
 Homo sapiens (AF136177) 

 Bos taurus (BC111615) 
 Sus scrofa (NM_001001266) 
 Mus musculus (NM_013602) 
 Rattus norvegicus (J00750) 
 Xenopus laevis (X69380) 

 Crassostrea gigas (JF781299) 
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3. การศึกษาการแสดงออกของยีน MT ในอวัยวะตางๆ ในปลาดุกอุย โดยวิธี 
Semi-quantitative RT-PCR 
 

การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน MT ในอวัยวะ 10 ชนิด ของปลาดุกอุยเพศเมีย 
จํานวน 3 ตัว ไดแก สมอง เหงือก ลําไส ไตสวนหนา ไตสวนหลัง ตับ กลามเน้ือ รังไข ผิวหนัง 
และมาม โดยใชยีน β-actin เปนยีนควบคุมภายใน พบวา ยีน MT มีระดับการแสดงออกมาก
ท่ีสุดในเนื้อเย่ือตับ เชนเดียวกับการศึกษาของ Kim et al., (2008) เนื่องจากตับเปนอวัยวะหลัก
ในการผลิต MT รองลงมาคือ รังไข ลําไส เหงือก และไต (ภาพท่ี 4) โดยการแสดงออกของยีน 
MT ในเนื้อเย่ือตับมีระดับสูงกวาในรังไขประมาณ 2 เทา ลําไสและผิวหนังประมาณ 3 เทา และ
เนื้อเย่ืออ่ืนๆ ประมาณ 7 เทา 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT ในอวัยวะ 10 ชนิด ของปลาดุกอุยเพศเมีย 
โดยวิธ ีSemi-quantitative RT-PCR ไดแก สมอง (B), เหงือก (G), ลําไส (I), ไตสวนหนา (Kh), 
ไตสวนหลัง (Kt), ตับ (L), กลามเนื้อ (M), รังไข (O), ผิวหนัง (Sk) และมาม (Sp) โดยใชยีน    
β-actin เปนยีนควบคุมภายใน 
 

4. การโคลน การศึกษาคุณลักษณะของ Genomic DNA ของยีน MT ในปลาดุกอุย 
 

จากการศึกษาโครงสรางของจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน MT ในปลาดุกอุย พบวา 
ประกอบดวยสวนท่ีสรางโปรตีน (Exon) 3 สวนและสวนท่ีไมไดสรางโปรตีน (Intron) 2 สวน 
เชนเดียวกับการศึกษาในปลาหลายชนิด เชน ปลา ayu (Plecoglossus altivelis) (Lin et al., 
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2004) ปลา crucian carp (Carassius auratus) (Bae et al., 2005) และปลา Hemibarbus 
mylodon (Cho et al., 2008) ดังภาพท่ี 5 
 
 
     ATGGACCCCTGCGAGTGTTCAAAGAGTGAGTACCTGTAGGATTTTATGTTAATATTGTTT  60 
 
     M  D  P  C  E  C  S  K  T 
     ATTTCTCTTTATCTTTGTCCTGACTTAAATTTTAACAATTGTTAACGGTATTGTGTTTTC  120 
     TCTCTCTCTCTGCTTTCTGCAGCTGGAACCTGCACTTGTGGAACATCCTGCAAATGCTCC  180 
                             G  T  C  T  C  G  T  S  C  K  C  S 
     AACTGCCAGTGCACAACCTGCAAGAAAAGTAAGCTCTTATATATTTCCCAAATGAAGGAA  240 
     N  C  Q  C  T  T  C  K  K  S 
     ATTTTGCTTTAATCCCTGATTATTGTATTGCTCACAAGTACCTTTCCTTTTCATCTCCCC  300 
     AGGTTGCTGCTCTTGCTGCCCTTCTACCTGCAGTAAATGTGCTTCAGGATGTGTGTGCAA  360 
         C  C  S  C  C  P  S  T  C  S  K  C  A  S  G  C  V  C  K 
 
     GGGAGATAGCTGTGATTCCAAGTGCTGTCAGTGAACACTCCAAGACTATTGGCACCA     417 
      G  D  S  C  D  S  K  C  C  Q  * 

 
ภาพท่ี 5 ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสมบูรณของจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน MT ในปลาดุกอุย * แสดงถึง
รหัสหยุดการสังเคราะหโปรตีน ประกอบดวยสวนท่ีสรางโปรตีน 3 สวน (สีเหลือง) และสวนท่ี
ไมไดสรางโปรตีน 2 สวน (สีขาว) สวนสีชมพูคือ splice sites โดยตาํแหนงของไพรเมอร MT F 
และ MT R อยูในกรอบสี่เหล่ียม และลําดับนิวคลีโอไทดน้ีอยูในฐานขอมูล GenBank 
(accession number JX312866) 
 

5. การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเน้ือเยื่อตับและ
เหงือกของปลาดุกอุย โดยวิธี Real-Time PCR เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขน
ตางๆ 
 

5.1 การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเน้ือเยื่อตับของปลา
ดุกอุย 
 

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับของปลาดุกอุยเม่ือสัมผัส
กับแคดเมียมท่ีความเขมขนตางๆ 3 ระดับในชวงเวลาตางๆ หลังการสัมผัส คือ วันท่ี 1, 3, 7 
และ 14 พบวา ในวันท่ี 1 หลังการสัมผัสแคดเมียม ระดบัการแสดงออกของยีน MT ท่ีระดับ
ความเขมขน 10 และ 100 ppb สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (P < 0.05) และใน
วันท่ี 3 และ 7 หลังการสัมผัส ทุกความเขมขนของแคดเมียมมีผลทําใหระดับการแสดงออกของ
ยีน MT สูงมากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P < 0.05) และจะคอยๆ ลดลงจนถึง
วันท่ี 14 หลังการสัมผัส ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน MT สูงท่ีสุด คอืเม่ือสัมผัสแคดเมียมท่ี
ความเขมขน 10 ppb ในวันท่ี 3 หลังการสัมผัส (ภาพท่ี 6) 
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ภาพท่ี 6 การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับของปลาดุกอุย 
โดยวิธ ีReal-Time PCR เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขนตางๆ เม่ือ Control คือ 0 ppb, 
T1 คือ 1 ppb, T2 คือ 10 ppb และ T3 คือ 100 ppb 
 

โลหะหนักท่ีมีความเปนพิษสามารถกระตุนระดับการแสดงออกของยีน MT ได เพ่ือลด
ความเปนพิษ โดยเฉพาะแคดเมียม (Woo et al., 2006; Kim et al., 2008) ซ่ึงเม่ือสัมผัส
แคดเมียมท่ีมีระดับความเขมขนสูงๆ ระดบัการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับก็สูงข้ึนดวย
เชนกัน แตเม่ือเวลาผานไป ระดับการแสดงออกจะคอยๆ ลดลง (Kim et al., 2008) โดยระดับ
การแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับจะข้ึนอยูกับชวงเวลาในการสัมผัส แตไมย่ังยืน กลาวคือ 
ในชวงเวลาสั้นๆ ระดับการแสดงออกของยีนจะสูงมาก และหลังจากน้ันจะคอยๆ ลดลงเม่ือสัมผัส
นานข้ึน (Cho et al., 2008) 
 

5.2 การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเน้ือเยื่อเหงือกของ
ปลาดุกอุย 
 

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือเหงือกของปลาดุกอุยเมื่อ
สัมผัสกบัแคดเมียมท่ีความเขมขนตางๆ 3 ระดับในชวงเวลาตางๆ หลังการสัมผัส คือ วันท่ี 1, 3, 
7 และ 14 พบวา ในวันท่ี 1 หลังการสัมผัสแคดเมียม ทุกความเขมขนของแคดเมียมมีผลทําให
ระดับการแสดงออกของยีน MT สูงข้ึนอยางรวดเรว็และมากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P < 0.05) โดยเฉพาะท่ีความเขมขน 1 ppb และหลังจากน้ันจะคอยๆ ลดลงจนถึงวันท่ี 
14 หลังการสัมผัส ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน MT สูงท่ีสุด คือเม่ือสัมผัสแคดเมียมท่ีความ
เขมขน 1 ppb ในวันท่ี 3 หลังการสัมผัส (ภาพท่ี 7) 
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ภาพท่ี 7 การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน MT ในเนื้อเย่ือเหงือกของปลาดุก
อุย โดยวิธี Real-Time PCR เม่ือสัมผัสกับแคดเมียมท่ีความเขมขนตางๆ เมื่อ Control คือ 0 
ppb, T1 คือ 1 ppb, T2 คือ 10 ppb และ T3 คือ 100 ppb 
 

นอกจากยีน MT ในเนื้อเย่ือตับจะถูกกระตุนดวยแคดเมียมแลว เนือ้เย่ือเหงือกก็ถูก
กระตุนดวยเชนกัน (Kim et al., 2008) จึงทําใหยีน MT ในเนื้อเย่ือเหงือกของปลาดุกอุยมีระดับ
การแสดงออกสูงข้ึนในทุกระดับความเขมขนของแคดเมียม โดยเฉพาะในวันท่ี 1 หลังการสัมผัส 
โดยอาจมีสาเหตุเนื่องมาจากเหงือกเปนอวัยวะควบคุมสมดุลนํ้าและแรธาต ุ(osmoregulatory 
organ) ของปลาน้ําจืด จึงทําใหชวงแรกของการสัมผัสแคดเมียม สงผลใหระดับการแสดงออก
ของยีน MT ในเน้ือเย่ือเหงือกสูงข้ึนอยางรวดเรว็ 
 

6. การศึกษาพยาธิสภาพของอวัยวะภายในของปลาดุกอุยที่สัมผัสแคดเมียม 
 

แคดเมียมสามารถเขาไปสะสมอยูในเนื้อเย่ือเหงือกและตับของปลาดุกอุยไดจาก
กระบวนการดดูซึมจากน้ําโดยตรง และถายทอดเขาสูสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ทางการกินตามหวงโซ
อาหารได ซ่ึงเม่ือแคดเมียมเขาสูรางกายปลาแลว นอกจากจะไปสะสมท่ีเหงือกและตับแลว ยัง
สามารถสะสมท่ีลําไส และไตไดอีกดวย (Kumar and Singh, 2010) โดยแคดเมียมมีผลตอ
อวัยวะตางๆ ดังนี ้
 

จากการศึกษาพยาธิสภาพในเหงือกของปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ีระดับความ
เขมขน 100 ppb พบอาการบวมน้ํา (edema) เซลลเย่ือบุเหงือกยกตัวข้ึน (epithelial cell lifting) 
และก่ิงเหงือกเช่ือมติดกัน (ภาพท่ี 8) 
 



สําหรับในตับของปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียม พบอาการเลือดค่ัง (congestion) เซลล
ตับเสื่อมแบบมีแวคิวโอล (vacuolization) และเซลลตับมีการตาย (necrosis) (ภาพท่ี 9) 
 

 
 
ภาพท่ี 8 พยาธิสภาพในเหงอืกของปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ีระดับความเขมขน 100 ppb 
 

 
 
ภาพท่ี 9 พยาธิสภาพในตับของปลาดุกอุยท่ีสัมผัสแคดเมียมท่ีระดับความเขมขน 100 ppb พบ
เซลลตับเสื่อมแบบมีแวคิวโอล (ลูกศรชี้) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control fish Treated fish 

Control fish Treated fish 



สรุปผลการทดลอง 
 

ลําดับนิวคลีโอไทดของจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน MT ในปลาดุกอุยประกอบดวยสวนท่ี
สรางโปรตีน 3 สวนและสวนท่ีไมไดสรางโปรตีน 2 สวน โดยสวนท่ีสรางโปรตีนท้ัง 3 สวนนี ้
ประกอบดวยสวนท่ีสามารถแสดงออกมาเปนโปรตีน (open reading frame) ขนาด 183 คูเบส 
และสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโน 60 หนวย โดยเปนกรดอะมิโนซีสเตอีนท้ังหมด 20 หนวย 
(30%) ทําหนาท่ีในการจับกับโลหะหนัก เพ่ือลดความเปนพิษ 
 

เมื่อศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน MT ในเนื้อเย่ือตับและเหงือกของปลาดุกอุย เม่ือ
สัมผัสกับแคดเมียมท่ีระดับความเขมขนตางๆ ตามชวงเวลาท่ีกําหนด พบวา ในวนัแรกของการ
สัมผัสแคดเมยีม จะมีระดับการแสดงออกของยีนในเนื้อเย่ือเหงือกสูงท่ีสุด และสูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P > 0.05) และในเนือ้เย่ือตับจะมีระดับการแสดงออกของยีน
สูงท่ีสุดในวันท่ี 3 หลังการสัมผัส ซ่ึงจากผลการศึกษาดังกลาว ทําใหสามารถใชยีน MT เปนดชันี
ชีวภาพในการสัมผัสแคดเมียมในน้ําไดเปนอยางดี 
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